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

Josyane de Andrade Silveira

Efeitos toxicos do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico sobre as
defesas antioxidantes, metabolismo energético e neurodesenvolvimento em ratos

neonatos

Porto Alegre
2023



CIP - Catalogagao na Publicagio

Silveira, Josyans De Andrades

Efeitos téxicos do dcido 3-hidroxi-3-metilgiutarico
scbhre as defesas antioxidantes, metabolismo ‘ensrgético
= neurcdesenvolvimento em ratos nsonatos / Josyans De
2ndrade Silveira. —— 2023,

£5 £

Orientador: Guilhian Leipnit=z.

Dissertacio (Mestrado) —— Uniwversidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Programa de Pds—-Graduacdo em Ciéncias
icas:!: Bioguimica, Porto Alegre, BR-RS, 2023.

1. Defici&ncia da 3-hidréxi-3-metilglutaril-Col
liase. 2. Bipenergética. 3. Estresse coxidativo. 4. ;
Neurcdesenveolvimento. 5. Cérebro. I. Leipnitz,
Guilhian, oriemt. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelofa) autor(a).




Josyane de Andrade Silveira

Efeitos toxicos do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico sobre as
defesas antioxidantes, metabolismo energético e neurodesenvolvimento em ratos

neonatos

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a
obtencao do titulo de mestra em Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Guilhian Leipnitz

Porto Alegre
2023



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a minha querida mae, Marilia, que ndo esta mais entre nos, mas
que foi a primeira pessoa a acreditar em mim e lutar por mim, desde a barriga. Obrigada
por tanto, mae. Prometo que vou realizar todos os nossos sonhos. Te amo!

Agradeco ao meu pai, que esteve ao meu lado em todos os momentos, que se preocupou
comigo, cuidou e zelou por mim, sem pedir nada em troca além do meu sucesso e
felicidade. Te amo, pai! Tu és uma inspiragao para mim!

Agradec¢o a Eduarda, minha companheira de vida, que foi incansavel e me motivou todos
os dias durante esse periodo. Obrigada por ter enxugado minhas ldgrimas e ndo ter
permitido com que eu desistisse em diversos momentos, tu €s um presente na minha vida!
Te amo!

Aos meus irmaos, Jacqueline e Jeferson, e ao meu afilhado, Hiago, meu muito obrigada!
Vocés me arrancaram sorrisos genuinos nos momentos em que estava cansada e que
precisava de um quentinho no cora¢ao. NoOs para sempre!

A minha familia e minha psicologa, obrigada, obrigada e obrigada! Vocés fazem parte
dessa jornada e da pessoa que me tornei hoje.

A minha parceira de laboratério, minha dupla, a Raquel da minha Ruth, Manuela, serei
eternamente grata! Iniciamos o mestrado juntas, no mesmo dia, € vamos concluir ele
juntas, no mesmo dia... € agora vamos iniciar o doutorado juntas... quem diria?! Obrigada,
Manu, por passar por todos esses momentos € situagdes ao meu lado, se ndo fosse por ti,
talvez ndo tivesse ido tdo longe. Que nossa jornada seja longa e repleta de realizagdes e
que nossa amizade flores¢a mais a cada dia! Mais uma vez obrigada!

As minhas amigas e parceiras de laboratério, Jaqueline, Camila ¢ Morgana, muito
obrigada, nossos momentos de risadas, fofoquinhas, tragédias e comilangas tornaram tudo
mais facil e foram muito importantes para mim! Obrigada pelas ajudas nos experimentos
e principalmente a Camila: obrigada por ser tdo boa no Excel hahaha. Espero que
possamos continuar trilhando um lindo caminho juntas!

Aos ICs do laboratdrio, Nathélia, Christofer e Isabela, obrigada por toda ajuda e por toda
paciéncia, mesmo nos dias que eu ndo sabia explicar muito bem o que precisava ser feito,
ou quando eu pedia muitas coisas e mal dava tempo para vocés respirarem! Vocés foram
incriveis e tem um papel importante na conclusdo desse trabalho.

Aos meus amigos do departamento, Rafael Teixeira, Rafael Palavro, Angela, Vanessa,
Ediandra, Andrey, Junior e Alex, vocés tornaram meus dias melhores e tornaram o
trabalho menos dificil, entdo, muito obrigada!

