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RESUMO

A acidemia propidnica é um erro inato do metabolismo causado pela deficiéncia na
atividade da enzima mitocondrial propionil-CoA-carboxilase (PCC). A doenca é
bioquimicamente caracterizada por predominante acumulo de &cido propi6nico (PA) no
plasma e clinicamente por severa encefalopatia, além de cardiomiopatia e doenca renal
cronica. Alta excrecdo urinaria dos acidos 3-hidroxipropidnico (30HPA), 2-metilcitrico
(2MCA) e maleico (MA) também é reportada nos pacientes. Considerando que 0s
mecanismos patogénicos das alteracdes cardiacas e renais sdo praticamente
desconhecidos nessa doenca, a presente tese investigou os efeitos do PA, 30HPA, MA e
2MCA (0,05 — 5 mM) sobre criticos parametros da homeostase mitocondrial
bioenergética e do Ca?* em preparaces mitocondriais e homogeneizados obtidos de
coracgdo e rim de ratos Wistar jovens (30 dias de vida), bem como em cultura de células
cardiacas (H9c2) e renais (HEK-293). Foram determinados os parametros respiratorios
estado 3 (estimulado por ADP), estado 4 (estimulado por oligomicina), estado
desacoplado (estimulado por CCCP) e razdo do controle respiratério (RCR), o potencial
de membrana (A¥m), o conteido de NAD(P)H, a capacidade de retencdo de Ca®* e o
inchamento mitocondrial. Além disso, foram avaliados a producdo de ATP, a atividade
de enzimas do ciclo do acido citrico e dos complexos da cadeia respiratoria. A viabilidade
celular também foi investigada ap0s 24 horas de pre-incubacdo com o PA e MA.
Observou-se que o MA inibiu os estados 3, 4 e desacoplado em preparac¢des mitocondriais
de coracdo e rim utilizando principalmente substratos precursores de NADH (glutamato
mais malato, piruvato mais malato, glutamato ou a-cetoglutarato) em comparagcdo ao
FADH: (succinato), que foram associados a uma diminui¢do na producdo de ATP. Por
outro lado, o PA e o 30HPA provocaram efeitos inibitorios sobre a respiracdo
mitocondrial mais moderados, enquanto o 2MCA néo causou alteracdes. Os efeitos
marcantes causados pelo MA podem estar em parte relacionados a inibicao da a-
cetoglutarato desidrogenase e glutamato desidrogenase, além de deplecdo de CoA pois a
inibicdo da respiracdo mitocondrial causada pelo MA foi parcialmente revertida por
suplementacédo dessa coenzima. Resultados similares foram obtidos em homogeneizados
e cultura de células permeabilizadas desses tecidos, corroborando os achados obtidos em
mitocondrias isoladas. Somando-se a isso, 0 MA, e 0 PA em menor extensédo, reduziram
o A¥Ym, o conteido de NAD(P)H e a capacidade de retengdo de Ca?*, bem como
induziram inchamento em preparacdes mitocondriais de coracdo e rim na presenca de
Ca?*. Esses efeitos foram parcial ou totalmente prevenidos por ciclosporina A e ADP,
sugerindo que a abertura do poro de transicdo de permeabilidade (PTP) mitocondrial
possa estar envolvido. Finalmente, 0 MA reduziu a viabilidade e induziu morte em células
renais. Analisando em conjunto, os resultados indicam que 0 MA, além do PA e 30OHPA
de forma mais branda, atuam como inibidores metabolicos, bem como o0 MA e o PA
induzem a abertura PTP, em coracdo e rins, comprometendo dessa forma a homeostase
mitocondrial bioenergética e do Ca?*. Portanto, presume-se que uma disfuncdo
mitocondrial causada pelos metabdlitos acumulados na acidemia propidnica possa
contribuir para a cardiomiopatia e insuficiéncia renal crdnica que se manifestam nos
pacientes acometidos por essa doenca.
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ABSTRACT

Propionic acidemia is an inborn error of metabolism caused by a deficiency in the
mitochondrial enzyme propionyl-CoA-carboxylase (PCC) activity. The disease is
biochemically characterized by predominant propionic acid (PA) accumulation in plasma
and clinically by severe encephalopathy, besides cardiomyopathy and chronic kidney
disease. High urinary excretion of 3-hydroxypropionic (30HPA), 2-methylcitric
(2MCA), and maleic (MA) acids is also reported in patients. The pathogenic mechanisms
of cardiac and renal alterations are practically unknown in this disease, the present thesis
investigated the effects of PA, 30HPA, MA, and 2MCA (0.05 — 5 mM) on critical
parameters of mitochondrial bioenergetics and Ca?* homeostasis in isolated mitochondria
and homogenates obtained from heart and kidney of young Wistar rats (30 days old), as
well as from cardiac (H9c2) and renal (HEK-293) cell cultures. The respiratory
parameters state 3 (ADP-stimulated), state 4 (oligomycin- stimulated), uncoupled state
(CCCP- stimulated) and respiratory control ratio (RCR), membrane potential (A¥m),
NAD(P)H content, Ca?* retention capacity, and mitochondrial swelling were determined.
In addition, ATP production, citric acid cycle enzymes, and respiratory chain complexes
activities were evaluated. Cellular viability was also investigated after 24 hours of pre-
incubation with PA and MA. It was observed that MA inhibited states 3, 4 and uncoupled
respiration in heart and kidney mitochondria using primarily NADH-linked substrates
(glutamate plus malate, pyruvate plus malate, glutamate or a-ketoglutarate) as compared
to FADH> (succinate), which were associated with a decrease in ATP production. PA and
30HPA caused milder inhibitory effects on mitochondrial respiration, and 2MCA did not
cause any changes. The marked effects caused by MA may be related to the inhibition of
a-ketoglutarate dehydrogenase and glutamate dehydrogenase, and CoA depletion since
the inhibition of mitochondrial respiration caused by MA was partially reversed by
supplementation of this coenzyme. Similar results were obtained in tissue homogenates
and permeabilized cell cultures, corroborating the findings obtained in isolated
mitochondria. In addition, MA, and PA, to a lesser extent, reduced the A¥Ym, NAD(P)H
content, Ca?* retention capacity, and induced swelling in Ca®*-loaded heart and kidney
mitochondrial preparations. These effects were partial or totally prevented by
cyclosporine A and ADP, suggesting mitochondrial permeability transition (MPT) pore
opening may be involved. Finally, MA reduced viability and induced kidney cells death.
Taken together, the data indicate that MA, and PA and 30OHPA, to a lesser degree, acts
as metabolic inhibitors, as well as MA and PA induce MPT in the heart and kidney, thus
compromising mitochondrial energy and Ca** homeostasis. Therefore, it is presumed that
mitochondrial dysfunction caused by the metabolites accumulated in propionic acidemia
may contribute to the cardiomyopathy and chronic renal failure that manifest in patients
affected by this disease.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
2MCA - Acido 2-metilcitrico
30HPA - Acido 3-hidroxipropionico
ACO — Aconitase
ANT — Transportador de nucleotideos de adenina
AOs - Acidemias organicas
AP - Acidemia propionica
CAC - Ciclo do &cido citrico
CK — Creatina cinase
CsA — Ciclosporina A
CTE - Cadeia transportadora de elétrons
Cyp D - Ciclofilina D
EIM - Erros do metabolismo
eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial
GC-MS - Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas
GDH - Glutamato desidrogenase
IDH - Isocitrato desidrogenase
KGDH - a-Cetoglutarato desidrogenase
MA - Acido maleico
MCU — Transportador uniporte de Ca** mitocondrial
MDH — Malato desidrogenase
MS/MS — Espectroscopia de massas tandem
OXPHOS - Fosforilagdo oxidativa
PA - Acido propiénico
PCC - Propionil-CoA-carboxilase
PDH - Piruvato desidrogenase
Pl — lodeto de propidio
PTP - Poro de transi¢do de permeabilidade
SDH — Succinato desidrogenase
SF - Sindrome de Fanconi
VDAC - Canais de anions dependentes de voltagem

A¥m — Potencial de membrana mitocondrial
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1. INTRODUCAO
1.1. ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo Erros Inatos do Metabolismo (EIM) foi utilizado pela primeira vez em 1908
pelo médico inglés Sir. Archibald E. Garrod, para descrever as doengas genéticas
alcaptondria, albismo, pentosuria e cistindria, e que atualmente compreende um grupo de
ao menos 750 doencas metabdlicas (EZGU, 2016; FERREIRA; VAN KARNEBEEK,

2019).

Os EIM apresentam caracteristica de heranca Mendeliana, sendo causados por
mutac6es em um Unico gene (LANPHER; BRUNETTI-PIERRI; LEE, 2006). O perfil de
mutacOes é diverso, podendo ser observadas mutacGes de ponto, insercdes, deleces ou
rearranjo cromossomico que acarretem ganho ou perda de funcdo enzimatica ou de
transporte. Geralmente exibem heranca autossomica recessiva, entretanto EIM com perfil
genetico autossdbmico dominante ou ligado ao cromossomo X ja foram identificados
(EZGU, 2016; FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019; LANPHER; BRUNETTI-

PIERRI; LEE, 2006; LEONARD; MORRIS, 2000).

O blogueio enziméatico numa rota metabolica desencadeado pela alteracdo genética
estd frequentemente associado a um dos trés seguintes desfechos: 1) acumulo de
substratos nos passos anteriores ao blogueio metabdlico; 2) producdo de intermediarios
oriundos de rotas metabdlicas alternativas utilizadas na tentativa de contornar o bloqueio;
3) prejuizos na producdo de energia decorrentes da deficiéncia de produtos posteriores ao
bloqueio metabolico (EZGU, 2016; FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019;

SAUDUBRAY; SEDEL; WALTER, 2006), como ilustrado na Figura 1.

Embora facam parte do grupo de doencas raras, uma vez que individualmente
possuem uma baixa incidéncia na populacdo mundial, quando analisados coletivamente
os EIM representam uma significativa proporcéo das desordens genéticas que acometem

1



a infancia (EZGU, 2016; FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019; RAGHUVEER;

GARG; GRAF, 2006).

