UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
BIOQUIMICA

Angela Beatris Zemniacak

Avaliacéo dos efeitos in vitro do acido fitanico sobre parametros da funcéo

mitocondrial em coracao de ratos

Porto Alegre
2022



Angela Beatris Zemniagak

Avaliacéo dos efeitos in vitro do acido fiténico sobre parametros da

funcéo mitocondrial em coragdo de ratos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Biologicas: Bioquimica
do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
como requisito parcial para a obtencdo do titulo
de mestra em Bioguimica.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Umpierrez
Amaral

Porto Alegre
2022



CIP - Catalogacio na Publicagao

Zemniacak, Angela Beatris

Avaliaglo dos efeitos in wvitro do Acido fitinieo
sobre pardmetros da fungio mitocondrial em coragso de
ratos / Angela Beatris Zemniagak. == 2022,

66 f.

Orientador: Alexandre Umpierrez Amaral.

Diggertacdo (Mestrado}) == Universidade Federal do
Rip Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Salde, Programa de Pés=-Graduacldoc em Ciéncias
Biolfégicas: Biogquimica, Porto Alegre, BRE=RS, 2022,

1. Doengas Peroxissomais. 2. Acido Fitdnico. 3.
Doenca de Refsum. 4. Bioenergética Mitocondrial. 5.
Homeostase do Calecio. I. Amaral, Alexandre Umpierresz,
orient. II. Titulo.

Elahorada pelo Sistema de Geragio Automatica de Ficha Catalogréfica da UFRGS com os

dados fornecidos pelo(a) autor(a).



A todos que me ajudaram a
chegar até aqui, principalmente

aos meus pais.



“E muito melhor lancar-se em busca de
conquistas grandiosas, mesmo expondo-se ao
fracasso, do que alinhar-se com os pobres de
espirito, que nem gozam muito nem sofrem
muito, porque vivem numa penumbra cinzenta,
onde ndo conhecem nem vitoria, nem derrota.”

(Theodore Roosevelt)



AGRADECIMENTOS

Ao Departamento de Bioquimica, por fornecer todo o suporte necessario para o
desenvolvimento desse trabalho e aos funcionarios e professores por todo o
profissionalismo e competéncia.

Ao meu orientador professor Alexandre, por todos 0s ensinamentos, incentivo,
carinho e respeito que venho recebendo ao longo dos Gltimos anos.

A Ana Cristina Roginski, por toda a ajuda, paciéncia, trabalho
duro e por partilhar da sua experiéncia de bancada, conhecimento e amizade que vem
sendo essencial na minha formacgdo como pesquisadora.

Aos meus colegas de laboratorio, que estdo sempre dispostos a me ajudar.

Ao0s meus tios, pela ajuda em Porto Alegre e os convites de final de semana.

Ao0s meus pais, que sempre acreditaram e incentivaram todos meus sonhos.

Vi



SUMARIO

PARTE Lottt bbb bbb e st e bbb be e 2
RESUMO ...ttt bbb bbb bbbt s et bbb bt e b ans 3
ABSTRACT ettt bbbttt bbbt bRt b ettt bbb 5
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt 7
L INTRODUGAOD ...ttt en et 9
1.1.1. Peroxissomos e doengas PEroXiSSOMAIS ........cuecvverueiieeiieerreseeseesueseesseessesseesseeseens 9
1.1.2. Metabolismo do 4cido fitAnico (Fit) ........cccccveviiieiicie e 9
[.1.3. D0ENGa A& RETSUM ......eoiiiieic et 11
[.1.3.1. AChadOS CHINICOS .....eovveiieiieieie e 12

00 T2 B T To | 10 ) [ o LSRRI 12

1.1.3.3. TratamMENTO ..o 13

1.1.3.4. FiSIOPAtOIOGIA ...cvveviciieciecie ettt 13

I.1.4. Ciclo do &cido citrico, fosforilagdo oxidativa, cadeia transportadora de elétrons e

PArAMELrOS FESPIFALOIIOS ... ..eiveevieieitie ettt et e e s este e ae e s e s re e beenaenreas 15
1.1.5. Papel da mitocondria na homeostase do Ca?" ..........ccccvvevcieveeiesseeee e 16
L2, OBJIETIVOS .ttt ettt b e 19
L.2.0. GBIAL .. 19
1.2.2. ESPECITICOS ...ttt e 19
PARTE T ettt ettt et e be et e e nan e e nbeesnnas 20
L1 METODOLOGIA .ttt 21

L2 2, ANTMNAIS e 21



11.1.2. Preparacdo da fracdo mitocondrial do COragao ..........cccevvrvievverieerieiieieesie e, 21
11.1.3. Preparacdo da cultura de cardiomioCitos ..........ccccoveveeieiieresieesieese e 22

I1.1.4. Descricdo dos parametros da funcdo mitocondrial na auséncia de

07 OO U TTRUURRTRTN 23
11.1.4.1. Avaliacdo dos parametros reSPIratorios ..........ccccvererveervereesieeseesieseesnens 23
11.1.4.2. Medida da producao A& ATP .....ccceiieieeie et 24

11.1.4.3. Medida da atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial e
da succinato desidrogenase (SDH) .......cccciiieiioie e 24
11.1.4.4. Medida da producéo de peréxido de hidrogénio (H202) .........ccccvevveneeee, 25

11.1.5. Descricdo dos parametros da funcdo mitocondrial na presenca de Ca®*

............................................................................................................................................... 25
11.1.5.1. Medida do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) ............ccccvenee 25

11.1.5.2. Medida do inchamento mitocondrial ............ccoeoiiiieiniiieieiceese 26

11.1.5.3. Medida do conteldo de NAD(P)H mitocondrial .............ccccovevveiieiiennnn, 26

11.1.5.4. Medida da capacidade mitocondrial de retencdo de Ca?" ............c..c........ 26

11.1.6. Dosagem da coNCeNtragao ProteICA ........c.civerveeieeieeiieeieseesieeie e st sre e 27
11.1.7. Analise estatistica doS dadOS ...........coeiiirieiiiiieece s 27

T2, RESULTADOS ..ttt 28

I1.2.1. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre parametros respiratérios em
preparagdes mitocondriais de cOracao de ratoS JOVENS ........cceveervieiereeieeiesee e see e 28
11.2.2. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre parametros respiratérios em cultura

de cardiomiocitos permeabilizados ..o 31



11.2.3. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a atividade dos complexos da cadeia
respiratoria e da succinato desidrogenase (SDH) em preparacdes mitocondriais de coracao
(0[N L (01 [0)Y/=] PSS 33

11.2.4. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre a producdo de ATP em preparacfes
mitocondriais de COragao de ratOS JOVENS .......c.cccuerueeireeiieieesieeiesreesieeeeseesreenesaesreensesseesseas 35

11.2.5. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) em preparagdes mitocondriais de coracao de ratos JOVENS .........cccvevvevrverveieerresieennnas 36

11.2.6. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o inchamento em preparacGes
mitocondriais de COragao de ratOS JOVENS ........c.cccuevueeireeiieiieiieeiesteesieeiesaeesre e e see s e eeesnaesneas 37
11.2.7. Efeito in vitro do &cido fiténico (Fit) sobre o conteddo de NAD(P)H em
preparacdes mitocondriais de coracao de ratoS JOVENS ........ccecveiveerieieeseeieseese e seeseeieas 38
11.2.8. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre a capacidade de retencdo de Ca?* em
preparacdes mitocondriais de coracao de ratoS JOVENS ........cccecvveiveerieieeseeiieseeseesie e s 40

11.2.9. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre a producéo de peroxido de hidrogénio

(H202) em preparag¢fes mitocondriais de coragdo de ratos JOVENS .........ccevevereresesienenennens 41
PARTE T oottt ettt nne e b e nnee s 42
HHLL DISCUSSADQ ..ot see ettt ean e 43
1.2, CONCLUSAOQ ...ttt eanen s 48
I3, PERSPECTIVAS et 48
REFERENCIAS ..ottt 49
LISTADE FIGURAS .ttt ettt et 57