Aos meus amigos, Renan, Narelle, Kariane, Daniela e Lucca, vocés sdo incriveis!
Obrigada por fazerem parte da minha vida e por tornarem ela melhor! Nossos momentos
juntos foram o alivio que eu precisava no meio do estresse. Obrigada! Amo vocés!

Ao meu querido orientador e amigo, professor Guilhian Leipnitz: TU ES O CARA!
Obrigada por ter acreditado em mim e por ndo desistir de mim. Eu aprendi e continuo
aprendendo tanto contigo, € sou tao grata por isso. Obrigada por me reconfortar e por me

3



manter na linha, tu és um ser humano incrivel e de uma inteligéncia impar. Espero que
algum dia eu posso ser pelo menos 1% do profissional e da pessoa que tu €és! Obrigada
por tudo, mais uma vez!

Aos meus dois filhos bichologicos, Luna Maria e José Otavio, obrigada por colorirem
meu dia e minha vida, e por estarem ao meu lado em todos os momentos, vocés foram
meu suporte em muitos momentos. Amo voces!

E por ultimo queria agradecer a mim mesma, por nao desistir, por seguir lutando e
acreditando, mesmo quando as coisas estavam dificeis e tudo parecia impossivel, eu nao
desisti e hoje eu estou aqui e posso dizer que consegui vencer mais essa etapa. E que
venha a proxima!



Sumario

PARTE T.auuiitiiiicninienienniensninnnenseesssecssesssssssssssssessssessssssssesssasssssssasssssssssasssssssanss 10
1. INTRODUGAQ .ucounrnninninscnscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
1.1. Erros Inatos do MetaboliSIO .......ccocueeeerivnriccsssnreicssssnnnccsssnssessssssssssssssssscsanns 11
1.2. Deficiéncia da 3-Hidroxi-3-Metilglutaril-CoA Liase........ccccecveevreressvercssvnscsnns 12
1.2.1. Diagnostico € Tratamento..........eecuieeuieeeiierieeiieeiieeiieeiee e eee e see e 14
1.2.2. FiS10PAtOIOZIA ....veeeiviieeiiieciie ettt e e e e e e e 14
1.3. HOmMeOoStase REAOX . ...uciicriveericiisnricssssnnnricsssnsresssssssesssssasssssssssssesssssssssssssssssssssne 15
1.3. Metabolismo Energético Cerebral .........icoeieiveicisnicsssnncnsnncssnncsssencsssnncsanns 16
2. JUSTIFICATIVA ...uuiiiiciiinnnnenseicnisssisssesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 18
3. OBJETIVOS E METAS ..cuiiiiiiiiiinninniisseisssnsssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
31, GEIAL cuuucnneecnnenniccnennnnenneisnecsneessnesssesssnssssessssssssassssessssssssasssassssesssassssssssassssesssane 19
3.2, ESPECITICOS veeeeruerersnrcssnrcssrnnossannsssanssssasssssanssssassssssssssasssssasssssassssssssssnsssssnsssssnssss 19
4. METODOLOGIA.....uucoutiiiiitiiinnninneicsnisssisssesssisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 19
4.1, ADIINALS covveerneeiinenssnnisnenssenissesssnnsssnesssssssnssssscssessssssssssssssssssssssasssssssassssassssassssessaass 19
4.2, ESTUAOS T7 ViVO cauuuerieisvunriinsssnnricssssansesssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
4.2.1. Preparagdo das amostras para analise in vivo dos parametros bioquimicos do
metabolismo energético € estresse 0XidatiVo........ccueerueerieeriienieeriienie e 20
4.3. Técnicas BIOQUIMICAS ...ccceeerreiesrnrcssnisssanicsssanessassssassssssssssssssssssssssssssssssssssassss 20
4.3.1. EStresse OXIAatiVO .....eeeueeeiiiriieeiieriie ettt ettt et seae b enees 20
4.3.2. MetaboliSMO €NETZELICO ...iivviieriieeeiieeeiieeerieeeieeeereeeteeesreeesaeeesaeeenaaeeens 22
4.4. Avaliacio do Desenvolvimento NeUromotor ..........cccccceeeeeeececccsccnassessecccsssssnns 23
4.5. Dosagem de Proteinas .......cuecceveecnssnisssanicsssencsssesssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssnssss 25
4.6. Analise EStatiStiCa......cccerveeerssercssnicsssnisssanisssanecssanesssanssssssessssssssssssssssssssnsssssnssss 25
PARTE II cuuuiiiiiiiniiniennecnnecsannsnnsssessssesssnsssssssssssssessssessssssssssssassssesssssssassssassssessanss 26
5. RESULTADOS ..uuiitiitiitictiinnnssinsticssisssssssessssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 27
5.1. O HMG causa dano a homeostase redox em estriado de ratos .......c..cceeuueee. 27
5.2. O HMG causa danos a homeostase redox em cortex cerebral de ratos ....... 28
5.3. O HMG causa alteracées na bioenergética em estriado de ratos.................. 30
5.4. O HMG causa alteracées na bioenergética em cortex cerebral de ratos...... 31
5.5. O HMG altera marcadores de neurodesenvolvimento em ratos..........cce..c... 32
6. DISCUSSAQ ....ouuuiurinincncnsnsinsencnsssssesssnssssssssssessssssssssssssssssssssssssassssssssssssasssssssess 34
7. PERSPECTIVAS ....ititintinnttsninssnessesssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 41
8. REFERENCIAS ...coueuminmninrninsnssmssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 42