O avanco das tecnologias médicas, como a espectroscopia de massas tandem
(MS/MS), aliado ao crescente conhecimento a respeito do genoma humano, cada vez mais
auxiliam os corpos clinicos no diagnostico precoce dos EIM (LINDNER; GRAMER;
HAEGE; FANG-HOFFMANN et al., 2011; RAGHUVEER; GARG; GRAF, 2006).
Como exemplo disso, na Alemanha, ap6s uma expansao e aprimoramento do programa
de triagem neonatal, identificou-se incidéncia de EIM em 1:2920 nascidos Vivos
(LINDNER; GRAMER; HAEGE; FANG-HOFFMANN et al., 2011). Enfatiza-se que a
realizacdo da triagem neonatal para identificar doencas genéticas, incluindo os EIM, &
fundamental para iniciar o mais rapidamente possivel as intervengdes terapéuticas, se
possivel ainda no periodo pré-sintomatico, reduzindo assim a mortalidade e morbidade

dessas doencas (PREETI SHARMA, 2018).

Figura 1. Desfechos decorrentes da alteracdo genética subjacente aos EIM

Mutagdo
genética
Tramsporador & ¢ . oaoTTTTmees
ou receptor @ *
> Enzima + Cofator + Coenzima @
Substrato Substrato > l, Produto

% Rotas metabdlicas
alternativas

Membrana
plasmatica

Fonte: Adaptado de (EZGU, 2016). Criado com BioRender.com.



A frequéncia dos EIM sobe proporcionalmente em paises ou regiées do mundo onde
a taxa de casamentos consanguineos é elevada (FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019).
Na Arabia Saudita, a incidéncia cumulativa de EIM, entre 1983 e 2008 foi de 1:667
nascidos vivos (MOAMMAR; CHERIYAN; MATHEW; AL-SANNAA, 2010). Em
West Midlands, na Inglaterra, entre os anos de 1999 e 2003 a incidéncia foi de 1:703
nascidos vivos (SANDERSON; GREEN; PREECE; BURTON, 2006). Na British
Columbia, Canada, uma avaliacdo do periodo de 1969 a 1996 indicou uma prevaléncia
de 1:2500 nascidos vivos (APPLEGARTH; TOONE; LOWRY, 2000). Em Oman,
estudos apontaram uma incidéncia de 1:784 nascidos vivos (JOSHI; HASHIM;

VENUGOPALAN, 2002).

No Brasil, ndo existem dados oficiais quando a incidéncia ou prevaléncia dos EIM
como um todo. Somente para algumas desordens isoladas, como a fenilcetonuria 1:22000
(ANVISA, 2020), doenca da urina do xarope do bordo 1:100000 (HERBER;
SCHWARTZ; NALIN; OLIVEIRA NETTO et al., 2015) e a deficiéncia da biotinidase
1:250000 (PINTO; RAYMOND; BRUCK; ANTONIUK, 1998) nascidos vivos. No
contexto nacional, destaca-se a homologacéo da lei n°14.154, de 26 de maio de 2021, que
aprimora o Programa Nacional de Triagem Neonatal por meio da ampliacéo escalonada
do rol minimo de desordens a serem rastreadas pelo “Teste do Pézinho” de 6 para até 50
desordens (BRASIL, 2021), o que deve aumentar o nimero de diagndésticos de EIM na

populacdo brasileira e possibilitar um tratamento mais adequado a esses pacientes.

1.1.1 Classificacdo dos erros inatos do metabolismo

Diversos sistemas de classificacdo para os EIM vém sendo propostos nas ultimas
décadas. Alguns de acordo com o Orgdo/sistema comprometido (ex: neuroldgicas,
hepaticas), outros com base nas organelas afetadas, (ex: mitocondriais, lisossomais), ou

ainda levando em consideracao a idade de aparecimento dos sintomas (ex: inicio neonatal
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ou tardio). Entretanto, o0 modelo amplamente aceito é o proposto pela Sociedade para o
Estudo de Erros Inatos do Metabolismo (Society for the Study of Inborn Errors of

Metabolism - SSIEM) (SSIEM, 2012), conforme resumido na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos EIM, segundo a SSIEM

Desordens do metabolismo de aminoacidos e peptideos

Desordens do metabolismo de carboidratos

Desordens do metabolismo de acidos graxos e corpos cetdnicos
Desordens do metabolismo energético

Desordens do metabolismo de purinas, pirimidinas e nucleotideos
Desordens do metabolismo de esteroides

Desordens do metabolismo de porfirinas e grupamento heme
Desordens do metabolismo de lipideos e lipoproteinas

Desordens congénitas de glicosilacdo e outras desordens de modificacdo proteica
Desordens lisossomais

Desordens peroxissomais

Desordens do metabolismo de neurotransmissores

Desordens do metabolismo de vitaminas e cofatores (ndo proteicos)
Desordens do metabolismo de metais e elementos tracos

Desordens e variantes do metabolismo de xenobidticos

1.2. ACIDEMIAS ORGANICAS

As acidemias organicas (AOs) sdo desordens do metabolismo intermediario causadas
por uma deficiéncia enzimatica que provoca o acimulo anormal de &cidos carboxilicos
nos liquidos corporais (EZGU, 2016; FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019; PARK;
KRYWAWYCH; RICHARD; DESVIAT et al., 2020; REDDY; CALLONI; VERNON;
BOLTSHAUSER et al., 2018). Embora sejam classificadas como desordens do
metabolismo de aminoacidos e peptideos (SSIEM, 2012), a deficiéncia enzimatica de
algumas AOs pode igualmente comprometer o metabolismo de lipideos e/ou carboidratos
(IMPERLINI; SANTORELLI; ORRU; SCOLAMIERO et al., 2016; WAJNER;
GOODMAN, 2011). Destaca-se que o surgimento dos sinais e a severidade dos sintomas
estdo associados a atividade residual enzimatica observada em cada paciente (EZGU,

2016; FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019; IMPERLINI; SANTORELLI; ORRU,;



SCOLAMIERO et al., 2016; PARK; KRYWAWYCH; RICHARD; DESVIAT et al.,

2020; REDDY; CALLONI; VERNON; BOLTSHAUSER et al., 2018; WAJNER, 2019).

Durante o periodo neonatal, as AOs com maior incidéncia de diagndésticos sdo aquelas
envolvidas no catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada, como a acidemia
metilmalnica, acidemia isovalérica, acidemia glutarica do tipo 1, e a acidemia
propidnica, objeto de estudo deste trabalho (CHAPMAN, 2019; SAUDUBRAY;

GARCIA-CAZORLA, 2018).

1.3.  ACIDEMIA PROPIONICA

Descrita inicialmente em 1961, a acidemia propiénica (AP) (OMIM 1D:606054) é
uma das mais frequentes acidemias organicas com elevada mortalidade. Estima-se que a
incidéncia da AP seja em torno 1:100.000 — 150.000 recém-nascidos vivos na Europa
(JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; WAJNER, 2019) e 1:242.741 nos
Estados Unidos da América (JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019).
Contudo, em regides com altas taxas de casamentos consanguineos, a incidéncia da AP é
maior, como no Kuwait (1:59426 nascidos vivos) (CHAPMAN; GRAMER; VIALL;
SUMMAR, 2018), e na populacéo Inuit, na Groelandia (1:1000 nascidos vivos) (ZAYED,
2015). Nos paises arabes, como na Arabia Saudita (1:27264 nascidos vivos), e algumas
tribos Saudi (1:2000 — 1:5000 nascidos vivos) a prevaléncia da AP é ainda mais elevada

(ZAYED, 2015).

A AP ¢ caracterizada bioquimicamente pela deficiéncia na atividade da enzima
mitocondrial propionil-CoA carboxilase (PCC) (EC. 6.4.13) devido a mutacGes nos genes
PCCA ou PCCB, os quais sdo responsaveis pela codificacdo das subunidades que a
compdem (PENA; FRANKS; CHAPMAN; GROPMAN et al., 2012

SHCHELOCHKOV, 2012). A PCC é um heterododecamero de 750 kDa composto por 6



subunidades a ¢ 6 subunidades B, dependente de biotina (WONGKITTICHOTE; AH
MEW; CHAPMAN, 2017). Essa enzima catalisa a carboxilacdo do propionil-CoA a D-
metilmalonil-CoA, posteriormente convertido em succinil-CoA e oxidado no ciclo do
acido citrico (CAC) para producdao de ATP (CHAPMAN; SUMMAR, 2012; DE
KEYZER; VALAYANNOPOULOQOS; BENOIST; BATTEUX et al., 2009; JURECKI;
UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; LONGO; PRICE; GAPPMAIER; CANTOR et

al., 2017; SHCHELOCHKOV, 2012) (Figura 2).

Figura 2. Metabolismo do propionil-CoA

r Ciclo do acido \
citrico
Propionilcarnitina \
(C3) A
Proplonilglicina T
- 5
Acido 2-metilcitrico Socanilcad 2 T
E Homocfsteina
Acido
3-hidroxipropitnico
. Metilmalonil-CoA
P n Cistationa
Acido maleico ? (e
... '
T Acido ey .
propidnico — PI'OPIODJ].-CDA +——— a-cetohutirato
T T Cisteina
Cadeia lateral Valina Treonina
do colesterol | | Isoleucina
B-oxidaggo de Propionato
dcidos graxos (Microbiota
impares intestinal)

Fonte: Adaptado de (TAJIMA; KAGAWA; SAKURA; NAKAMURA-UTSUNOMIYA et al., 2021).
Criado com BioRender.com.

O propionil-CoA é um metabdlito comum as rotas de catabolismo dos aminoacidos
de cadeira ramificada (isoleucina, valina, metionina e treonina), dos &cidos graxos de
cadeia impar, e da cadeia lateral do colesterol (HAIJES; JANS; VAN DER HAM; VAN
HASSELT et al., 2020; JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; LONGO;
PRICE; GAPPMAIER; CANTOR et al., 2017; PARK; KRYWAWYCH; RICHARD;

DESVIAT et al., 2020). O metabolismo dos nucleotideos timina e uracila, bem como o



metabolismo da microbiota residente no intestino também contribuem para uma
substancial fonte de propionato, que ap6s metabolismo mitocondrial da origem ao
propionil-CoA (FENTON.; GRAVEL.; ROSENBLATT, 2001; LONGO; PRICE;
GAPPMAIER; CANTOR et al., 2017) (Figura 2). Estima-se que 50 % da producao de
propionato seja devido ao catabolismo dos aminoacidos, 25 % produzido pelo
catabolismo dos acidos graxos de cadeia impar e 25 % oriundo do metabolismo bacteriano
(FENTON.; GRAVEL.; ROSENBLATT, 2001). O principal érgdo responsavel pela
metabolizacdo do propionato € o tecido hepéatico (WILSON; HAN; ZHANG; HESS et

al., 2017).