ANEXO | oo 59



PARTE I

Introducao e Objetivos



RESUMO

O acido fitanico (Fit) é um é&cido graxo saturado de cadeia lateral ramificada, cujas
concentragdes estdo aumentadas na doenca de Refsum, uma desordem hereditaria
peroxissomal causada por deficiéncia na atividade da fitanoil-CoA hidroxilase. Os pacientes
acometidos por essa doencga apresentam como principais sintomas neuropatia periférica
progressiva, ataxia cerebelar, retinite pigmentosa e cardiomiopatia, que pode levar a morte
subita. Embora os mecanismos responsaveis pelos danos teciduais ainda sejam pouco
conhecidos, acredita-se que 0 aumento na concentragéo do Fit, que pode chegar a 5 mM no
plasma dos pacientes, esteja associado a severidade da doenca, indicando que este acido
graxo possa ser citotoxico. Estudos prévios demonstraram que o Fit altera a homeostase
mitocondrial em cérebro e cerebelo, mas pouco tem se investigado sobre os efeitos desse
acido graxo sobre o coracdo, bem como sua relagdo com a patogénese da cardiomiopatia
severa que acomete 0s pacientes. Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar
os efeitos in vitro do Fit (10-30 uM) sobre a bioenergética mitocondrial e homeostase de ions
de célcio (Ca?*) em preparagdes mitocondriais isoladas de coragdo de ratos jovens, bem como
em cultura de cardiomidcitos. A respiracdo basal (estado 4), estimulada por adenosina 5-
difosfato (ADP) (estado 3) e por carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP) (estado
desacoplado), bem como a razdo de controle respiratorio (RCR) e a producédo de adenosina
5-trifosfato (ATP), foram inicialmente avaliadas. A variacdo de potencial de membrana
mitocondrial (Aym), o inchamento, o contetido dos dinucleotideos de nicotinamida e adenina
e de nicotinamida e adenina fosfato reduzidos (NAD(P)H) e a capacidade de retencdo de Ca®
foram também medidos na presenca de Ca?*. O Fit aumentou fortemente a respiracio
mitocondrial no estado 4 e diminuiu nos estados 3 e desacoplado, além de reduzira RCR e a
sintese de ATP, em mitocondrias de coragdo. Além disso, 0 aumento do consumo de oxigénio
no estado 4 causado pelo Fit também foi verificado em cardiomidcitos permeabilizados com
digitonina. Esse acido graxo também reduziu a Aym e induziu o inchamento em mitocondrias
de coracdo suplementadas com Ca?*, os quais foram prevenidos por ciclosporina A e ADP,
indicando o envolvimento da abertura do poro de transicdo de permeabilidade (PTP)
mitocondrial. Esses achados foram sustentados pelas observagdes de que o contetdo de
NAD(P)H e a capacidade de retencdo de Ca?* foram diminuidas pelo Fit na presenca de Ca?*.

Os resultados indicam que o Fit altera a bioenergética mitocondrial e a homeostase do Ca?",
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agindo como um forte desacoplador, inibidor metabdlico e indutor do PTP. Portanto,
presume-se que esses patomecanismos podem contribuir para a cardiomiopatia dos pacientes

com a doenga de Refsum.



ABSTRACT

Phytanic acid (Phyt) is a branched-chain saturated fatty acid whose concentrations are
increased in Refsum's disease, an inherited peroxisomal disorder caused by a deficiency in
phytanoyl-CoA hydroxylase activity. Patients affected by this disease predominantly
manifest with progressive peripheral neuropathy, cerebellar ataxia, retinitis pigmentosa and
cardiomyopathy that can lead to sudden death. Although the mechanisms responsible for
tissue damage are still poorly understood, it is believed that the increase in Phyt
concentrations, which can reach 5 mM in the plasma of patients, is associated with the
severity of the disease, indicating that this fatty acid may be cytotoxic. Previous studies have
shown that Phyt alters mitochondrial homeostasis in the brain and cerebellum, but little has
been investigated about the effects of this fatty acid on the heart, as well as its contribution
to the pathogenesis of the severe cardiomyopathy that affects patients. Therefore, the present
study investigated the in vitro effects of Phyt (10-30 uM) on mitochondrial bioenergetics and
calcium ions (Ca2*) homeostasis in mitochondrial preparations isolated from rat heart, as well
as in cultured cardiomyocytes. Resting (state 4), adenosine 5'-diphosphate (ADP)-stimulated
(state 3) and carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP)-stimulated (uncoupled
state) respirations, as well as the respiratory control ratio (RCR) and the adenosine 5'-
triphosphate (ATP) production were initially evaluated. Mitochondrial membrane potential
variation (Aym), swelling, nicotinamide adenine and nicotinamide adenine phosphate
dinucleotides reduced (NAD(P)H) content and Ca?* retention capacity were also measured
in the presence of Ca?". Phyt markedly increased mitochondrial respiration in state 4 and
decreased in states 3 and uncoupled, besides reducing the RCR and ATP synthesis in heart
mitochondria. Furthermore, the increase of oxygen consumption in state 4 caused by Phyt
was verified in digitonin-permeabilized cardiomyocytes. This fatty acid also reduced the
Aym and induced swelling in Ca?*-loaded heart mitochondria, which were prevented by
cyclosporin A and ADP, implying the involvement of mitochondrial permeability transition
(MPT) pore opening. These findings were supported by the observations that NAD(P)H
content and Ca?* retention capacity were decreased by Phyt in the presence of Ca?*. The data

indicate that Phyt disrupts mitochondrial energy and Ca?* homeostasis, acting as a strong



uncoupler, metabolic inhibitor and MPT inductor. It is presumed that these pathomechanisms

may contribute to the cardiomyopathy of patients with Refsum's disease.
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I.1. INTRODUCAO

I.1.1. Peroxissomos e doencgas peroxissomais

Os peroxissomos sao organelas presentes em praticamente todas as células eucariotas.
Na maioria das células humanas, sua presenca pode variar de menos de cem a mais de mil
peroxissomos por célula. Sua matriz granular contém mais de 50 enzimas que participam de
varios processos metabolicos, incluindo o B-oxidacdo de certos acidos graxos e também a
biossintese de fosfolipidios, acidos biliares e compostos isoprenoides. Essa organela
representa um dos principais locais na célula onde espécies reativas de oxigénio (ERO) sédo
geradas e eliminadas (He et al., 2021).

H& um grupo de erros inatos do metabolismo (EIM) nos quais sdo observadas
alteracdes peroxissomais. A incidéncia estimada dessas desordens € de 1:20.000 a 1:100.000
nascidos vivos, as quais estdo divididas em dois grupos: a) defeitos com alteracdo em uma
Unica proteina envolvida na a ou B-oxidacdo e b) doencas hereditérias causadas por defeitos
na biogénese peroxissomal. Os &cidos graxos fitanico (Fit) e pristanico se acumulam em
diversas dessas doencas metabdlicas hereditarias (Wanders et al., 2019; Waterham et al.,

2016).

1.1.2. Metabolismo do &cido fitanico (Fit)

O Fit é um acido graxo saturado de cadeia lateral ramificada derivado da clorofila,
que ndo é produzido no intestino humano, mas por microrganismos presentes no sistema
gastrointestinal de ruminantes que metabolizam a clorofila, liberando fitol, que é entéo
convertido em Fit (Allen et al., 2008). Esse acido graxo também € proveniente da dieta,

principalmente de carne e laticinios e, inicialmente, é captado pelo peroxissomo por meio
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da proteina carreadora de esterdis 2. O metabolismo peroxissomal do Fit ocorre por a-
oxidacdo, principalmente nos rins e no figado, onde atuam quatro enzimas que transformam
o Fit em &cido pristanico (Figura 1), que € posteriormente degradado atraves de trés ciclos
da B-oxidagdo peroxissomal, seguido pela B-oxidacdo mitocondrial (Figura 2) (Wanders et

al., 2001a; Wanders e Komen, 2007; Wierzbicki e Lloyd, 2007).

W/\)\/COOH acido fitanico

ATP, CoASH
acil-CoA sintetase
Mg

AMP, PPi
fitanoil-CoA

*/\/K/\)\/\)\/ Besten

0, +a-KG
ascorbato, Fe2* fitanoil-CoA hidroxilase

succinato + CO,

WCOSCoA 2-hidroxifitanoil-CoA

OH CoASH

formil—CoA_Z. formato C02

tiamina pirofosfato, Mg2+ X . : ’
2-hidroxifitanoil-CoA liase

)\M pristanal

C=0
NAD(P)*
aldeido desidrogenase
NAD(P)H
)\M COOH 4cido pristanico
ATP, CoASH
AMP, PP,

W)\ pristanoil-CoA
COSCoA

B-oxidagao peroxissomal

Figura 1. a-oxidacdo peroxissomal. Adaptado de (Verhoeven e Jakobs, 2001).
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W pristanoil-CoA
COSCoA

H,0, FAD
X oxidase das acil-CoA de cadeia ramificada

0, ” \ FADH,

M/\)\Coscm 3 SierlstensliiCalk

MFP2: 2-enoil-CoA hidratase

3-hidroxipristanoil-CoA
COSCoA

/ MFP2: 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase
NADH+H*

3-cetopristanoil-CoA
COSCoA

o

CoASH \
SCPx: 3-cetoacil-CoA tiolase
propionil-CoA <

W 4,8,12-trimetiltridecanoil-CoA
COSCoA

acetil-CoA </i 2° ciclo da -oxidagao peroxissomal

)\/\M COSCoA 2,6,10-trimetilundecanoil-CoA

propionil-CoA \/1
3°ciclo da B-oxidagao peroxissomal

COSCoA 4,8-dimetilnonanoil-CoA

acetil-CoA '/1 1° ciclo da B-oxidagao mitocondrial

—— 2,6-dimetilheptanoil-CoA

Figura 2. p-oxidacao do acido pristanico. Adaptado de (Verhoeven e Jakobs, 2001)

1.1.3. Doenca de Refsum

A doenca de Refsum classica ou adulta (MIM 266500) é uma desordem metabolica
rara caracterizada por um defeito no gene estrutural que codifica a enzima fitanoil-CoA
hidroxilase, levando ao acumulo do Fit nos tecidos e liquidos biol6égicos dos pacientes. Essa
enzima catalisa o primeiro passo da a-oxidagdo peroxissomal, convertendo fitanoil-CoA em

2-hidroxi-fitanoil-CoA (Reiser et al, 2005; Wierzbicki e Lloyd, 2007). Quando ocorre um
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blogueio na atividade da enzima fitanoil-CoA hidroxilase, as concentracdes plasmaticas de
Fit nos pacientes podem atingir até 5000 uM (niveis em individuos normais: < 30 uM) (Al-

Dirbashi et al., 2008; Wanders et al., 2003; Wierzbicki, 2007).