Lista de abreviaturas

HL — 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase
HMG - 3-hidroxi-3-metilglutarico

EIM — erros inatos do metabolismo
HMG-CoA - 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA
ATP — adenosina trifosfato

ERO — espécies reativas de oxigénio
CTE - cadeia transportadora de elétrons
NADPH - fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
CS - citrato sintase

CAT - catalase

ERN - espécies reativas de nitrogénio
G6PDH - glicose-6-fosfato desidrogenase
GPx - glutationa peroxidase

GR - glutationa redutase

GSH - glutationa

GSSG - persulfeto de glutationa

GST - glutationa S-transferase

H>0; - peroxido de hidrogénio

icv - intracerebroventricular

MDH - malato desidrogenase

NOe - 6xido nitrico

NQOLI - quinona desidrogenase

O: - oxigénio molecular

0> - anion superdxido

OHpe - radical hidroxila

ONOQO" - peroxinitrito

OXPHOS - fosforilagdo oxidativa

SOD - superoxido dismutase

SDH - succinato desidrogenase

CDNB - 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno



EDTA - acido etilenodiaminotetraacético
HOCI - 4cido hipocloroso

10, - oxigénio singlet



Resumo

A deficiéncia da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase (HL), também chamada de
acidemia 3-hidroxi-3-metilglutirica, ¢ uma doenca neurometabdlica que afeta o
catabolismo da leucina e a cetogénese. Os pacientes apresentam elevados niveis urinrios
predominantemente do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG). Os sintomas incluem
principalmente achados neurologicos como déficit cognitivo, hipotonia, macrocefalia e
convulsdes. Esse quadro neurolégico piora em situagdes de descompensagdo metabolica,
quando ocorrem elevacdes drésticas nas concentragdes do HMG. Apesar da gravidade
dos achados clinicos na deficiéncia da HL, podendo levar o paciente at¢ mesmo ao o6bito,
0s mecanismos responsaveis pela neurofisiopatologia ndo estdo totalmente elucidados.
Estudos anteriores mostraram que o HMG induz estresse oxidativo e disfungdo
bioenergética in vitro e in vivo em cérebro de ratos jovens. Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi de investigar os efeitos da administracdo intracerebroventricular do
HMG (1 pmol/g) sobre parametros de estresse oxidativo e bioenergética em cortex
cerebral e estriado de ratos neonatos, 6 horas apos injecdo. Também foram avaliados
marcadores de neurodesenvolvimento no dia pés-natal 9. Vimos que o HMG diminuiu a
atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa S-transferase, glicose-6-fosfato desidrogenase e glutationa
redutase (GR) no estriado. J4 em cortex cerebral, observamos uma diminui¢ao apenas da
atividade de GPx e GR, e um aumento na atividade da CAT causados pelo HMG. No
entanto, em ambas as estruturas ndo foram encontradas alteragdes nos niveis de glutationa
reduzida. Ja nos parametros de metabolismo energético, 0 HMG diminuiu a atividade
enzimadtica da citrato sintase e da malato desidrogenase, além dos complexos II, II-1II e
IV da cadeia respiratoria em estriado. Ainda vimos que o HMG diminuiu apenas a
atividade enzimatica da succinato desidrogenase, bem como dos complexos II, II-IIT e IV
da cadeia respiratdria em cortex cerebral. Finalmente, observamos que o HMG alterou os
testes de geotaxia negativa, reflexo de endireitamento postural, marcha, testes de
suspensao dos membros posteriores, aversdo a queda e preensao dos membros anteriores.
Nossos achados sugerem que o HMG causa estresse oxidativo, disfuncao bioenergética e
alteragcdes no neurodesenvolvimento que podem explicar a neurofisiopatologia da
deficiéncia da HL.