A deficiéncia enzimética da PCC provoca o acumulo de propionil-CoA, o qual é
convertido espontaneamente a acido propionico (PA) por reacéo de hidrolise (FENTON.;
GRAVEL.; ROSENBLATT, 2001), cujas concentracbes podem alcancar 4-6 mM no
plasma dos pacientes. Os niveis de PA plasmaticos em individuos ndo portadores de AP,
sdo cerca de 4 uM (HOMMES; KUIPERS; ELEMA; JANSEN et al., 1968; WANG,;
CHRISTOPHER; WILSON; MUOIO et al., 2018). Conjuntamente, observa-se aumento
plasmatico nos niveis de propionilcarnitina e glicina (FENTON.; GRAVEL.;

ROSENBLATT, 2001).

Analise da urina dos pacientes revela ainda alta excre¢do dos metabolitos acido 3-
hidroxipropiénico (30OHPA), subproduto da B-oxidacdo do PA (ANDO; RASMUSSEN;
NYHAN; HULL, 1972; WONGKITTICHOTE; AH MEW; CHAPMAN, 2017), é&cido
2-metilcitrico (2MCA) oriundo da conjugacdo do propionil-CoA e oxaloacetato em
reacao catalisada pela citrato sintase (WEIDMAN; DRYSDALE, 1979), propionilglicina
e tigliglicina, e auséncia de acido metilmalénico (FENTON.; GRAVEL.;
ROSENBLATT, 2001; PARK; KRYWAWYCH; RICHARD; DESVIAT et al., 2020;

WAJINER, 2019; WONGKITTICHOTE; AH MEW; CHAPMAN, 2017). Ja foi descrito
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também aumento na excrecdo urindria de &acido maleico (MA) (BERGSTROM,;
GRETER; LEVIN; STEEN et al., 1981), possivelmente decorrente do metabolismo

hepético do PA e 30HPA (WILSON; HAN; ZHANG; HESS et al., 2017).

1.3.1. Sintomatologia

A AP apresenta espectro fenotipico bastante amplo. O inicio dos sinais e sintomas
podem ser verificados na fase neonatal ou no chamado inicio tardio da doenga, quando
0s sinais e sintomas aparecem na infancia ou na vida adulta (FENTON.; GRAVEL.;
ROSENBLATT, 2001; SHCHELOCHKOQOV, 2012; WONGKITTICHOTE; AH MEW,

CHAPMAN, 2017).

Na forma neonatal da doenga, fenGtipo com maior incidéncia, o recém-nascido
apresenta recusa alimentar e apatia horas, dias ou semanas apds o nascimento, que pode
ser seguida por progressiva encefalopatia (JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al.,
2019; SHCHELOCHKOV, 2012; WAJINER, 2019). Na auséncia de diagndstico e
tratamento apropriados, o quadro clinico pode evoluir para letargia, convulsdes e coma.
Sendo frequentemente acompanhado por acidose metabdlica, acidose latica, cetonuria,
hipoglicemia, hiperamonemia e pancitopenia. Nos casos mais graves, 0 paciente pode
evoluir ao obito (JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; LONGO; PRICE;
GAPPMAIER; CANTOR et al., 2017; PENA; FRANKS; CHAPMAN; GROPMAN et

al., 2012; SHCHELOCHKOV, 2012; WAJNER, 2019).

Os pacientes com a forma tardia da AP geralmente apresentam fendtipos menos
graves da doenca. Os sinais e sintomas apresentados por esses pacientes incluem atraso
no desenvolvimento, desabilidade mental e intelectual, deficiéncia de crescimento,
queixas gastrointestinais cronicas, pancreatite, intolerancia a proteinas, psicose,

hipotonia, distonia, coreoatetose e cardiomiopatia, sendo esta Ultima a complicacdo mais



associada a risco de morte nesses pacientes (GRUNERT; MULLERLEILE; DE SILVA;
BARTH et al., 2013; PENA; BURTON, 2012; WAJNER, 2019; WONGKITTICHOTE;
AH MEW; CHAPMAN, 2017). Manifestagdes menos comuns como atrofia 6tica, perda
da audicdo, e doenca renal cronica, também ja foram relatados em pacientes com AP

(JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; SHCHELOCHKOV, 2012).

A sintomatologia clinica dos pacientes é agravada severamente durante episodios de
descompensacdo metabolica aguda caracterizados por elevado catabolismo, tais como
quadros infecciosos, cirurgia e jejum prolongado, desencadeando um aumento drastico
nas concentracfes dos metabdlitos acumulados na AP. Dessa forma, situacbes de
descompensacdo metabodlica devem ser evitadas ao maximo (FRASER; VENDITTI,

2016; SAUDUBRAY; GARCIA-CAZORLA, 2018; SHCHELOCHKOV, 2012).

1.3.2. Diagnostico

A deteccdo da AP no periodo neonatal € realizada por espectrometria de massas
tandem (MS/MS) através da analise do perfil de acilcarnitinas e aminoacidos plasmaticos
em amostras de sangue seco colhidas em papel filtro (teste do pezinho). Usualmente se
encontram aumentados o perfil de propionilcarnitina (C3) e marcadores secundarios
como a razdo de C3/C2 e C3/C13 de acilcarnitinas, bem como a concentracdo plasmatica
de glicina. A avaliacdo do perfil especifico de acidos organicos urinarios da AP (30HPA,
2MCA, propionilglicina e tigliglicina) por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) é um método que auxilia no diagnéstico da AP
(JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; SHCHELOCHKOV, 2012;

VIDAILHET, 2016).



Durante os periodos de descompensacao metabdlica aguda, observa-se ainda elevagao
de lactato sérico, hipoglicemia, hiperamonemia, e altas concentracdes de corpos ceténicos

urinérios e plasmaticos (SHCHELOCHKOV, 2012).

Por fim, a confirmacgdo do diagndstico de AP pode ser realizada pela detec¢do de
mutacdes patogénicas nos genes PCCA ou PCCB, e/ou por prova confirmatéria de
deficiéncia enziméatica da PCC em linfécitos ou cultura de fibroblastos dos pacientes
(JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR et al., 2019; PENA; FRANKS; CHAPMAN;

GROPMAN et al., 2012; SHCHELOCHKOV, 2012).

Enfatiza-se que o diagndstico através da triagem neonatal é essencial para o inicio do
tratamento ainda no periodo pré-sintomatico, o que promove uma melhora significativa

no prognostico dos pacientes.

1.3.3. Tratamento

As estratégias terapéuticas mais utilizadas no manejo destes pacientes consistem em
reduzir a producéo tecidual dos metabolitos potencialmente toxicos, através de dietas com
restricdo proteica e prevencdo de crises catabolicas. Neste particular, o uso de formulas
alimentares especificamente desenvolvidas para estes pacientes, na intencéo de controlar
a ingesta de substratos propiogénicos, como 0s aminoacidos isoleucina, valina, metionina
e treonina, adequadas a cada faixa etaria, permite o gerenciamento das praticas
alimentares que asseguram estabilidade metabolica, adequado crescimento, prevencgéo do
catabolismo proteico, deficiéncia de aminoacidos, e obesidade (FRASER; VENDITTI,
2016; SHCHELOCHKOV, 2012). Ainda, evitar episodios de jejum prolongado, infeces,
febre, traumas, ou qualquer outro evento que predisponha uma aceleragdo do catabolismo

com intensa lipdlise e protedlise muscular, é igualmente importante.
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Além disso, pacientes com AP podem requerer suplementacdo com levocarnitina,
visando prevenir sua deficiéncia secundéria (FRASER; VENDITTI, 2016), bem como
podem ser necessario o tratamento com antibidticos, como metronidazol, para reducéao
das concentracGes de PA entérico. Em casos de recorrente hiperamonemia, benzoato de
sodio ou fenilbutirato de sddio podem ser prescritos (FRASER; VENDITTI, 2016).

Em casos de recorrente descompensacdo metabolica, apesar das intervencdes
terapéuticas, pode ser indicado o transplante hepatico (BARSHES; VANATTA; PATEL;
CARTER et al., 2006; DAVISON; DAVIES; WILSON; SUN et al., 2011; QUINTERO,;
MOLERA; JUAMPEREZ; REDECILLAS et al., 2018). Porém, o custo-beneficio dessa
intervencgd@o deve ser avaliada caso a caso, uma vez que o0s transplantes ndo asseguram
uma estabilizagéo das crises metabdlicas, nem prevencdo da progressao de complicacoes
(BERRY; BLUME; WESSEL; SINGH et al.,, 2020; VARA; TURNER; MUNDY;

HEATON et al., 2011).