1.1.3.1 Achados Clinicos

Os pacientes afetados pela doenca de Refsum classica apresentam multiplos sintomas
clinicos, que geralmente comecam a aparecer durante a infancia. Os principais sinais clinicos
sdo neurologicos, incluindo retinite pigmentosa, polineuropatia periférica e ataxia cerebelar.
Além disso, destaca-se a cardiomiopatia associada a arritmia, alteracdes eletrocardiograficas,
cardiomegalia e insuficiéncia cardiaca, que podem levar a morte subita dos pacientes. Outros
achados também incluem arritmias cardiacas, déficits auditivo e olfatorio, ictiose, perda de
visdo, distarbios psiquiatricos e proteinuria. Destaca-se que a grande maioria dos pacientes
afetados apresenta sinais de retinite pigmentosa (degeneracao da retina), sendo considerado
0 mais importante sintoma inicial da doenca, precedendo até mesmo os achados bioquimicos
caracteristicos. Essa degeneracdo retinal caracteristica parece ser devida ao acumulo
excessivo de Fit no tecido ocular. Exames patoldgicos revelam quase uma perda completa
dos fotorreceptores, afinamento da camada nuclear interna e reducdo no namero de células
ganglionais da retina (Koh et al., 2001; Monnig et al., 2004; Wanders et al., 2001b; Weinstein,

1999; Wierzbicki, 2007; Wanders et al., 2019).

1.1.3.2. Diagnostico

O diagndstico da doenca de Refsum deve ser realizado com base na analise das

concentragOes plasmaticas de Fit por cromatografia gasosa, além da medida da atividade da
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enzima fitanoil-CoA hidroxilase, em fibroblastos, para confirmar o defeito no processo de a-

oxidacdo (Wanders et al., 2019).

1.1.3.3. Tratamento

Considerando que o Fit é obtido exclusivamente da dieta, proveniente principalmente
de carne vermelha e laticinios, o tratamento € baseado na restricao dietética desse acido graxo
(Ferdinandusse et al., 2002). O primeiro paciente tratado com restri¢do dietética de Fit obteve
a diminuicdo significativa nos niveis plasmaticos do metabdlito, melhora significativa na
polineuropatia, além da estabilizacdo da retinite pigmentosa, indicando que o Fit é tdxico
para células neurais (Wanders et al., 2001a). Muitos outros pacientes que foram submetidos
a esse tratamento obtiveram diminuicdo nas concentracdes de Fit (Wanders et al., 2019).
Contudo, no inicio do tratamento os niveis de Fit podem aumentar, sugerindo que reservas
teciduais sdo mobilizadas quando a ingesta é diminuida. Dessa forma, além da restricdo de
Fit na dieta, é indicado um rigoroso controle na ingesta cal6rica para evitar a mobilizacao
excessiva de gordura que possa causar um aumento significativo nos niveis de Fit. Entretanto,
deve-se destacar que o tratamento para a doenca de Refsum ainda nédo é considerado efetivo,

provavelmente porque a fisiopatogenia da doenca é pouco conhecida.

1.1.3.4. Fisiopatologia

Os mecanismos fisiopatogénicos responsaveis pelas alteracbes cerebrais e cardiacas
na doenca de Refsum ainda ndo estdo completamente esclarecidos, embora haja evidéncias

apontando para uma agdo toxica do Fit particularmente sobre o tecido cerebral.
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Estudos anteriores demonstraram que o Fit causa morte celular em astrocitos de
hipocampo de rato cultivados, precedida por um aumento significativo na producdo de anion
superdxido, despolarizacdo mitocondrial e liberacdo do citocromo ¢ (Kahlert et al., 2005).
Foi demonstrado também que o Fit atua como desacoplador, inibe o translocador de
nucleotideos de adenina ADP / ATP (ANT) e o fluxo de elétrons em mitocondrias e
sinaptossomas de cérebro de ratos, bem como inibe a atividade da Na*, K*-ATPase em cortex
cerebral (Busanello et al., 2010; Kahlert et al., 2005; Komen et al., 2007; Schonfeld et al.,
2004; Schonfeld e Reiser et al., 2006). Neste particular, também foi mostrado que este acido
facilita a abertura do poro de transicdo de permeabilidade (PTP) em mitocdndrias de cérebro
pré-tratadas com baixas quantidades de Ca®* (Shonfeld et al., 2004). Também foi
demonstrado que o Fit induziu dano oxidativo e reduziu as defesas antioxidantes in vitro em
cortex cerebral e cerebelo de ratos (Leipnitz et al., 2010; Ronicke et al., 2009), bem como
uma injecdo intracerebelar desse acido graxo provocou desequilibrio redox mediado por
espécies reativas de nitrogénio (ERN) e astrogliose em cerebelo de ratos (Borges et al., 2015).

Tais resultados indicam que alteracdes na homeostase energética mitocondrial e
producdo aumentada de espécies reativas sdo importantes mecanismos responsaveis pela
toxicidade do Fit em células cerebrais. No entanto, no que diz respeito aos efeitos do Fit em
coracdo, uma quantidade significativamente menor de trabalhos foi realizada, sendo
verificado que esse acido graxo atua como desacoplador da fosforilagdo oxidativa, inibidor
do complexo I-111 e induz a producdo de ERO em coracgéo (Grings et al., 2012; Schonfeld e
Reiser et al., 2006). Sendo assim, 0s mecanismos bioguimicos responsaveis pelos efeitos

deletérios do Fit, especialmente sobre o coracéo, ainda precisam ser melhor estudados.
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1.1.4. Ciclo do acido citrico, fosforilacdo oxidativa, cadeia transportadora de

elétrons e parametros respiratorios

O acetil-CoA proveniente da oxidacdo de carboidratos, aminoacidos, acidos graxos e
corpos cetonicos pode ser completamente oxidado no ciclo do &cido citrico a COg,
fornecendo as coenzimas reduzidas NADH e FADHz, que séo transportadores de elétrons
para os complexos | e 1, respectivamente, da cadeia respiratoria mitocondrial. O fluxo de
elétrons através dos complexos I, Il, I11 e IV da cadeia respiratoria, tendo 0 O, como aceptor
final dos elétrons provenientes do complexo 1V, é acompanhado pelo bombeamento de H*
da matriz mitocondrial para 0 espaco intermembrana, através dos complexos I, Il e IV,
gerando um acumulo desse ion e, por consequéncia, formando um gradiente eletroquimico.
Em sequéncia, a ATP sintase (complexo V) abre um canal na porcao Fo capaz de dissipar 0s
H* de volta para a matriz mitocondrial, utilizando entdo a energia liberada para realizar a
fosforilacdo do ADP em ATP (Nicholls e Fergunson, 2013; Vakifahmetoglu-Norberg et al.,
2017).

A respiracdo mitocondrial pode ser estimada através da medida do consumo de Og,
sendo um excelente sensor da atividade da cadeia respiratdria mitocondrial e da oxidacédo de
substratos no ciclo do &cido citrico, uma vez que 0s processos de transferéncia de elétrons,
bombeamento de H*, formacédo do gradiente eletroquimico e sintese de ATP, sdo acoplados
e estdo interligados ao consumo de O.. Experimentalmente, pode-se dividir a respiracéo
mitocondrial em estados respiratdrios, sendo que o estado 3 representa o consumo de O
guando as mitocondrias, em um meio contendo substrato oxidavel capaz de estimular o
fornecimento de elétrons para a cadeia respiratdria, sdo expostas ao ADP, estimulando o

consumo de O e produzindo ATP (estado fosforilante). O estado 4 geralmente é estimulado
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por oligomicina, um inibidor da ATP sintase, refletindo o consumo de O necessario para a
formacgéo e manutencdo do gradiente eletroquimico, reduzindo a taxa da respiracdo (estado
ndo-fosforilante). Ainda, é possivel utilizar compostos desacopladores da fosforilacdo
oxidativa, os quais provocam um vazamento de H* do espaco intermembrana para a matriz
mitocondrial, acelerando a atividade da cadeia respiratoria mitocondrial e 0 consumo de O

sem producdo de ATP (estado desacoplado) (Nicholls e Ferguson, 2013; Nicholls, 2021).