Palavras-chaves: Deficiéncia da  3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA  liase;
Bioenergética; Estresse oxidativo; Neurodesenvolvimento; Cérebro.



Abstract

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase (HL) deficiency, also called 3-hydroxy-
3-methylglutaric acidemia, is a neurometabolic disease that affects leucine catabolism
and ketogenesis. Patients present with high urinary levels of predominantly 3-hydroxy-3-
methylglutaric acid (HMG). Symptoms include mainly neurological findings such as
cognitive impairment, hypotonia, macrocephaly, and seizures. This neurological
condition worsens in situations of metabolic decompensation, which is characterized by
a dramatic increase in HMG concentrations. Despite the severity of the clinical findings
in HL deficiency, which can even lead the patient to death, the mechanisms responsible
for the neuropathophysiology are not fully elucidated. Previous studies have shown that
HMG induces oxidative stress and bioenergetic dysfunction in vitro and in vivo in the
brain of young rats. Therefore, the objective of the present study was to investigate the
effects of intracerebroventricular administration of HMG (1 pmol/g) on parameters of
oxidative stress and bioenergetics in the cerebral cortex and striatum of neonatal rats.
Neurodevelopment parameters were also evaluated. We found that HMG decreased the
activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), glutathione S-transferase, glucose-6-phosphate dehydrogenase and
glutathione reductase (GR) in the striatum. In the cerebral cortex, we observed a decrease
only in GPx and GR activities and an increase in CAT activity caused by HMG. However,
in both brain structures, no changes in reduced glutathione levels were found. Regarding
energy metabolism parameters, HMG decreased the enzymatic activity of citrate synthase
and malate dehydrogenase, in addition to the complexes II, II-III and IV of the respiratory
chain in the striatum. We also observed that HMG decreased the enzymatic activity of
succinate dehydrogenase, as well as of the complexes II, II-1II and IV of the respiratory
chain in the cerebral cortex. Finally, we observed that HMG altered negative geotaxis,
righting, gait, hindlimb suspension, cliff avoidance, and forelimb grasping. Our findings
suggest that HMG causes oxidative stress, bioenergetic dysfunction, and
neurodevelopmental changes that may explain the neurophysiology of HL deficiency.

Keywords: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase deficiency; Bioenergetics;
Oxidative stress; Neurodevelopment; Brain.
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1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo
Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdao um grupo de distarbios genética e

fenotipicamente heterogéneos causados por defeitos de proteinas, geralmente uma
enzima, em vias metabolicas especificas. O bloqueio dessas vias leva ao acimulo de
intermediarios potencialmente toxicos e a deple¢ao de produtos enddgenos nos tecidos e
liquidos biologicos do paciente (Mak et al., 2013; Vernon, 2015).