1.3.4. Fisiopatologia

Embora as evidéncias cientificas obtidas nos ultimos anos, somadas a recorrente
observacdo do fato dos pacientes apresentarem fenétipo clinico inicial saudavel,
sustentarem a hipdtese de que os metabolitos acumulados na AP prejudicam importantes
funcGes celulares e, dessa forma, contribuam significativamente para a patogénese do
dano tecidual na AP (FRASER; VENDITTI, 2016; LONGO; PRICE; GAPPMAIER;
CANTOR et al., 2017; LUCKE; PEREZ-CERDA; BAUMGARTNER; FOWLER et al.,
2004; MORLAND; FROLAND; PETTERSEN; STORM-MATHISEN et al., 2018;
RAGHUVEER; GARG; GRAF, 2006; SAUDUBRAY; MOCHEL; LAMARI,
GARCIA-CAZORLA, 2019; WONGKITTICHOTE; AH MEW; CHAPMAN, 2017), os
mecanismos bioquimicos pelos quais eles exercem sua toxicidade ainda precisa ser

melhor elucidado.
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Neste contexto, tem-se pesquisado nos Ultimos anos principalmente os efeitos
neurotoxicos in vitro e in vivo dos PA e 2MCA. Evidéncias experimentais demonstraram
que esses acidos organicos prejudicam o metabolismo energético (AMARAL;
CECATTO; CASTILHO; WAJINER, 2016), dos &cidos graxos (THOMAS; FOLEY;
MEPHAM; TICHENOFF et al., 2010) e da aménia (CUDRE-CUNG; ZAVADAKOVA,
DO VALE-PEREIRA; REMACLE et al, 2016; JAFARI; BRAISSANT,;
ZAVADAKOVA; HENRY et al., 2013), induzem estresse oxidativo (FONTELLA;
PULROLNIK; GASSEN; WANNMACHER et al., 2000; MIRZA; SHARMA, 2019;
NGUYEN; MORLAND; GONZALEZ; RISE et al., 2007; PETTENUZZO; SCHUCK;
FONTELLA; WANNMACHER et al.,, 2002; RIGO; PASQUETTI; MALFATTI;
FIGHERA et al., 2006) e excitotoxicidade glutamatérgica (BRUSQUE; ROTTA;
TAVARES; EMANUELLI et al.,, 2001; EL-ANSARY; AL-SALEM; ASMA; AL-
DBASS, 2017), bem como inibem a bomba Na", K*-ATPase (WYSE; BRUSQUE;
SILVA; STRECK et al., 1998). Além disso, alteracdes neuronais e/ou gliais tem sido
descritas, tais como astrogliose, ativacdo microglial, inducéo de apoptose glial, ativacdo
da via da caspase-3 e reducdo dos espinhos dendriticos (CHOI; KIM; MUN, 2020; DE
ALMEIDA; FUNCHAL; GOTTFRIED; WAJNER et al., 2006; JAFARI; BRAISSANT,;
ZAVADAKOVA; HENRY et al, 2013; LOBZHANIDZE; JAPARIDZE;
LORDKIPANIDZE; RZAYEV et al., 2020; MACFABE; CAIN; BOON; OSSENKOPP

etal., 2011).

Em tecidos periféricos, como o hepatico, foi identificado que o propionil-CoA, PA e
2MCA prejudicam o metabolismo energético por inibirem a atividade de importantes
enzimas, como a a-cetoglutarato desidrogenase (KGDH) (SCHWAB; SAUER; OKUN;
NIJTMANS et al., 2006), piruvato desidrogenase (PDH) (GREGERSEN, 1981; PATEL,;

DEBUYSERE; OLSON, 1983; SCHWAB; SAUER; OKUN; NIJTMANS et al., 2006),
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succinil-CoA-sintetase (STUMPF; MCAFEE; PARKS; EGUREN, 1980), citrato sintase,
isocitrato desidrogenase (IDH) e aconitase (ACO) (CHEEMA-DHADLI; LEZNOFF;
HALPERIN, 1975). Ja no tecido cardiaco, o acimulo de PA, propionilcarnitina e 2MCA,
perturbam o funcionamento do canal de potéssio do tipo KCNH2, provocando
prolongamento da onda QT devido a um retardado na repolarizacdo, fendémeno
semelhante ao observado nos pacientes (BODI; GRUNERT; BECKER; STOELZLE-
FEIX et al., 2016). O propionil-CoA também inibe enzimas envolvidas no metabolismo
da amonia, como a carbamoil-fosfato sintetase 1 (MARTIN-REQUERO; CORKEY;
CERDAN; WALAJTYS-RODE et al., 1983) e N-acetilglutamato sintase (COUDE;

SWEETMAN; NYHAN, 1979).

No que diz respeito ao MA, estudos anteriores tem demonstrado a toxicidade renal
desse composto, sendo inclusive utilizado como modelo para inducdo de tubulopatia
proximal renal aguda semelhante a sindrome de DeToni-Debré-Fanconi, ou comumente
denominada Sindrome de Fanconi (SF), em animais (BREWER; SENEKJIAN; INCE;
WEINMAN, 1983; BRIONES-HERRERA; RAMIREZ-CAMACHO; ZAZUETA,
TAPIA et al., 2020; MAESAKA; MCCAFFERY, 1980; UWAI; NABEKURA, 2021).
Esta sindrome caracteriza-se por acentuada excrecao urinaria de aminoacidos, glicose,
fosfato, bicarbonato, e eletrolitos como sodio e potassio. A causa mais comum da SF em
criancas sdo EIM, enquanto em adultos a SF se desenvolve devido a presenca de toxinas
enddgenas ou exogenas (FOREMAN, 2019). No entanto, os fatores que precipitam a SF

nessas situacdes ainda sdo desconhecidos.

Com relacdo aos mecanismos envolvidos na toxicidade renal exercida pelo MA,
estudos em modelos animais demonstraram que esse acido organico é capaz de inibir a
atividade da bomba Na', K*- ATPase (EIAM-ONG; SPOHN; KURTZMAN;

SABATINI, 1995; MUJAIS, 1993), comprometer a bioenergética mitocondrial
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(ANGIELSKI; ROGULSKI, 1962; BRIONES-HERRERA; RAMIREZ-CAMACHO;
ZAZUETA; TAPIA et al., 2020; SCHARER; YOSHIDA; VOYER; BERLOW et al.,
1972), o potencial de membrana (BRIONES-HERRERA; RAMIREZ-CAMACHO;
ZAZUETA; TAPIA et al., 2020), o metabolismo de acidos graxos (ZAGER; JOHNSON;
NAITO; BOMSZTYK, 2008), a funcdo do reticulo endoplasméatico (MCLEESE;
THIERY; BERGERON, 1996) e a homeostase do Ca?* nos tibulos proximais (TUNCEL;
RUPPERT; WANG; OKUN et al., 2015; ZAGER; JOHNSON; NAITO; BOMSZTYK,

2008).

Além disso, alteracdes na funcdo mitocondrial (GALLEGO-VILLAR; RIVERA-
BARAHONA; CUEVAS-MARTIN; GUENZEL et al., 2016) e no estado redox
(GALLEGO-VILLAR; RIVERA-BARAHONA; CUEVAS-MARTIN; GUENZEL et
al., 2016; RIVERA-BARAHONA; ALONSO-BARROSO; PEREZ; MURPHY et al.,
2017) em diferentes tecidos, bem como uma perturbacdo da homeostase intracelular do
Ca?* em coragdo (TAMAYO; FULGENCIO-COVIAN; NAVARRO-GARCIA; VAL-
BLASCO et al., 2020), foram observadas no modelo genético da AP desenvolvido por
Guenzel e colaboradores em camundongos (GUENZEL; HOFHERR; HILLESTAD;
BARRY et al., 2013). Ressalta-se ainda que alteracdes mitocondriais também ja foram
descritas em tecidos de pacientes com a AP (BARUTEAU; HARGREAVES;
KRYWAWYCH; CHALASANI et al., 2014; DE KEYZER; VALAYANNOPOULOS;

BENOIST; BATTEUX et al., 2009; MARDACH; VERITY; CEDERBAUM, 2005).

No entanto, apesar da intensa investigacao, os mecanismos envolvidos na patogénese
do dano tecidual na AP ainda permanecem sob intenso debate. Salienta-se que as
pesquisas tém visado majoritariamente o entendimento da sintomatologia neurolégica
caracteristica dos pacientes, sendo gque ainda sao insuficientes os trabalhos cientificos que

buscam a compreensao das lesbes em tecidos periféricos que podem também acometer 0s
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pacientes, como o cardiaco e o renal, especialmente o efeito dos metabolitos acumulados
na AP sobre esses tecidos.

1.4.  MITOCONDRIA, CICLO DO ACIDO CITRICO, FOSFORILAGAO

OXIDATIVA E HOMEOSTASE MITOCONDRIAL DO Ca?*

As mitocondrias sdo organelas extremamente dindmicas e as principais responsaveis
pelo metabolismo energético celular. Além deste papel imprescindivel, estdo envolvidas
em varios processos celulares, incluindo inflamagdo, homeostase redox e do célcio, e
morte celular (BOCK; TAIT, 2020; FAAS; DE VOS, 2020; JAVADOV; KOZLOV;
CAMARA, 2020; NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012; ONISHI; YAMANO; SATO;
MATSUDA et al., 2021; POPOV, 2020).

E na mitocondria que esta localizado o CAC, rota metabdlica considerada o epicentro
do metabolismo celular (NELSON, 2017). A oxidacdo de acidos graxos, carboidratos,
aminoacidos e do piruvato convergem para a formacéo de acetil-CoA majoritariamente,
mas também podem originar outros intermediarios do CAC. O acetil-CoA ao combinar-
se com uma molécula de oxaloacetato, leva a formacéo de citrato, dando inicio ao CAC.
Ap0s 8 reacdes enzimaticas em cadeia, o ciclo se encerra com a producdo de GTP, NADH
e FADH,, além da reciclagem do oxaloacetato, podendo combinar-se com outra molécula
de acetil-CoA para iniciar um novo ciclo, como ilustrado na Figura 3 (NELSON, 2017).

As coenzimas reduzidas NADH e FADH: produzidas pelo CAC alimentam a cadeia
transportadora de elétrons (CTE), formada por um conjunto de proteinas (complexos
enzimaticos I, II, I1I, IV e V, bem como o citocromo c) e uma coenzima lipossoluvel
ancorada na membrana mitocondrial interna (NELSON, 2017) (Figura 3). NADH e
FADH> fornecem elétrons para os complexos | e Il, respectivamente, sendo estas as vias
convencionais de entrada de elétrons. O fluxo de elétrons através dos complexos da CTE

¢ acompanhado pelo bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco
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intermembrana, através dos complexos I, 11l e IV, gerando um gradiente eletroquimico
devido ao acumulo de prétons no espaco intermembrana, utilizado pelo complexo V
(ATP sintase) para a sintese de ATP. O O se faz essencial nesse processo como aceptor
final dos elétrons provenientes do complexo 1V, sendo reduzido a H20. Dessa forma, a
oxidacdo de substratos energéticos esta acoplada ao processo da fosforilagdo oxidativa
(OXPHOS) do ADP a ATP (NICHOLLS; FERGUSON, 2013) (Figura 3).