E possivel medir experimentalmente, além da respiracdo mitocondrial, a variacdo de
potencial de membrana mitocondrial (A¥m), o inchamento, a producdo de peroxido de
hidrogénio (H20), a capacidade de retencdo de Ca?* e o contelido de NAD(P)H em

mitocondrias, dentre outros parametros (Maciel et al., 2004; Saito e Castilho, 2010).

1.1.5. Papel da mitocondria na homeostase do Ca?*

Uma funcéo crucial desempenhada por mitocdndrias € manter a homeostase celular
de Ca?*, que é responsavel por sinalizar e controlar uma série de eventos intracelulares. Essa
organela tem a capacidade, quando integra e funcional, de captar o Ca?* presente no citosol
ou liberar seu estoque para a célula, mantendo a concentracao intracelular desse cation em
condicdes otimas para o funcionamento celular (Figueira et al., 2013; Garbincius e Elrod,
2022; Rizzuto et al., 2012). A proteina responsavel pela captacdo mitocondrial do Ca?* foi
recentemente elucidada, sendo um sistema uniporte de captagdo de Ca?* (MCU) (Baughman
et al., 2011; De Stefani et al., 2011; Marchi e Pinton, 2014; Pan et al., 2013; Pendin et al.,
2014). Por outro lado, a liberagdo de Ca?* para a matriz € realizada pelos trocadores Na*/Ca?*

(MNCX) e H*/Ca?* (mHCX) (Bernardi e Von Stockum, 2012; Rizzuto et al., 2012).
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Quando a célula esta sob condicdes de uma sobrecarga citosdlica de Ca?* que pode
ser muito prejudicial para o funcionamento celular, a capacidade da mitocéndria de captar e
reter Ca?* contribui para o tamponamento do excesso citosolico desse cation (Figueira et al.,
2013; Rizzuto et al., 2012). Por outro lado, uma elevada captagdo mitocondrial de Ca?*, além
da sua capacidade de retencdo, pode levar a uma condi¢do conhecida como transicdo de
permeabilidade, resultado da abertura de um poro na membrana mitocondrial interna
(Bernardi et al., 2021; Vercesi et al., 2018). O PTP mitocondrial é formado por proteinas com
identidades ainda ndo totalmente elucidadas, apesar de ja ser reconhecido o papel da
ciclofilina D (Cyp D) como um componente chave para a abertura do PTP (Baines et al.,
2005; Bernardi, 2013).

A permanente abertura do PTP resulta em consequéncias drasticas para a célula, tais
como a liberagio de Ca?* para o citosol, inchamento mitocondrial, liberacdo de fatores
apoptogénicos intramitocondriais como o citocromo ¢ (Liu et al., 1996), despolarizacdo
mitocondrial, perda de ions e metabodlitos, tais quais: Ca?*, Mg?*, GSH, NADH e NADPH,
comprometimento da sintese de ATP e morte celular (apoptose e necrose) (Bernardi e VVon
Stockum, 2012; Rasola e Bernardi, 2011; Rizzuto et al., 2012; Vercesi et al., 2018). Muitos
trabalhos in vitro e in vivo tem associado a indu¢do do PTP com uma disfuncdo mitocondrial
na presenca de Ca®*, demonstrando alteragdo nos parametros da homeostase bioenergética
mitocondrial (Cecatto et al., 2014; Cecatto et al., 2018; Maciel et al., 2004; Mirandola et al.,
2010; Tonin et al., 2014). Além disso, o ataque oxidativo por ERO esta descrito como um
importante mecanismo potencializador da abertura do PTP (Adam-Vizi e Starkov, 2010;
Kowaltowski et al., 2001). Neste contexto, altas concentracdes de NADH previnem a

abertura do PTP, por promover a reducdo do NADP™ catalisada pela transidrogenase
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mitocondrial e, consequentemente, melhoram a capacidade redox da mitocondria (Hoek e

Rydstrom, 1988; Lehninger et al., 1978; Zago et al., 2000).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Geral

Considerando que pacientes com a doenca de Refsum acumulam, predominantemente,
Fit nos liquidos bioldgicos e desenvolvem frequentemente cardiomiopatia severa que pode
resultar em morte subita de patogénese ainda desconhecida, o presente estudo avaliou 0s
efeitos in vitro do Fit sobre a bioenergética mitocondrial e homeostase do Ca?" em
preparagfes mitocondriais obtidas de coragdo de ratos, bem como em cultura de

cardiomiocitos.

1.2.2. Especificos

1) Analisar os pardmetros respiratorios (estado 3, estado 4, estado desacoplado e razdo de
controle respiratorio), a produgdo de ATP, a atividade de complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial e da succinato desidrogenase (SDH) e a producdo de H>O», em preparagdes
mitocondriais de coragdo de ratos jovens e cultura de cardiomidcitos, na presenga do Fit em

diferentes concentragdes e na auséncia de Ca>".

2) Averiguar a A¥Ym, o inchamento mitocondrial, o conteudo de NAD(P)H e a capacidade de
reten¢do de Ca’" em preparagdes mitocondriais de coragdo de ratos jovens, suplementadas

com Ca*" exégeno e na presenca do Fit em diferentes concentragdes.
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11.1. METODOLOGIA

11.1.1. Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos com 30 dias de vida oriundos do biotério do
Departamento de Bioquimica da UFRGS, criados e mantidos em padrdo sanitario
convencional, com fotoperiodo de 12 h claro/escuro (7h/19h) e temperatura controlada (21+1
°C). Nessa idade, os tecidos dos animais possuem a bioquimica tecidual bem estabelecida, o
que permite uma avaliacdo in vitro mais precisa dos parametros da funcdo mitocondrial
propostos neste trabalho. Os animais foram mantidos em gaiolas com dimensdes 41 x 34 x
16 cm (maximo 5 animais/caixa), devidamente identificadas, em cama de maravalha de pinus
selecionada e autoclavada, e alimentados com racdo balanceada padrdo para roedores
(Nuvilab CR-1® - Nuvital) e agua ad libitum. As gaiolas foram substituidas por outras com
altura minima de 17,8 cm assim que possivel. A troca da cama dos ratos foi realizada pelos
funcionarios dos biotérios duas vezes por semana. O consumo de agua e racdo foi verificado
diariamente, sendo feita a manutencdo das mamadeiras e comedouro trés vezes por semana.
O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais da UFRGS (n°

39538) (Anexo I).

11.1.2. Preparacdo da fracdo mitocondrial do coracéo

Para o isolamento da fragdo mitocondrial, os animais foram previamente anestesiados
com isoflurano por via inalatéria. Para tanto, os mesmos foram colocados numa caixa
transparente hermeticamente fechada, com um algoddo embebido em isoflurano, e, ap6s

anestesiados, foram mortos por decapitagdo. Posteriormente, o coragdo foi removido e
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homogeneizado em um tampdo especifico com EGTA e as mitocéndrias foram isoladas como
previamente descrito por Ferranti e colaboradores (2003). O sedimento contendo
mitocondrias purificadas foi ressuspenso em 350 pL de tampdo sem EGTA, em uma
concentracdo proteica final de aproximadamente 10-15 mg/mL, que foram incubadas a 37 °C
na auséncia (grupo controle) ou presenca do Fit (10-30 pM), para a avaliacao dos parametros
bioquimicos. As mitocondrias foram utilizadas para as técnicas bioquimicas no mesmo dia
em que foram preparadas, com excec¢do das medidas das atividades dos complexos da cadeia
respiratoria e da SDH em que se faz necessario congelar e descongelar 3 vezes as amostras

antes dos ensaios.

11.1.3. Preparacao da cultura de cardiomiocitos

Cultura de cardiomidcitos (H9c2 - embryonic rat heart-derived ventricular cells)
(Kuznetson et al., 2015) permeabilizadas com digitonina (8 puM) também foram utilizados
para a avaliacdo dos parametros respiratorios. As células cresceram e foram mantidas a 37
°C em atmosfera umida com 5 % CO2 e 95 % de ar em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
médium) suplementado com 10 % de soro bovino fetal. Os meios de cultura foram trocados
trés vezes por semana. As culturas foram reestabelecidas a cada trés meses preparadas de
estoques de células congeladas. Antes dos experimentos, a morfologia das culturas foi

verificada e as células contadas para as analises.
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11.1.4. Descricdo dos parametros da funcdo mitocondrial na auséncia de Ca?*

11.1.4.1. Avaliacdo dos pardmetros respiratorios

Os parametros respiratorios estado 3, estado 4, estado desacoplado e a razéo de
controle respiratério (RCR) foram medidos pelo consumo de Oz num Oxigrafo-2k
OROBOROS (Innsbruck, Austria) a 37 °C, utilizando como substratos glutamato mais
malato (2,5 mM cada) ou succinato (5 mM) na presenca de rotenona (0,5 pM inibidor do
complexo I). Esses experimentos foram realizados em meio de incubagdo MIRO5 contendo
preparacfes mitocondriais obtidas de coracdo de ratos (0,1 mg de proteina/mL) na presenca
do Fit (10-30 pM). Os estados 3, 4 e desacoplado foram estimulados pela adi¢cdo de ADP (1
mM), oligomicina (1 pg/mL, inibidor da ATP sintase) e CCCP (dois pulsos de 0,5 pM,
desacoplador — que foram suficientes para atingir a respiracdo maxima), respectivamente. A

RCR foi obtida pela razéo entre os estados 3 e 4 (Amaral et al., 2016).