Figura 3. Esquema do ciclo do &cido citrico (CAC) e fosforilacdo oxidativa (OXPHQS)
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Fonte: A autora. Criado com BioRender.com.

A respiracdo mitocondrial pode ser estimada através da medida do consumo de O,
sendo um excelente sensor da oxidacdo de substratos pelo CAC e da atividade da CTE,
uma vez que os processos de transferéncia de elétrons, bombeamento de protons,
formacdo do gradiente eletroquimico e sintese de ATP estdo interligados ao consumo de

O2 (NICHOLLS; FERGUSON, 2013)
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Experimentalmente, pode-se dividir a respiracdo mitocondrial em 5 estados (Figura
4), sendo os estados 3 e 4 comumente utilizados para avaliacdo da bioenergética
mitocondrial. O estado 3 representa o consumo de O, quando as mitocondrias sao
expostas a ADP exdgeno (estado fosforilante), em um meio contendo substrato oxidavel
capaz de estimular o fornecimento de elétrons para a CTE. Ja o estado 4, geralmente
estimulado por oligomicina (inibidor da ATP sintase), reflete o consumo de O necessario
para a formagdo e manutencdo do gradiente eletroquimico (estado ndo-fosforilante).
Ainda, é possivel utilizar compostos desacopladores da OXPHOS, que estimulam a
atividade da CTE e o consumo de Oz sem producdo de ATP (estado desacoplado),
induzindo a maxima capacidade respiratoria da mitocéndria (GNAIGER, 2020;
NICHOLLS; FERGUSON, 2013).

Figura 4. Estados da respiracdo mitocondrial
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As mitocdndrias sdo inicialmente adicionadas a uma cuba contendo um eletrodo de oxigénio (estado 1).
Apos, adiciona-se substrato respiratdrio que causa um leve aumento na respiracdo pois o0 O, é consumido
apenas para manutencdo do gradiente de H* (estado 2). Posteriormente, adiciona-se ADP ao meio de
incubacdo que contém fosfato inorgénico, proporcionando substratos para a sintese de ATP pela ATP
sintase acoplada a reentrada de prétons e, dessa forma, promovendo um aumento significativo do consumo
de O (estado 3). Quando o ADP adicionado é depletado, a respiracdo novamente é reduzida (estado 4), até
que finalmente o O, presente na cuba é completamente consumido, levando & anoxia (estado 5). A linha
tracejada representa o potencial de membrana mitocondrial (Ap) em fun¢do do consumo de O, em cada
estado respiratério, representado em mV.

Fonte: Adaptado (NICHOLLS; FERGUSON, 2013), criado com BioRender.com.
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Somado a isso, ainda € possivel avaliar diferentes aspectos da fisiologia mitocondrial,
tais como o potencial de membrana (A%m), inchamento, capacidade de retencdo de Ca2*
e o contetdo de NAD(P)H mitocondrial, dentre outros pardmetros (MACIEL;
KOWALTOWSKI; SCHWALM; RODRIGUES et al., 2004; SAITO; CASTILHO,
2010).

A capacidade de retencdo de Ca?" pela mitocondria é crucial para manutencdo da
homeostase celular deste ion, responsavel por sinalizar e controlar uma série de eventos
intracelulares. Essa organela quando integra e funcional é capaz de captar o Ca®* presente
no citosol em excesso e liberd-lo de seus estoques quando necessario para a fungéo
celular. Contribuindo assim, para a manutencdo da concentracao intracelular desse cation
em condigdes oOtimas para o funcionamento celular (FIGUEIRA; BARROS;
CAMARGO; CASTILHO et al., 2013). O transito de Ca** mitocondrial tem sua captacio
através de um sistema uniporte (MCU) (BAUGHMAN; PEROCCHI; GIRGIS;
PLOVANICH et al., 2011; DE STEFANI; RAFFAELLO; TEARDO; SZABO et al.,
2011; PAN; LIU; NGUYEN; LIU et al., 2013; PENDIN; GREOTTI; POZZAN, 2014),
enquanto a liberacdo desse fon da matriz é realizada pelos trocadores Na*/Ca?* (MNCX)
e H*/Ca?* (mMHCX) (BAUGHMAN; PEROCCHI; GIRGIS; PLOVANICH et al., 2011;
PAN; LIU; NGUYEN; LIU et al., 2013; RIZZUTO; DE STEFANI; RAFFAELLO;
MAMMUCARI, 2012), conforme demonstrado da Figura 5.

Quando em condicGes de sobrecarga citosdlica de Ca?*, que pode ser prejudicial ao
funcionamento celular, a capacidade da mitocondria de captar e reter este ion contribui
para a manutencdo da concentragéo citosolica de Ca?* na faixa de 0,1 uM (RIZZUTO;
DE STEFANI; RAFFAELLO; MAMMUCARI, 2012; VERCESI; CASTILHO;
KOWALTOWSKI; DE OLIVEIRA et al., 2018). Por outro lado, a captacdo excessiva de

Ca2* além da capacidade de retengdo mitocondrial, pode levar a uma condigdo conhecida
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como transigdo de permeabilidade mitocondrial, resultado da abertura de um poro néo
seletivo na membrana mitocondrial interna (ADAM-VIZI; TRETTER, 2013,
STARKOV, 2010). O poro de transicdo de permeabilidade (PTP) mitocondrial é
caracterizado por ser dependente de Ca?*, ter um tamanho estimado de 14 A, e por ser
nao seletivo a ions e solutos com massa molecular < 1500 Da (Figura 5).

Figura 5. Modelo padrdo da homeostase mitocondrial de Ca?*

Citosol
Armazenamento nho RE

ca2+
citosolico

/’ \ Precipitados de Ca?*
CA?/

As mitocondrias acumulam Ca?* citosdlico 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
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* (T), que também estdo localizados na
membrana mitocondrial interna. O processo de captacdo de Ca?* é direcionado pelo potencial de membrana
mitocondrial (A¥m), enquanto o processo de liberagdo de Ca?* é direcionado pelo gradiente de pH (ApH),
no caso do trocador Ca?*/2H* (T). Elevadas concentragdes de Ca?* intramitocondrial estimulam a atividade
de enzimas ligadas a producio de energia mitocondrial. No entanto, quando o actimulo de Ca?* ultrapassa

Matrix mitocondrial
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um certo limiar, desencadeia-se a abertura do PTP ativado pela proteina localizada na matriz ciclofilina D
(Cyp D). Legenda: RE: Reticulo endoplasmatico; PTP: Poro de transi¢éo de permeabilidade mitocondrial;
CypD: Ciclofilina D; U: Transportador uniporte de Ca%*; A¥: Potencial de membrana mitocondrial; T:
Trocador Ca®*/2H*; ApH : Gradiente de pH; CR: cadeia respiratoria;, CAC: Ciclo do dcido citrico.
Adaptado de (STARKOQV, 2010), criado com BioRender.com.

Embora o PTP mitocondrial seja formado por proteinas com identidades ainda nédo
totalmente elucidadas (FIGUEIRA; BARROS; CAMARGO; CASTILHO et al., 2013;
KWONG; MOLKENTIN, 2015; NEGINSKAYA; PAVLOV; SHEU, 2021; RIZZUTO;
DE STEFANI; RAFFAELLO; MAMMUCARI, 2012), a funcdo de algumas proteinas
tem sido descrita. Destaca-se o papel da ciclofilina D (Cyp D), uma chaperona
mitocondrial, que é considerado componente chave para a abertura do PTP (BERNARDI,
2013; TANVEER; VIRIJI; ANDREEVA; TOTTY et al., 1996) e é alvo do reconhecido
inibidor da abertura do PTP, ciclosporina A (CsA) (NEGINSKAYA; PAVLOV; SHEU,
2021). Além disso, o transportador de nucleotideos de adenina (ANT) tem sido
relacionado como um modulador da abertura do PTP (BAINES; KAISER; PURCELL,;
BLAIR et al., 2005; BAUER; MURPHY, 2020; KWONG; MOLKENTIN, 2015). O
canal de anions dependente de voltagem (VDAC) ja foi proposto como constituinte do
PTP (HALESTRAP, 2009), embora tem sido mostrado que essa proteina nao € requerida
para a abertura desse poro (BAINES; KAISER; SHEIKO; CRAIGEN et al., 2007;
BAUER; MURPHY, 2020; KWONG; MOLKENTIN, 2015; NEGINSKAYA,
PAVLOV; SHEU, 2021). Ainda, estudos recentes implicam a F1-FO-ATP sintase na
formacdo do PTP, embora ainda esteja em debate (CARRARO; CARRER; URBANI;
BERNARDI, 2020; KWONG; MOLKENTIN, 2015; NEGINSKAYA; PAVLOV;,
SHEU, 2021).

A permanente abertura do PTP resulta em inchamento mitocondrial com consequente
liberacdo de Ca?* e fatores apoptogénicos intramitocondriais, como o citocromo ¢ para o
citosol (LIU; KIM; YANG; JEMMERSON et al., 1996), além de despolarizacdo

mitocondrial, perda de metabdlitos (Ca**, Mg?*, GSH, NADH e NADPH),
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comprometimento da sintese de ATP e morte celular (apoptose e necrose) (ADAM-VIZI;
TRETTER, 2013; NICHOLLS; FERGUSON, 2013; RIZZUTO; DE STEFANI;
RAFFAELLO; MAMMUCARI, 2012; ROTH; GOLDMANN; SEGAL, 1978). Muitos
trabalhos in vitro e in vivo tem associado a indugéo do PTP com disfungdo mitocondrial
na presenca de Ca®*, demonstrando alteraco nos pardmetros da homeostase bioenergética
mitocondrial (MACIEL; KOWALTOWSKI; SCHWALM; RODRIGUES et al., 2004;
MIRANDOLA; MELO; SAITO; CASTILHO, 2010). Destaca-se também que o ataque
oxidativo por espécies reativas de oxigénio é descrito como um importante mecanismo
potencializador da abertura do PTP (ADAM-VIZI; STARKOV, 2010;
KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001). Neste contexto, altas concentracfes
de NADH previnem a abertura do PTP, por promover a reducdo do NADP™ catalisada
pela transidrogenase mitocondrial e consequentemente melhorando da capacidade redox
da mitocondria (LEHNINGER; VERCESI; BABABUNMI, 1978; TANVEER; VIRIJI;

ANDREEVA,; TOTTY etal., 1996; ZAGO; CASTILHO; VERCESI, 2000).

1.5.  METABOLISMO ENERGETICO CARDIACO E RENAL

O pleno desempenho da funcéo cardiaca é altamente dependente de adequado suporte
energético. O coracdo humano é capaz de produzir e consumir uma media diaria de 6kg
de ATP (AZEVEDO; MINICUCCI; SANTOS; PAIVA et al., 2013; NAGOSHI,
YOSHIMURA; ROSANO; LOPASCHUK et al., 2011; RITTERHOFF; TIAN, 2017;
STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005). Quase a totalidade do ATP formado no
coracdo (95 %) provém da OXPHOS realizada pela mitocdndria. Em condicdes
fisiolégicas de repouso, 60 a 90 % do acetil-CoA utilizado no CAC, para posterior
suplementacdo da OXPHQOS, provém da B-oxidagdo de acidos graxos, e 10 a 40 % tem
origem na oxidacdo do piruvato predominantemente pela glicélise aerébica (AZEVEDO;

MINICUCCI; SANTOS; PAIVA et al., 2013; NAGOSHI; YOSHIMURA; ROSANO;
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LOPASCHUK et al.,, 2011; RITTERHOFF; TIAN, 2017; STANLEY; RECCHIA,
LOPASCHUK, 2005). Em condig0es de jejum, a oxidacdo de corpos cetbnicos torna-se
um importante substrato energético para o coracdo (LOPASCHUK; KARWI; HO;
PHERWANI et al., 2020). O sistema cardiaco conta ainda com o refor¢o energético das
atividades da creatina cinase (CK) e oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) para seu

apropriado funcionamento (AZEVEDO; MINICUCCI; SANTOS; PAIVA et al., 2013).

A contracdo cardiaca que prové suprimento de oxigénio e nutrientes a todos 0s 6rgaos
do organismo consome dentre 60 a 70 % de todo ATP metabolizado pelo coragéo. Os 30
a 40 % de ATP restante sdo utilizados pela Ca?*-ATPase no reticulo sarcoplasmatico e
demais bombas idnicas (STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005). Neste contexto,
destaca-se a importancia da manutencdo da homeostase celular do Ca?* para a fisiologia

cardiaca (DRAGO; DE STEFANI; RI1ZZUTO; POZZAN, 2012).

Outro tecido com alta demanda energética é o tecido renal. Cerca de 80 % do ATP ¢
utilizado para manter a bomba Na*, K- ATPase, fundamental para o processo de
reabsorcdo de Na* e nutrientes, principalmente pelo tGbulo proximal que representa a
porcdo metabolicamente mais eficiente do néfron (MARTENSSON, 2019; PORTILLA,
2003). De forma similar ao tecido cardiaco, 95 % da energia na forma de ATP renal é
produzida pela OXPHOS. Diversos substratos energéticos sdo utilizados pela
mitocéndria, incluindo &cidos graxos, aminoacidos, corpos cetdnicos e glicose

(MARTENSSON, 2019).

Nos Ultimos anos, alteragBes na homeostase energética e do Ca?" vem sendo
relacionadas com o desenvolvimento e/ou progressdo de diversas patologias que afetam
0 coracdo e rins. No tecido cardiaco, pode-se destacar a faléncia (AZEVEDO;
MINICUCCI; SANTOS; PAIVA et al, 2013; LOPASCHUK; KARWI; HO;

PHERWANI et al., 2020; NAGOSHI; YOSHIMURA,; ROSANO; LOPASCHUK et al.,
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2011; STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005), remodelamento (AZEVEDO;
MINICUCCI; SANTOS; PAIVA et al., 2013), e a hipertrofia cardiaca (AZEVEDO,;
MINICUCCI; SANTOS; PAIVA et al., 2013; RITTERHOFF; TIAN, 2017), bem como
ja foi demonstrado anteriormente o envolvimento da abertura do PTP no dano cardiaco
mediado pela reperfusdo (MURPHY; STEENBERGEN, 2008). No que diz respeito ao
tecido renal, a lesdo renal aguda (MARTENSSON, 2019; RABELINK; CARMELIET,
2018) e doenca renal policistica (PADOVANO; PODRINI; BOLETTA; CAPLAN, 2018)

também ja foram associadas a alteragdes na homeostase energética e do Ca?*.
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2.

OBJETIVO GERAL

Considerando que a patogénese da cardiomiopatia e doenca renal cronica observadas

em pacientes com AP ainda ndo esta completamente esclarecida, a presente tese teve

como objetivo investigar os efeitos in vitro do PA, 30HPA, 2MCA e MA sobre a

bioenergética e homeostase do Ca?* mitocondrial, em coragéo e rins de ratos jovens, bem

como em cultura de linhagem celular renal (HEK-293) e cardiaca (H9c2).

2.1.

b)

d)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos in vitro do PA, 30HPA, 2MCA e MA (0,05 — 5 mM) sobre
parametros respiratorios (estado 3, estado 4 e estado desacoplado) em preparagdes
mitocondriais e homogeneizado de coracdo e rins de ratos Wistar jovens, bem

como em cultura de linhagem celular renal (HEK-293) e cardiaca (H9c2).

Avaliar os efeitos in vitro do PA, 30HPA e MA (0,05 — 5 mM) sobre a atividade
de enzimas do CAC e complexos da cadeia respiratoria mitocondrial e producao

de ATP em preparagdes mitocondriais de coracéo e rins de ratos Wistar jovens.

Avaliar os efeitos in vitro do PA e MA (1 —5 mM) sobre o potencial de membrana
(A¥m), contetdo dos equivalentes reduzidos NADH e NADPH, capacidade de
retencdo de Ca?* e inchamento, na presenca ou auséncia de Ca®* exdgeno, em

preparacdes mitocondriais de coracdo e rins de ratos Wistar jovens.

Avaliar os efeitos in vitro do PA e MA (2,5 e 5 mM) sobre a viabilidade em cultura

de linhagem celular renal (HEK-293).
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3. DISCUSSAO

A AP é uma doenca genética autossdémica recessiva caracterizada bioquimicamente
pelo acimulo de PA nos tecidos e liquidos biolégicos, bem como pela presenca dos acidos
organicos 30HPA e 2MCA (ANDO; RASMUSSEN; NYHAN; HULL, 1972; ANDO;
RASMUSSEN; WRIGHT; NYHAN, 1972; FENTON.; GRAVEL.; ROSENBLATT,
2001). O MA também ja foi descrito na urina dos pacientes afetados (BERGSTROM;
GRETER; LEVIN; STEEN et al., 1981). Os pacientes com AP podem desenvolver sérias
complicagdes de satde no decorrer da vida, incluindo a cardiomiopatia (FULGENCIO-
COVIAN; ALONSO-BARROSO; GUENZEL; RIVERA-BARAHONA et al., 2020;
TAMAYO; FULGENCIO-COVIAN; NAVARRO-GARCIA; VAL-BLASCO et al.,
2020; TAN; BAJAJ; MOREL,; SINGH, 2018) e a doencga renal crénica (BERNHEIM;
DESCHENES; SCHIFF; CUSSENOT et al., 2017; KASAPKARA; AKAR; YURUK
YILDIRIM; TUZUN et al., 2014; SHCHELOCHKOQV, 2012), que geralmente pioram o
prognostico dos pacientes e cujos mecanismos patogénicos ainda estdo sob debate. Neste
contexto, acredita-se que a toxicidade dos metabolitos acumulados na AP contribui
significativamente para o dano tecidual caracteristico dessa doenca, principalmente para
0 dano cerebral ja demonstrado por um nimero elevado de trabalhos (HAIJES; JANS;
VAN DER HAM; VAN HASSELT et al., 2020; JURECKI; UEDA; FRAZIER; ROHR
et al., 2019; SHCHELOCHKOQV, 2012; WAJNER, 2019). No entanto, poucos trabalhos
tém investigado os mecanismos de toxicidade dos metabdlitos acumulados na AP sobre
outros tecidos, sendo assim, mais estudos se fazem necessarios para melhor entender a
contribuicdo desses compostos para as alteracdes cardiacas e renais manifestadas pelos
pacientes. Cabe ressaltar que os protocolos terapéuticos muitas vezes nao sdo efetivos na
prevencdo e progressdo dessas manifestacdes clinicas, tornando a investigacdo dos
mecanismos patogénicos responsaveis por essas alteracdes de extrema importancia para

0 desenvolvimento de novas terapias.
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Neste sentido, a disfuncdo mitocondrial pode contribuir na progressao das alteragdes
cardiacas e renais na AP, uma vez que esses tecidos possuem alta densidade mitocondrial
e demanda energética, bem como esse mecanismo patolégico ja foi relacionado a doengas
cardiacas e renais (MARTENSSON, 2019; PIQUEREAU; CAFFIN; NOVOTOVA;
LEMAIRE et al., 2013). Essa hip6tese é ainda apoiada pelo fato de que anormalidades
mitocondriais ja foram descritas em tecidos de pacientes com AP, como reducdo dos
niveis de coenzima Q10 (BARUTEAU; HARGREAVES; KRYWAWYCH;
CHALASANI et al., 2014) e carnitina livre (MARDACH; VERITY; CEDERBAUM,
2005) em coracdo, reducdo nas atividades dos complexos I, 11l e IV em bidpsias de
musculo, figado e coracdo (DE KEYZER; VALAYANNOPOULQOS; BENOIST;
BATTEUX et al., 2009; MARDACH; VERITY; CEDERBAUM, 2005). Ressalta-se
ainda que foi observada uma reducdo na atividade do complexo | em coragdo no modelo
genetico da AP em camundongos (GALLEGO-VILLAR; RIVERA-BARAHONA;
CUEVAS-MARTIN; GUENZEL et al., 2016). Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos in vitro dos principais acidos organicos acumulados na AP, a
saber o PA, 30HPA, 2MCA e MA, sobre a homeostase bioenergética e do Ca?*
mitocondrial em coracéo e rim de ratos Wistar jovens, bem como em cultura de linhagens
celulares dos mesmos tecidos (H9c2 e HEK-293).