Além disso, avaliou-se os paradmetros respiratorios em cardiomiocitos (1,5 milhdao de
células/mL) permeabilizados com digitonina, utilizando o protocolo SUIT (substrate-
uncoupler inhibitor titration) em meio de incubacao MIRO0S5. Esse protocolo consiste no uso
de substratos ligados ao complexo I (5 mM piruvato mais 0,5 mM malato mais 10 mM
glutamato) e ao complexo II (10 mM succinato), bem como de ADP (1 mM) para estimular
o estado 3, oligomicina (1 pg/mL, inibidor da ATP sintase) para estimular o estado 4 e CCCP
(dois pulsos de 0,5 uM, desacoplador — que foram suficientes para atingir a respiragao
maxima) para estimular o estado desacoplado, além de rotenona (0,5 uM inibidor do
complexo I) para se obter a respiragdao independente dos substratos ligados ao complexo [ e

antimicina A (2,5 pM inibidor do complexo IIl) para se determinar a respiracdo nao-
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mitocondrial (Makrecka-Kuka et al., 2015).

I1.1.4.2 Medida da produgdo de ATP

O ensaio foi realizado com preparacdes mitocondriais de coracdo (0,1 mg/mL de
proteina) no meio de incubacdo para a avaliacdo dos parametros respiratorios, utilizando
glutamato mais malato como substratos (2,5 mM cada), em um volume final de 500 pL. O
Fit (10-30 uM) foi adicionado ao meio de incubacdo e a reacdo foi parada ap6s a adicdo de
HCIOs gelado (6 M). Em seguida, a suspensdo mitocondrial foi submetida a uma
centrifugacdo a 21.000 g por 5 minutos a 4°C. Um volume de 400 pL do sobrenadante foi
neutralizado com 100 pL de K:HPO4 (1 M) e submetido a uma nova centrifugacéo a 21.000
g por 5 minutos a 4°C. O ATP foi determinado no sobrenadante pela sonda luciferina-
luciferase, conforme instru¢bes do fabricante. A luminescéncia foi medida em um
espectrofotdometro de microplacas Spectramax M5. Oligomicina A (1 pg . mL™) foi usada

como controle positivo (Cecatto et al., 2018).

11.1.4.3. Medida da atividade dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e da

succinato desidrogenase (SDH)

Foram avaliadas as atividades do complexo | (Brunmair et al., 2004), complexo 1l e
I1-111 (Fischer et al., 1985) e complexo IV (Rustin et al., 1994) da cadeia respiratéria
mitocondrial, bem como da SDH (Fischer et al., 1985), utilizando prepara¢6es mitocondriais
de coracdo de ratos e determinadas em espectrofluorimetro para microplacas Spectramax M5

a37°C.
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11.1.4.4. Medida da producao de peréxido de hidrogénio (H202)

A produgcdo de H>O, foi avaliada de acordo com o método de Mohanty e
colaboradores (1997), através da medida da oxidagdo do Ampliflu Red 5 uM, na presenca de
0,5 units. mL"' de peroxidase, em espectrofluorimetro Hitachi F-2500 operado em
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 563 e 587 nm, respectivamente, na
temperatura de 37 °C. As preparacdes mitocondriais obtidas de coragdo de ratos (0,35 mg de
proteina/mL) foram adicionadas ao meio de incubag@o contendo 150 mM KCI, 5 mM MgCl,,
0.1 mg . mL™' BSA, 2 mM KH,PO4, 1 ug . mL™! oligomicina A, 30 uM EGTA e 5 mM

HEPES, pH 7.2, e glutamato mais malato (2,5 mM cada) como substratos.

11.1.5. Descricdo dos parametros da funcdo mitocondrial na presenca de Ca?*

Nestes experimentos, CaCl, foi adicionado aos ensaios e 0s parametros foram
avaliados num espectrofluorimetro Hitachi F-2500 a 37 °C. Os parametros foram realizados
em meio de incubagéo contendo 150 mM KCI, 5 mM MgClz, 0.1 mg . mL™* BSA, 2 mM
KH2PQO4, 1 pg . mL* oligomicina A, 30 uM EGTA e 5 mM HEPES, pH 7.2, e glutamato
mais malato (2,5 mM cada) como substratos, utilizando-se preparacdes mitocondriais obtidas

de coracdo de ratos (0,35 mg de proteina/mL) na presenca do Fit (10-30 uM).

11.1.5.1. Medida da variagéo de potencial de membrana mitocondrial (A%¥Ym)

A medida da AWm foi realizada num espectrofluorimetro Hitachi F-2500 avaliando a
fluorescéncia do corante catiénico safranina O (5 uM) em comprimento de onda de excita¢ao
e emissdo de 495 e 586 nm, respectivamente, na temperatura de 37 °C (Akerman e Wikstrom,
1976). CaCl (30 uM) foi adicionado 150 s ap0s o inicio do ensaio. A quantificacdo dos
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resultados foi realizada pela medida da variacdo de unidades arbitrarias de fluorescéncia

(UAF) entre 150 e 250 segundos ap0s o inicio dos ensaios.

11.1.5.2. Medida do inchamento mitocondrial

O inchamento mitocondrial foi avaliado num espectrofotbmetro de microplacas
Spectramax M5 medindo-se o espalhamento de luz a 540 nm na temperatura de 37 °C (Maciel
et al., 2004). CaCl (50 pM) foi adicionado 150 s ap0s o inicio do ensaio. A quantificacéo
dos resultados foi realizada pela medida da variacdo de unidades arbitrarias (UA) entre 150

e 250 segundos apos o inicio dos ensaios.

11.1.5.3. Medida do conteddo de NAD(P)H mitocondrial

O contetdo de NAD(P)H na matriz mitocondrial foi determinado num
espectrofluorimetro Hitachi F-2500 avaliando a autofluorescéncia do NAD(P)H em
comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 340 e 450 nm, respectivamente, na
temperatura de 37 °C (Maciel et al., 2004). CaCl2 (30 uM) foi adicionado 150 s ap0s o inicio
da medida. A quantificacdo dos resultados foi realizada pela medida da variacdo de UAF

entre 150 e 250 segundos ap6s o inicio dos ensaios.

11.1.5.4. Medida da capacidade mitocondrial de retencio de Ca®*

A capacidade mitocondrial de retencio de Ca?* foi determinada num
espectrofluorimetro Hitachi F-2500 em comprimento de onda de excitagdo e emisséo de 506

e 532 nm, respectivamente, na temperatura de 37 °C, medindo-se a fluorescéncia do Calcium
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Green-5N que representa as concentragdes extramitocondriais de Ca?* livre (Saito e Castilho,

2010). CaClz (30 uM) foi adicionado 150 s apos o inicio da medida.

I1.1.6. Dosagem da concentracio proteica

As proteinas foram dosadas pelo método de Lowry, utilizando-se albumina bovina

como padrédo (Lowry et al., 1951).

11.1.7. Andlise estatistica dos dados

A analise estatistica utilizada foi a analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
do teste post-hoc de Tukey quando comparadas duas ou mais médias, e teste t de Student
qguando comparadas duas médias. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo e as diferencas consideradas significativas quando o P < 0.05. As anélises estatisticas

foram feitas em um computador PC compativel pelo programa GraphPad Prism 9.0.
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11.2. RESULTADOS