O primeiro passo na investigacao da toxicidade dos acidos organicos acumulados na
AP sobre mitocdndrias cardiacas e renais de ratos Wistar machos de 30 dias de vida foi a
avaliacdo da respirometria de alta resolucdo através de Oroboros Oxygraph-2k. Os
resultados demonstraram uma potente inibi¢do da respiracdo mitocondrial causada pelo
MA nos estados 3 (estimulado por ATP), 4 (estimulado por oligomicina) e desacoplado
(estimulado por CCCP) da respiracdo mitocondrial, indicando um forte efeito de inibicdo

metabolica. As alteracdes causadas pelo MA sobre a respiracdo mitocondrial se refletem
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num prejuizo energético mitocondrial, uma vez que o MA provocou uma significativa
reducdo na RCR e na producgdo de ATP. Os efeitos mais severos provocados por este
acido organico foram observados nas condi¢Ges experimentais onde as mitocondrias
foram suplementadas com substratos oxidaveis ligados ao NADH (glutamato mais
malato, piruvato mais malato, glutamato, ou a-cetoglutarato), em comparacéo ao FADH>
(succinato) onde se observou efeitos mais brandos. No que diz respeito aos efeitos
provocados pelo PA, 30HPA e 2MCA sobre a respiracdo mitocondrial, pode-se verificar
que o PA e 30HPA inibiram de forma mais moderada os estados 3 e desacoplado quando
comparados ao MA. Por outro lado, 0 2MCA n&o provocou alteragcdes nos parametros
avaliados.

A inibicdo da respiragdo mitocondrial provocada pelo MA em preparacGes
enriquecidas em mitocondrias de rins e coracdo foi também observada em abordagens
que visam reproduzir de maneira mais fisiologica o ambiente citosélico com a arquitetura
celular preservada, como em homogeneizado desses tecidos e em cultura celular de
cardiomioblastos (H9c2) e células renais (HEK-293) permeabilizadas com digitonina
(GNAIGER, 2020). Em ambos os modelos foi utilizado o protocolo SUIT que permite
testar de forma sequencial diferentes substratos ligados ao NADH e ao FADH; e 0s varios
estados respiratorios. Pode-se verificar uma severa reducdo do estado 3 e desacoplado
quando utilizados substratos ligados ao NADH, reforcando a hipotese de que o0 MA se
comporte como um potente inibidor metabdlico, com elevado potencial mitotdxico.

Os resultados apresentados pelo MA estdo de acordo com estudos recentes que
demonstraram comprometimento da respiracdo mitocondrial renal causada pela
administracdo intraperitoneal de MA (BRIONES-HERRERA; RAMIREZ-CAMACHO;
ZAZUETA; TAPIA et al., 2020; LIN; LIANG, 2020), bem como em cultura celular renal

tratada com esse acido organico (LIN; LIANG, 2020). No que diz respeito aos presentes
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resultados referentes aos efeitos do MA sobre o tecido cardiaco, o presente trabalho
descreveu pela primeira vez na literatura tais achados.

Na intencdo de melhor compreender os mecanismos pelos quais 0 MA exerce sua
acdo de inibicdo metabdlica, avaliou-se posteriormente o efeito desse acido organico
sobre a atividade dos complexos | e Il da CTE, bem como das enzimas do CAC CS,
malato desidrogenase (MDH) e KGDH, além da glutamato desidrogenase (GDH), que
estdo envolvidas na oxidacdo dos substratos respiratorios na qual observou-se
comprometimento da respiracdo mitocondrial (piruvato, malato, o-cetoglutarato e
glutamato) (NELSON, 2017). N&o foram identificadas alteragcbes na atividade dos
complexos | e Il da CTE e das enzimas CS e MDH. Por outro lado, a atividade das
enzimas KGDH e GDH foi fortemente inibida pelo MA, de maneira dose-dependente em
ambos os tecidos avaliados. O estudo da cinética da inibicdo enzimatica realizado em
KGDH e GDH purificadas permitiram determinar que o perfil inibitério do MA sobre
essas enzimas € competitivo. Portanto, esses resultados indicam que uma inibicdo da
KGDH e GDH pelo MA possivelmente contribui para a forte reducdo da respiracéo
mitocondrial causada por esse composto em mitocondrias utilizando substratos
precursores de NADH.

No caso dos efeitos mais brandos do MA sobre a respiracdo mitocondrial utilizando
succinato, pode-se ter contribuicdo da competicdo do MA com o succinato pelo carreador
de dicarboxilatos, proteina responsavel pelo transporte do succinato para a matriz
mitocondrial (GNAIGER, 2020). Isso se deve ao fato de que os resultados demonstraram
que a inibicdo do estado 3 pelo MA foi atenuada quando as mitocéndrias foram
permeabilizadas com alameticina, que forma poros na membrana mitocondrial e,

portanto, permite o livre acesso do succinato ao interior da mitocéndria, sem
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comprometer sua oxidacdo pela enzima succinato desidrogenase (SDH) (GNAIGER,
2020).

Estudos prévios demonstraram ainda a capacidade do MA em sequestrar CoA
(PACANIS; STRZELECKI; ROGULSKI, 1981), um cofator essencial para a atividade
da KGDH e PDH (NELSON, 2017). Neste particular, observamos que os efeitos
inibitorios induzidos pelo MA sobre o estado 3 da respiracdo mitocondrial em
mitocOndrias de coragdo energizadas com a-cetoglutarato e piruvato mais malato foram
atenuados quando o meio foi suplementado com CoA (100 uM) exdgena, sugerindo o
envolvimento do sequestro de CoA nos efeitos provocados pelo MA sobre a respiracéo
mitocondrial.

A oxidacdo dos substratos energéticos no CAC leva a formacdo das coenzimas
reduzidas doadoras de elétrons para o CTE, sendo crucial para o processo de fosforilagdo
oxidativa do ADP em ATP. O NADH e o FADH; estimulam o transporte de elétrons via
os complexos I e |1, respectivamente, pela CTE, até a transferéncia destes elétrons para o
O2 no complexo 1V, resultando na formag&o de H.O. O transporte de elétrons ocorre em
concomitancia com o bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas, através dos complexos I, I11 e 1V, levando a formacédo de um gradiente
eletroquimico utilizado como energia para a sintese de ATP catalisada pelo complexo V
(ATP sintase) (NELSON, 2017). Cabe também destacar que o potencial de membrana
mitocondrial (AWm) resultante do gradiente de prétons, além de direcionar a sintese de
ATP, tem papel importante na captacéo de Ca?* mitocondrial e outros trocadores de fons,
bem como a importacdo de proteinas (OSELLAME; BLACKER; DUCHEN, 2012).

Para melhor investigar os efeitos do MA e PA, metabdlitos que apresentaram 0s
efeitos mais significativos sobre a homeostase bioenergética mitocondrial, sobre a

fisiologia mitocondrial, avaliou-se 0 A¥m, conteddo de NAD(P)H, inchamento e
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capacidade de retencdo de Ca®*, em mitocondrias de coracéo e rim utilizando substratos
precursores de NADH (glutamato, glutamato mais malato, piruvato mais malato, ¢ a-
cetoglutarato) e suplementadas com Ca?* exdgeno.

Foi possivel identificar que a presenca do MA induziu uma acentuada dissipacdo do
AWm, antes da adi¢do de Ca?*, cujos efeitos foram mais exacerbados quando utilizados
0s substratos energéticos glutamato ou a-cetoglutarato. Isso provavelmente seja devido a
forte inibicdo metabodlica exercida pelo MA associada a inibicdo da GDH e KGDH,
causando um prejuizo na transferéncia de elétrons pela CTE e, por consequéncia, da
formagdo do A¥m. Esse efeito causado pelo MA foi exacerbado pela adigdo de Ca?* ao
meio de incubagdo, bem como o PA também foi capaz de diminuir o AYm na presenga
desse ion, embora de forma menos intensa. Destaca-se que os efeitos ocorridos na
presenca de Ca?* foram totalmente prevenidos por CsA e ADP, cléssicos inibidores da
abertura do PTP na membrana mitocondrial interna por inativar a Cyp D (BASSO;
FANTE; FOWLKES; PETRONILLI et al., 2005; TANVEER; VIRJI; ANDREEVA;
TOTTY et al., 1996) e ligar-se a0 ANT (RASOLA; BERNARDI, 2011; VERCESI,
1987), respectivamente, indicando que o MA e o PA atuam como indutores do PTP
dependente de Ca®*.

O PTP constitui um canal na membrana mitocondrial interna n&o seletivo a ions e
moléculas com tamanho <1500 Da, sendo que sua permanente abertura promove
inchamento mitocondrial e um extravasamento de componentes da matriz mitocondrial,
incluindo o Ca?*, Mg?*, glutationa, NADH e NADPH, bem como a liberagio de fatores
pro-apoptoticos, comprometendo severamente a funcdo mitocondrial e sobrevivéncia
celular (ADAM-VIZI; TRETTER, 2013; NICHOLLS; FERGUSON, 2013; RIZZUTO;
DE STEFANI; RAFFAELLO; MAMMUCARI, 2012; ROTH; GOLDMANN; SEGAL,

1978). Neste particular, foi observado que o MA, além do PA em menor grau, foram
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capazes de induzir inchamento em preparacbes mitocondriais de rins e coragao
suplementadas com Ca?*, cujos efeitos foram totalmente prevenidos por CsA e ADP,
corroborando com a hipétese de inducdo de PTP por esses acidos organicos.

O contetudo de NAD(P)H em mitocdndrias de coracéo e rins também foi severamente
diminuido na presenca do MA, possivelmente associado & inibicdo metabdlica
demonstrada por esse composto, comprometendo assim a formacdo dos equivalentes
reduzidos. Esse feito foi novamente exacerbado pela presenca de Ca?*, sendo mais um
fator indicativo de abertura do PTP. Interessante notar que a forte diminuicéo do contetdo
de NAD(P)H pelo MA ocorrida antes da adigdo de Ca®* pode representar um mecanismo
para a abertura do PTP dependente de Ca?*, uma vez que é bem descrito na literatura que
o favorecimento do estado redox oxidado dos nucleotideos de piridina desempenha
importante papel nesse processo (FAN; YUAN; WU; LIU et al., 2018; VERCESI, 1987).
Somando-se a isto, a inducdo do PTP pode também estar relacionada ao efeito de inibigdo
metabolica gerado tanto pelo MA como pelo PA, também ja observado para outros
compostos (FAN; YUAN; WU; LIU et al., 2018; MACIEL; KOWALTOWSKI;

SCHWALM; RODRIGUES et al., 2004).