11.2.1. Efeito in vitro do acido fiténico (Fit) sobre parametros respiratdrios em

preparacdes mitocondriais de coragdo de ratos jovens

As figuras 3 e 4 mostram o efeito do Fit sobre parametros respiratorios, utilizando
glutamato mais malato e succinato como substratos respiratorios em preparagdes
mitocondriais de coracdo de ratos, respectivamente. Pode-se observar que o Fit aumentou
significativamente o consumo de Oz no estado 4 (10 uM) e diminuiu a RCR (10-30 uM),
quando utilizado glutamato mais malato [Fig. 3A: F(,9=85,23, P < 0,001; Fig. 3D:
F(9=288,4, P <0,001] ou succinato [Fig. 4A: F(,8=46,71, P <0,001; Fig. 4D: F(2,8=43,76,
P < 0,001] como substratos, indicando efeito desacoplador em baixa concentragéo (10 uM).
Além disso, o Fit (30 uM) foi capaz de reduzir fortemente os estados 3 e desacoplado em
mitocondrias de coragdo com glutamato mais malato [Fig. 3B: F(,9=113,8, P < 0,001; Fig.
3C: F@29=109,3, P < 0,001] ou succinato [Fig. 4B: F(8=22,80, P < 0,001; Fig. 4C:
Fr8=23,70, P < 0,001], indicando que o Fit atua como inibidor metabolico em
concentracdes mais elevadas (30 uM). Finalmente, observa-se na figura 5 [F(,12=27,5, P <
0,001] que o atractilosideo (AT), que é um inibidor do ANT, ndo alterou 0 aumento do estado
4 induzido pelo Fit em mitocdndrias de coracdo, indicando que esse transportador ndo esta

envolvido no efeito desacoplador provocado pelo Fit.
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Figura 3. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre o estado 4 (A), o estado 3 (B), o estado
desacoplado (C) e a razdo de controle respiratorio (RCR) (D) em mitocondrias de coracao.
O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado ao meio de incubacdo contendo as preparagdes
mitocondriais (0,1 mg proteina. mL™?) e glutamato (2,5 mM) mais malato (2,5 mM) como
substratos no inicio dos ensaios. Os controles foram realizados na auséncia de Fit. Os valores
representam média + desvio padrao de 4 experimentos independentes (N) e os estados 3, 4 e
desacoplado estdo expressos como pmol Oz. s*. mg proteina™. Analise de variancia de uma

via (ANOVA) esta descrita no texto. ***P<0,001, comparados ao controle (teste de Tukey).
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Figura 4. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o estado 4 (A), o estado 3 (B), 0 estado
desacoplado (C) e a razéo de controle respiratério (RCR) (D) em mitocéndrias de coracao.
O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado ao meio de incubagdo contendo as preparacgoes
mitocondriais (0,1 mg proteina. mL™?) e succinato (5 mM) como substratos no inicio dos
ensaios. Os controles foram realizados na auséncia de Fit. Os valores representam média +
desvio padréo de 3 a 4 experimentos independentes (N) e os estados 3, 4 e desacoplado estéo
expressos como pmol Oz. s*. mg proteina™®. Analise de variancia de uma via (ANOVA) esta

descrita no texto. **P<0,01, ***P<0,001, comparados ao controle (teste de Tukey).
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Figura 5. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o estado 4 na presenca de atractilosideo
(AT, 30 uM) em mitocéndrias de coracdo. O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado ao meio de
incubacéo contendo as preparacdes mitocondriais (0,1 mg proteina. mL™) e glutamato (2,5
mM) mais malato (2,5 mM) como substratos no inicio dos ensaios. Os controles foram
realizados na auséncia de Fit. Os valores representam média + desvio padrdo de 4
experimentos independentes (N) e estdo expressos como pmol O,. st mg proteina®. Analise
de variancia de uma via (ANOVA) esta descrita no texto. ***P<0,001, comparados ao

controle (teste de Tukey).

11.2.2. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre parametros respiratérios em

cultura de cardiomidcitos permeabilizados

A figura 6 mostra o efeito do Fit (10-30 uM) sobre os parametros respiratérios em
cardiomiocitos permeabilizados com digitonina (8 pM), no intuito de avaliar a
funcionalidade mitocondrial integrada ao ambiente citosolico, utilizando o protocolo SUIT
que permite testar de forma sequencial diferentes substratos e varios estados respiratorios
(Makrecka-Kuka et al., 2015). Verificou-se que o Fit foi capaz de aumentar

significativamente o consumo de Oz no estado 4 [Fig. 6C: F(,15=6,744, P < 0,01], embora
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ndo tenha alterado os estados 3 e desacoplado, quando os cardiomidcitos respiraram com

substratos ligados ao NADH (piruvato mais malato mais glutamato) ou ao FADH:

(succinato).
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Figura 6. Efeito in vitro do &acido fitanico (Fit) sobre parametros respiratdrios em cultura de

cardiomidcitos permeabilizados. Foram avaliados o estado 3 (A e B), estado 4 (C) e estado

desacoplado (D e E), utilizando uma combinacdo de substratos ligados ao NADH (5 mM

piruvato mais 0,5 mM malato mais 10 mM glutamato - PMG) e FADH> (10 mM succinato —

S). O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado ao meio de incubagdo contendo os cardiomidcitos
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permeabilizados (1,5 milhdo de células . mL™). Os controles foram realizados na auséncia de
Fit. Os valores representam média + desvio padrdo de 5 a 9 experimentos independentes (N)
e estdo expressos como pmol O2. s, milhdo de células™. Anélise de variancia de uma via

(ANOVA) esta descrita no texto. **P<0,01 comparados ao controle (teste de Tukey).

11.2.3. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a atividade dos complexos da

cadeia respiratéria e da succinato desidrogenase (SDH) em preparagdes

mitocondriais de coracdo de ratos jovens

Considerando que o Fit reduziu significativamente a respiracdo mitocondrial nos
estados 3 e desacoplado em preparacdes mitocondriais de coragdo de ratos, avaliou-se
posteriormente o efeito do Fit (10-30 uM) sobre a atividade dos complexos I-1V da cadeia
respiratoria mitocondrial e da SDH (Figura 7). Pode-se observar na figura que o Fit inibiu
fortemente a atividade de todos os complexos da cadeia respiratdria, bem como da SDH [Fig.
7A: F(212=85,83, P < 0,001; Fig. 7B: F2,15=134,8, P < 0,001; Fig. 7C: F(2,15=64,48, P <
0,001; Fig. 7D: F(2,12=64,36, P < 0,001; Fig. 7E: F(2,15=14,49, P < 0,001], o que pode
possivelmente estar relacionado ao efeito de inibicdo metabdlica (inibicdo dos estados 3 e

desacoplado) provocado por esse acido graxo.
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Figura 7. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre o complexo | (A), 11 (B), II-111 (C), IV
(D) e succinato desidrogenase (SDH) (E) em mitocondrias de corac¢do. O Fit (10 - 30 uM)
foi adicionado ao meio de incubagdo e pré-incubado por 30 min. Os controles foram
realizados na auséncia de Fit. Os valores representam média + desvio padrdo de 4 a 6
experimentos independentes (N) e estdo expressos como nmol. mint. mg proteina™. Anélise
de variancia de uma via (ANOVA) esta descrita no texto. **P<0,01, ***P<0,001,

comparados ao controle (teste de Tukey).
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11.2.4. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a producdo de ATP em

preparacdes mitocondriais de coracdo de ratos jovens

Com o objetivo de avaliar se os efeitos do Fit (10-30 uM) sobre a respiracéo
mitocondrial resulta num déficit energético, investigou-se seu efeito sobre a producdo de
ATP em preparagGes mitocondriais de coracgdo, utilizando glutamato mais malato como
substratos. A figura 8 mostra que o Fit diminuiu significativamente a producdo de ATP
[F(3,16)=130,0, P < 0,001], confirmando que o efeito desacoplador e inibidor metabdlico do

Fit resulta num forte prejuizo na producéo de energia.
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Figura 8. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a producdo de ATP em mitocondrias
de coracgdo. O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado ao meio de incubacéo contendo as preparacgdes
mitocondriais (0,1 mg proteina. mL™) e glutamato (2,5 mM) mais malato (2,5 mM) como
substratos no inicio dos ensaios. Os controles foram realizados na auséncia de Fit.
Oligomicina A (Oligo, 1 pg. mL™?) foi utilizada como controle positivo. Os valores

representam média + desvio padréo de 5 experimentos independentes (N) e estdo expressos
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como nmol ATP. min. mg proteina®. Analise de variancia de uma via (ANOVA) esta

descrita no texto. ***P<0,001, comparados ao controle (teste de Tukey).

11.2.5. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre a variacdo do potencial de
membrana mitocondrial (A¥m) em preparacdes mitocondriais de coracdo de

ratos jovens

No intuito de investigar os efeitos do Fit (10-30 puM) sobre outras funcoes
mitocondriais cardiacas, o proximo passo foi avaliar a Aym, utilizando glutamato mais
malato e na presenca de Ca?* exdgeno (30 uM), em preparac¢des mitocondriais de coragio de
ratos. Pode-se observar na figura 9 que o Fit diminuiu a Aym ap6s a adicdo de Ca?*, que foi
totalmente prevenido pela presenca de CsA mais ADP (painel A), indicando que o efeito foi

desencadeado pela abertura do PTP mitocondrial. A quantificacdo dos resultados esta

apresentada no painel B [F3,11)=7,582, P = 0,01].
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Figura 9. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o potencial de membrana mitocondrial
(AYm) em mitocondrias de coragdo. Os experimentos foram realizados em meio de
incubago contendo as preparagdes mitocondriais (0,35 mg proteina. mL1) e glutamato (2,5

mM) mais malato (2,5 mM) como substratos. Ciclosporina A (CsA, 1 uM) mais ADP (300
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M) foram adicionados no inicio dos ensaios, enquanto o Fit (10 - 30 uM) 50 segundos apos.
Todos o0s experimentos se referem a preparacdes mitocondriais suplementadas por Ca* (30
pM), como indicado. CCCP (3 uM) foi adicionado no fim dos ensaios. Os controles foram
realizados na auséncia de Fit. Os tracados sdo representativos de 3 a 4 experimentos
independentes (N) e estdo expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia (UAF) (A). O
painel B apresenta a quantificacdo dos resultados apresentados no painel A apds a adigéo de
Ca2*. Os valores sdo média + desvio padrdo de 4 experimentos independentes (N) e estdo
expressos como AUAF entre 150 e 250 s. Analise de variancia de uma via (ANOVA) esta

descrita no texto. **P<0,01 comparados ao controle (teste de Tukey).

11.2.6. Efeito in vitro do acido fiténico (Fit) sobre o inchamento em preparacdes

mitocondriais de coracéo de ratos jovens

Para melhor caracterizar a consequéncia de inducao do PTP mitocondrial, avaliou-se
o efeito do Fit (10-30 uM) sobre o inchamento mitocondrial, utilizando glutamato mais
malato e na presenca de Ca?* exdgeno, em preparacdes mitocondriais de coracéo de ratos (50
uM) (Figura 10). O Fit foi capaz de induzir inchamento mitocondrial na presenca de Ca?",
que foi totalmente prevenido por CsA mais ADP (painel A), corroborando que o Fit é indutor
do PTP mitocondrial dependente de Ca?*. A quantificacdo dos resultados esta apresentada no

painel B [F,12=35,03, P < 0,001].
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Figura 10. Efeito in vitro do acido fitanico (Fit) sobre o inchamento em mitocdndrias de
coracdo. Os experimentos foram realizados em meio de incubagdo contendo as preparagdes
mitocondriais (0,35 mg proteina. mL™) e glutamato (2,5 mM) mais malato (2,5 mM) como
substratos. Ciclosporina A (CsA, 1 uM) mais ADP (300 uM) foram adicionados no inicio
dos ensaios, enquanto o Fit (10 - 30 uM) 50 segundos ap6s. Todos 0s experimentos se
referem a preparacbes mitocondriais suplementadas por Ca®* (50 pM), como indicado.
Alameticina (Ala, 40 pg/mg de proteina) foi adicionado no fim dos ensaios. Os controles
foram realizados na auséncia de Fit. Os tracados sdo representativos de 4 experimentos
independentes (N) e estdo expressos como unidade arbitraria (UA) (A). O painel B apresenta
a quantificacdo dos resultados apresentados no painel A apds a adicdo de Ca?*. Os valores
sdo média + desvio padrdo de 4 experimentos independentes (N) e estdo expressos como
AUA entre 150 e 250 s. Andlise de variancia de uma via (ANOVA) esta descrita no texto.

**pP<(0,01, ***P<0,001 comparados ao controle (teste de Tukey).

11.2.7. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o conteido de NAD(P)H em
preparacdes mitocondriais de coragdo de ratos jovens
Verificou-se ainda que o Fit (10-30 uM) diminuiu o conteddo de NAD(P)H

mitocondrial, que foi intensificado apos a adi¢do de Ca?* (30 uM) exdgeno, provavelmente
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causado pelo efeito desacoplador e de inducéo da abertura do PTP mitocondrial causado pelo
Fit, respectivamente (Figura 11). A quantificacdo dos resultados esta apresentada no painel

B [F(20)=26,38, P = 0,001].
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Figura 11. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre o conteido de NAD(P)H em
mitocondrias de coracdo. Os experimentos foram realizados em meio de incubagao contendo
as preparages mitocondriais (0,35 mg proteina. mL™?) e glutamato (2,5 mM) mais malato
(2,5 mM) como substratos. O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado 50 segundos ap6s o inicio dos
ensaios. Todos os experimentos se referem a preparacées mitocondriais suplementadas por
Ca?* (30 uM), como indicado. CCCP (3 uM) foi adicionado no fim dos ensaios. Os controles
foram realizados na auséncia de Fit. Os tracados sdo representativos de 4 experimentos
independentes (N) e estdo expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia (UAF) (A). O
painel B apresenta a quantificacdo dos resultados apresentados no painel A apés a adicdo de
Ca?*. Os valores sdo média + desvio padrdo de 4 experimentos independentes (N) e estdo
expressos como AUAF entre 150 e 250 s. Analise de variancia de uma via (ANOVA) esta

descrita no texto. *P<0,05, **P<0,01 comparados ao controle (teste de Tukey).
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11.2.8. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a capacidade de retencéo de

Ca?* em preparacdes mitocondriais de coracédo de ratos jovens

Na proxima etapa do trabalho, o efeito do Fit (10-30 uM) sobre a capacidade de
retencdo de Ca?* mitocondrial foi investigado, que ¢ uma importante fungdo dessa organela
para a manutencdo da homeostase do Ca?* celular. A figura 12 mostra que o Fit reduziu
fortemente a capacidade mitocondrial de retencdo de Ca?* apds a adigdo de um pulso de 30
uM de Ca?* exdgeno.
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Figura 12. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a capacidade de retencio de Ca?* em
mitocondrias de coracdo. Os experimentos foram realizados em meio de incubacdo contendo
as preparages mitocondriais (0,35 mg proteina. mL™) e glutamato (2,5 mM) mais malato
(2,5 mM) como substratos. O Fit (10 - 30 uM) foi adicionado no inicio dos ensaios. Todos
0s experimentos se referem a preparacdes mitocondriais suplementadas por Ca?* (30 pM),
como indicado. CCCP (3 uM) foi adicionado no fim dos ensaios. Os controles foram
realizados na auséncia de Fit. Os tracados sdo representativos de 4 experimentos

independentes (N) e estdo expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia (UAF).
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11.2.9. Efeito in vitro do acido fiténico (Fit) sobre a producédo de peroxido de

hidrogénio (H202) em preparagdes mitocondriais de coracdo de ratos jovens

Finalmente, avaliou-se o efeito do Fit (30 uM) sobre a producdo de H>O2, com o
propodsito de determinar o envolvimento de ERO nos efeitos observados sobre as funcdes
mitocondriais. A figura 13 mostra que o Fit ndo alterou a producéo de H.O2 em mitocondrias
de coragdo, utilizando glutamato mais malato como substrato e na auséncia de Ca?* exdgeno,
indicando que um ataque oxidativo provavelmente ndo precede os efeitos do Fit sobre

parametros mitocondriais observados apos a adigdo de Ca®*.
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Figura 13. Efeito in vitro do &cido fitanico (Fit) sobre a producéo de perdxido de hidrogénio
(H202) em mitocondrias de coragdo. Os experimentos foram realizados em meio de
incubacéo contendo as preparagdes mitocondriais (0,35 mg proteina. mL™?) e glutamato (2,5
mM) mais malato (2,5 mM) como substratos. O Fit (30 uM) foi adicionado 50 segundos apés
o inicio dos ensaios. Antimicina A (0.1 ug. mL™?) foi adicionada no fim dos ensaios. Os
controles foram realizados na auséncia de Fit. Os tracados sdo representativos de 4
experimentos independentes (N) e estdo expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia

(UAF).
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I11.1. DISCUSSAO

Pacientes acometidos pela doenca de Refsum sdo bioquimicamente caracterizados
pelo acumulo de Fit nos tecidos e liquidos biologicos dos pacientes, sendo que as
concentracdes plasmaticas podem atingir até 5000 UM (niveis em individuos normais: <
30uM) (Al-Dirbashi et al., 2008; Wanders et al., 2003; Wierzbicki, 2007). Além do
comprometimento neuroldgico, que € uma das caracteristicas clinicas marcantes da doenca,
0s pacientes podem desenvolver uma cardiomiopatia, potencialmente fatal, de patogenia
ainda pouco conhecida. Neste contexto, as altas concentracfes de Fit nos pacientes podem
contribuir significativamente para a fisiopatologia da doenca, especialmente sobre o tecido
cerebral (Busanello et al., 2010; Kahlert et al., 2005; Komen et al., 2007; Schonfeld et al.,
2004; Schonfeld e Reiser et al., 2006). No entanto, embora ja tenha sido descrito que o Fit
atua como desacoplador da fosforilagdo oxidativa, inibidor do complexo I-111 e indutor da
producdo de ERO em coracdo (Grings et al., 2012; Schonfeld e Reiser et al., 2006), mais
estudos ainda sdo necessarios para esclarecer os mecanismos de toxicidade do Fit sobre o
tecido cardiaco, bem como o seu papel na cardiomiopatia que acomete os pacientes com a
doenca de Refsum.

No intuito de melhor compreender os efeitos do Fit sobre fun¢Ges mitocondriais,
avaliou-se, no presente estudo, os efeitos desse acido graxo sobre importantes parametros da
bioenergética mitocondrial e homeostase do Ca?* em preparacdes mitocondriais obtidas de
coragdo de ratos jovens, bem como em cultura de cardiomidcitos (linhagem H9c?2).