Uma outra funcdo mitocondrial bastante afetada pelo MA em mitocondrias de coracao
foi a capacidade de retencdo de Ca®*, essencial para o tamponamento do Ca?* celular.
Quando ocorre um aumento citosdlico das concentragbes de Ca?*, a captagdo
mitocondrial deste fon é estimulada através do transportador uniporte de Ca?* (MCU)
localizado na membrana mitocondrial interna (BAUGHMAN; PEROCCHI; GIRGIS;
PLOVANICH et al., 2011; DE STEFANI; RAFFAELLO; TEARDO; SZABO et al.,
2011; KIRICHOK; KRAPIVINSKY; CLAPHAM, 2004; PAN; LIU; NGUYEN; LIU et
al., 2013; PENDIN; GREOTTI; POZZAN, 2014), que ¢ impulsionada pelo A¥m por

atrair espécies carregadas positivamente, contribuindo assim para a manutencdo das
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concentragdes citosdlicas de Ca?* na faixa de 0,1 uM (VERCESI; CASTILHO;
KOWALTOWSKI; DE OLIVEIRA et al., 2018). A mitocondria possui uma alta
capacidade de armazenamento de Ca?*, contudo sua afinidade ¢ relativamente baixa
quando comparada ao reticulo endoplasmético (VERCESI; CASTILHO;
KOWALTOWSKI; DE OLIVEIRA et al., 2018).

Os resultados demonstraram que as preparacfes enriquecidas em mitocondrias de
coragdo expostas ao MA tiveram reducdo na capacidade de retencio de Ca®*,
provavelmente devido ao colapso do AWm e indugdo do PTP pelo MA. Esta funcgéo
mitocondrial é de particular importancia em células musculares, como a cardiaca, visto o
papel crucial do Ca®" na contragdo muscular (DRAGO; DE STEFANI; RIZZUTO;
POZZAN, 2012; LUO; ANDERSON, 2013). Além disso, 0 Ca?" governa outros
processos celulares associados a motilidade e excitabilidade elétrica, além de ativar trés
enzimas limitantes do CAC, a saber a PDH, KGDH e IDH (OSELLAME; BLACKER;
DUCHEN, 2012).

A mitocondria desempenha uma grande variedade de funcdes vitais para a fisiologia
celular, desde o suprimento de ATP até processos de morte celular (necrose e apoptose)
(KWONG; MOLKENTIN, 2015). Dessa forma, uma disfuncdo mitocondrial pode ser
bastante prejudicial a célula e tem sido cada vez mais associada a doencgas (OSELLAME;
BLACKER; DUCHEN, 2012), especialmente em tecidos altamente oxidativos e com
grande massa mitocondrial, como € o caso do coracdo e dos rins (KWONG;
MOLKENTIN, 2015; MARTENSSON, 2019). Além disso, um elevado ndmero de
evidéncias indicam que o PTP mitocondrial contribui para uma série de patologias
humanas, como na lesdo cardiaca decorrente da isquemia-reperfusdo (BONORA;

PATERGNANI; RAMACCINI; MORCIANO et al., 2020), faléncia cardiaca (KWONG;
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MOLKENTIN, 2015) e doencas renais cronicas (LINDBLOM; HIGGINS; NGUYEN;

ARNSTEIN et al., 2020; ZHANG; AGBORBESONG; LI, 2021).

Importante ressaltar que dois estados de abertura do PTP ja foram descritos: o
transiente, que é caracterizado por curta duracdo com papel fisiologico, permitindo uma
troca rapida de solutos (por exemplo, Ca?*, e espécies reativas de oxigénio) entre a matriz
mitocondrial e o citosol necessarios para a sinalizacdo e reestabelecimento do balango
ibnico (LINDBLOM; HIGGINS; NGUYEN; ARNSTEIN et al., 2020; SHANG; GAO;
LU; MAetal., 2016; WANG; ZHANG; HUANG; WU et al., 2016); e 0 permanente, que
é caracterizado como de longa duracdo e patologico, resultando em despolarizacéo
mitocondrial com reversdo da atividade da ATP sintase na intencdo de reestabelecer o
A¥m (CHINOPOULOS; ADAM-VIZI, 2010; SILEIKYTE; FORTE, 2019), déficit
energético, estresse oxidativo, comprometimento da homeostase de Ca?*, inchamento
mitocondrial e liberacdo de fatores pro-apoptoticos, podendo levar a morte celular

(BERNARDI; RASOLA; FORTE; LIPPE, 2015).

Finalmente, no intuito de investigar se as alteracfes mitocondriais causadas pelo MA
e PA se refletem em prejuizo na viabilidade celular, investigou-se o efeito dos metabolitos
sobre a viabilidade de células renais (HEK-293) submetidas a uma pré-incubacéo de 24h
com o MA ou PA. Pdde-se verificar que o MA afetou a capacidade das células renais em
reduzir o MTT, enquanto o PA ndo causou efeito, indicando que o MA reduz a viabilidade
celular e que apresentou maior toxicidade em comparacdo ao PA, corroborando com os
resultados apresentados no presente trabalho. Entretanto, é importante considerar que a
auséncia de efeitos do PA possa também ser devido, ao menos em parte, a metabolizacéo
deste composto pelas células HEK-293 durante a pré-incubacdo, uma vez que elas
apresentam atividade da enzima PCC, a qual esta deficiente nos pacientes acometidos

pela AP.
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Considerando que a reducdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio) a cristais insoluveis de formazan é dependente da atividade de
desidrogenases mitocondriais (RISS; MORAVEC; NILES; DUELLMAN et al., 2004;
ZANATTA; RODRIGUES; AMARAL; SOUZA et al., 2016), acredita-se que a reducéo
da viabilidade celular provocada pelo MA pode estar associada a uma disfungéo
mitocondrial. Em conformidade com esses resultados, verificou-se também um aumento
na incorporacédo de iodeto de propidio (PI) nas células renais pré-incubadas com MA por
24h. O Pl intercala-se as bases do DNA de células com comprometimento da membrana
plasmatica, tornando altamente fluorescente o nucleo de células em processo de morte
celular (ATALE; GUPTA; YADAV; RANI, 2014; BRANA; BENHAM; SUNDSTROM,
2002; NOCKER; CHEUNG; CAMPER, 2006; ZANATTA; RODRIGUES; AMARAL,
SOUZA et al., 2016), embora ndo seja possivel diferenciar o tipo de morte celular
induzida. Portanto, mais experimentos se fazem necessarios na intencdo de melhor
caracterizar o processo de morte celular induzido pelo MA.

E dificil determinar a relevancia fisiopatoldgica dos resultados deste trabalho, embora
indiquem acéo mitotdxica dos metabolicos acumulados na AP, especialmente 0 MA e o
PA. Neste contexto, destaca-se que foram utilizadas preparacdes celulares de coracdo e
rins que expressavam a PCC, bem como que os niveis teciduais de MA e PA nos pacientes
permanecem desconhecidos, embora as concentragdes plasmaticas de PA sejam
conhecidas (HOMMES; KUIPERS; ELEMA; JANSEN et al., 1968; WANG;
CHRISTOPHER; WILSON; MUOIO et al., 2018) e alta excrecado urinaria de MA ja tenha
sido relatada (BERGSTROM; GRETER; LEVIN; STEEN et al., 1981). No entanto,
salientamos que as severas alterac6es nas funcGes mitocondriais causadas pelo MA foram
atingidas com concentra¢es tdo baixas quanto 0,05 mM, enquanto os efeitos observados

pelo PA sobre a funcdo mitocondrial ocorreram com 5 mM, similar aos niveis desse
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metabdlito encontrados no plasma dos pacientes (HOMMES; KUIPERS; ELEMA;

JANSEN et al., 1968, WANG; CHRISTOPHER; WILSON; MUOIO et al., 2018).

A Figura 6 apresenta de forma esquematizada os principais resultados deste trabalho

Figura 6. Resumo esquematico dos resultados.
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4. CONCLUSOES

Em suma, os resultados apresentados nessa tese demonstraram que o0 MA, bem como
0 PA, em menor extensdo, se comporta como inibidor metabdlico e indutor do PTP,
levando ao prejuizo da bioenergética mitocondrial, perturbacdo da homeostase
mitocondrial do Ca?" e reducéo de viabilidade celular. Esses efeitos se devem, ao menos
em parte, a capacidade do MA de inibir as enzimas GDH e KGDH. No caso desses
resultados serem reproduzidos em tecidos ou cultura de fibroblastos de pacientes, bem
como em tecidos de camundongos com o0 modelo genético para a AP, é possivel presumir
que uma disfuncdo mitocondrial causada pelo MA e PA pode estar associada com a
cardiomiopatia e a insuficiéncia renal crénica frequentemente manifestadas pelos

pacientes acometidos pela AP.
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PERSPECTIVAS

Realizar a exposicdo de linhagens celulares renais (HEK-293) e de
cardiomioblastos (H9c2) aos acidos organicos MA e PA (1 a5 mM) por 24 horas

e avaliar:

o Pardmetros respiratérios (respiracdo basal, respiracéo ligada a producéao
de ATP, respiracdo maxima e capacidade respiratéria de reserva) em

cultura celular ndo permeabilizada medidos em Oroboros Oxygraph-2k;

o Parametros da funcdo mitocondrial (potencial de membrana, conteudo de
NAD(P)H, capacidade de retencdo de Ca?* e inchamento) em cultura

celular permeabilizada com digitonina medidos em espectrofluorimetro.

o Parametros de dindmica mitocondrial (MFN2, DRP1 e OPA1), estresse de
reticulo endoplasmatico (GRP78 e GRP75), mitofagia (PINK1) e morte

celular (Caspase-3) medidos por Western blot.
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