Inicialmente, verificamos que o Fit aumentou significativamente a respiragcéo
mitocondrial no estado 4 em concentragdes mais baixas (10 uM), utilizando glutamato mais
malato ou succinato como substratos, em preparagdes mitocondriais de coragdo, indicando

efeito desacoplador. No entanto, a concentracdo de 30 UM de Fit ndo alterou a respiragao no
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estado 4, 0 que sugere que, em concentracfes mais altas, a respiracdo mitocondrial possa
estar sendo inibida pelo Fit. A observacao de que o consumo de O2 nos estados 3 (estimulado
por ADP) e desacoplado (estimulado por CCCP) foi fortemente inibido pelo Fit, na
concentracdo de 30 uM e com ambos 0s substratos respiratdrios, confirma que esse acido
graxo se comporta como inibidor metab6lico em concentracGes mais elevadas. Além disso,
observou-se uma diminui¢cdo da RCR, sugerindo que os efeitos deletérios provocados pelo
Fit sobre a respiracdo mitocondrial comprometem o acoplamento entre o consumo de Oz e a
producdo de ATP. Isso foi confirmado pela observacao de uma forte inibi¢do na producéo de
ATP pelo Fit (10-30 uM) em preparacdes mitocondriais de coracdo, utilizando glutamato
mais malato como substratos.

Também se observou que o Fit foi capaz de aumentar a respiracdo mitocondrial no
estado 4 em cardiomidcitos permeabilizados com digitonina, utilizando uma combinacgéo de
substratos ligados ao NADH (piruvato mais malato mais glutamato) e FADH: (succinato),
indicando que o efeito desacoplador ocorre numa preparacédo celular em que as mitocondrias
estdo integradas ao ambiente citosélico, que melhor mimetiza uma situacdo in vivo
(Makrecka-Kuka et al., 2015). Por outro lado, ndo se pode descartar que o efeito de inibicdo
metabolica também ocorra nestes sistemas com concentracfes mais elevadas de Fit, em
comparacao as que foram utilizadas neste trabalho.

No que diz respeito aos mecanismos responsaveis pelo efeito desacoplador causado
pelo Fit, é possivel que seja resultado do mecanismo protonoférico exibido pelo par
acido/base conjugada, consistindo em se unir a H™ no espaco intermembrana e se difundir
para a matriz mitocondrial, posteriormente retornando ao espago intermembrana utilizando
um transportador aniénico na membrana mitocondrial interna, dessa forma diminuindo a

A¥m (Schonfeld e Bohnensack,1997; Schonfeld e Schild, 1989; Schonfeld, 1992). Neste
44



particular, considerando que o AT, inibidor do ANT, ndo causou nenhuma influéncia sobre
0 aumento da respiracdo no estado 4 induzido pelo Fit em mitocondrias de coracao, sugere-
se que o ANT ndo contribui para o efeito desacoplador causado pelo Fit. No entanto, ndo se
pode excluir que outro transportador esteja sendo utilizado pelo Fit para exercer o mecanismo
de desacoplamento, incluindo proteinas desacopladoras (UCPs), transportadores de
carboxilatos e carreadores de fosfato (Goglia e Skulachev, 2003; Schonfeld et al., 2000;
Zackova et al., 2000).

Por outro lado, com relacdo ao efeito de inibicdo metabdlica provocado pelo Fit,
acredita-se que se deva, ao menos em parte, pela expressiva inibicdo da atividade dos
complexos da cadeia respiratéria I, 11, 11-111 e IV, bem como da SDH, enzima que pertence
ao complexo Il, que foi verificada em mitocéndrias de coracdo. Esses resultados corroboram
com um estudo anterior que observou inibicdo do complexo I-1I1 em homogeneizado de
coracdo, pelo Fit em altas concentrac@es (500 uM) (Grings et al., 2012).

Além disso, o presente estudo verificou que o Fit reduziu drasticamente a A¥Ym e
induziu inchamento em mitocéndrias de coragdo na presenca de Ca?*, utilizando glutamato
mais malato como substratos. Esses efeitos foram devidos a abertura do PTP mitocondrial
dependente de Ca?*, uma vez que foram totalmente prevenidos por CsA mais ADP, os quais
sdo classicos inibidores do PTP por se ligarem a ciclofilina D (Saito e Castilho, 2010) e ao
ANT (Yarana et al., 2012), respectivamente. A permanente abertura do PTP resulta em
liberagdo de Ca?* para o citosol e de fatores apoptogénicos intramitocondriais, como o
citocromo c, despolarizagao e inchamento mitocondrial, perda de GSH, NADH e NADPH,
comprometimento da sintese de ATP e morte celular (apoptose e necrose) (Bernardi e Von
Stockum, 2012; Rasola e Bernardi, 2011; Rizzuto et al., 2012; Vercesi et al., 2018; Liu et al.,

1996). As observagdes de que o Fit também foi capaz de diminuir o contetdo de NAD(P)H
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e a capacidade de retencdo de Ca?* em preparages mitocondriais de coragéo, na presenca de
Ca?*, corroboram com a hip6tese de inducgdo do PTP pelo Fit. Cabe aqui salientar que ja foi
anteriormente demonstrado que o Fit, em altas concentracdes (250-500 uM), foi capaz de
reduzir a A¥m e o contetido de NAD(P)H em mitocondrias de coracdo na auséncia de Ca®*,
possivelmente associado ao efeito desacoplador desse acido graxo (Grings et al., 2012).

Ressalta-se ainda que uma alteragdo na homeostase bioenergética e do Ca®*
mitocondrial pelo Fit pode comprometer severamente a fisiologia cardiaca, uma vez que a
manutencdo das concentracbes de Ca?* citosdlico e apropriado suprimento de ATP s&o
fundamentais para a contracdo cardiaca, podendo assim levar a morte celular (Drago et al.,
2012; Luo e Anderson, 2013). Neste contexto, destaca-se o elevado volume mitocondrial dos
cardiomidcitos, por volta de 30 %, sendo esta organela responsavel por fornecer mais de 95 %
do ATP demandado por essas células (Piquereau et al., 2013; Rosenberg, 2004). Portanto, é
presumivel que o tecido cardiaco seja altamente susceptivel a danos sobre funcGes
mitocondriais, como demonstrado numa série de doencas cardiacas, tais como lesdo da
isquemia-reperfusdo, hipertrofia cardiaca, hipertensdo, aterosclerose e faléncia cardiaca
(Murphy e Steenbergen, 2008; Ramaccini et al., 2021; Siasos et al., 2018), bem como em
erros inatos do metabolismo que afetam o coracdo, como a acidemia propidnica (Roginski et
al., 2020; Tamayo et al., 2020).

A inducdo da abertura do PTP pelo Fit pode estar relacionada ao seu efeito
desacoplador e de inibicdo metabolica, como ja foi previamente demonstrado para outros
compostos. Por outro lado, embora a ativagdo do PTP tenha sido largamente relacionada a
producdo de espécies reativas (Vercesi et al., 2018), e trabalhos prévios demonstraram
inducdo de estresse oxidativo pelo Fit em altas concentragdes (Grings et al., 2012; Schonfeld

e Reiser, 2006; Schonfeld e Wojtczak, 2007), o envolvimento deste mecanismo é pouco
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provavel pois ndo foi verificado aumento na producdo de H>O> nas condi¢des experimentais
testadas neste trabalho.

Embora as concentracGes de Fit testadas neste estudo (10-30 uM) sejam inferiores
aquelas ja descritas no plasma de pacientes acometidos pela Doenca de Refsum, é dificil
determinar a relevancia fisiopatologica dos resultados obtidos, uma vez que as concentragdes
de Fit no coracdo dos pacientes ainda ndo estdo estabelecidas. Entretanto, € possivel que
concentracgdes teciduais de Fit, particularmente no tecido cardiaco, sejam significativamente
superiores as encontradas em plasma, uma vez que o defeito metabdlico é intracelular e o

coracdo € um 6rgdo com elevado metabolismo de acidos graxos (Murashige et al., 2020).

47



I11.2. CONCLUSOES

Concluindo, os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram, pela primeira
vez, que o Fit se comporta como um desacoplador da fosforilagdo oxidativa, inibidor
metabdlico e indutor do PTP mitocondrial, resultando em severo distdrbio na homeostase
bioenergética e do Ca®* em coracdo. No caso dos presentes resultados in vitro serem
confirmados in vivo, em modelos animais e em tecidos de pacientes afetados pela Doenca de
Refsum, presume-se que uma disfuncdo mitocondrial causada pelo Fit pode contribuir, ao

menos em parte, para a patogénese da cardiomiopatia caracteristica dessa doenca.

111.3. PERSPECTIVAS

e Investigar o efeito do Fit sobre parametros da funcdo mitocondrial e a inducdo do PTP

mitocondrial em cultura de cardiomiocitos.

e Investigar o efeito do Fit sobre pardmetros da funcdo mitocondrial no coragdo em

modelos animais da Doenca de Refsum.
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