Em 1909, Sir Archibald Edward Garrod cunhou e citou pela primeira vez o termo
EIM. Ele foi o primeiro a desenvolver o conceito de “individualidade quimica” e
relacionar os efeitos da endogamia a diferentes fenotipos de doengas hereditarias. Com
base nas leis de Mendel e em seus estudos sobre a patogénese da alcaptonuria, cistintria,
pentosuria e albinismo, Garrod propds um modelo de heranga autossomica recessiva para
essas doengas. Ele descreveu a alcaptontiria como um disturbio genético raro
caracterizado por um defeito metabdlico recessivo no catabolismo da tirosina. Como
resultado, as pessoas com alcaptontria acumulam grandes quantidades de &cido
homogentisico em seus tecidos e liquidos corporais (Arnold, 2018; Mak et al., 2013).
Desde entdo, os estudos sobre os EIM tiveram avangos importantes, atualmente sendo
identificados mais de 1.000 EIM na literatura (Ferreira et al., 2019). Eles podem ser
causados por diferentes disturbios bioquimicos, tais como defeitos no ciclo da ureia,
defeitos na oxidacdo de acidos graxos, acidemias organicas e doencas mitocondriais. A
maioria deles envolve processos de sintese, degradacgdo, transporte e armazenamento de
moléculas no organismo (Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018). Embora individualmente
raras, em conjunto essas doencas afetam aproximadamente 1 a cada 500-1000 recém-
nascidos vivos (Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018).

Os sintomas podem resultar do acimulo de substratos potencialmente toxicos,
deficiéncia do produto ou ambos. O inicio da doenga pode ocorrer no periodo neonatal
ou adulto, geralmente dependendo da atividade residual da enzima defeituosa (Ezgu,
2016). No entanto, a maioria dos sintomas dos EIM ja ¢ observada nos recém-nascidos.
Os neonatos geralmente sdao saudédveis ao nascer, mas acabam desenvolvendo os sintomas
em dias ou horas depois do nascimento. Os sintomas apresentados sao inespecificos e
podem ser: desnutricdo, dificuldade respiratéria, letargia ou convulsdes. Essas condi¢des
podem ser facilmente confundidas com sepse, doenga cardiopulmonar, dentre outras.
Portanto, ¢ dificil diagnosticar EIM com base apenas nos sintomas (EI-Hattab, 2015).

Muitas dessas doencas podem ser diagnosticadas com testes bioquimicos e determinagao
11



de metabdlitos na urina. Além disso, a triagem neonatal oferece uma oportunidade para
detectar EIM durante o estagio assintomatico e melhorar o progndstico da doenca. A
espectrometria de massa ¢ de grande importancia no diagnostico dessas doengas, pois
permite a rapida deteccdo e quantificagdo de varios metabolitos (Vernon, 2015). Em
termos de terapia, muitos EIMs sdo passiveis de intervengdes dietéticas visando a
remocao de substancias toxicas acumuladas e respondem a suplementacdo deficiente de

metabolitos para prevenir o estresse metabdlico (Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018).

1.2. Deficiéncia da 3-Hidroxi-3-Metilglutaril-CoA Liase

A deficiéncia da enzima 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA liase (HL; EC 4.1.3.4),
ou acidemia 3-hidréxi-3-metilglutarica, ¢ um EIM de heranca autossOmica recessiva
descrita pela primeira vez por Faull e colaboradores (1976). A HL catalisa a clivagem do
3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a acetoacetato e acetil-CoA, que consiste no
ultimo passo da cetogénese e do catabolismo da leucina (Figura 1). A deficiéncia da HL
tem alta prevaléncia na Arabia Saudita e Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha), e ¢ uma
das acidemias orgéanicas mais frequentes no Brasil (Menao et al., 2009; Santarelli et al.,

2013; Griinert et al., 2020; Wajner et al., 2009).

L-Leucina

'

Acido 2-oxo-isocapréico

Isovaleril-CoA

OH

x _ o S _,a.‘-._\_J"u‘G:H
3-Metilcrotonil-Coa + Acido 3-Hidroxiisovalérico ™!
+ :Eﬂsi'l
% _, Acido 3-Metilglutacénico "¢ T
3-Metilglutaconil -CoA
I ~* jAcido 3-Metilglutarico wog” 7 CoM
H Swrd o S oH
3-Hidroxi-3- —+ Acido 3-Hidroxd-3- |
metilglutaril-Coa mefilglutirico” ™0 [ ©oM
3',—Hli]|:l[lc-xi— =
metilglutaril- mmfmmmmmmmsla
CoAliase f E
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Figura 1 — Rota do catabolismo da L-Leucina com bloqueio ao nivel da enzima 3-hidréxi-3-

metilglutaril-CoA liase. Figura adaptada de Vockley et al. (2013).
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O principal metaboélito acumulado na deficiéncia da HL ¢ o acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMG), derivado da hidrélise do HMG-CoA. Na urina de pacientes
controlados, as concentragdes de HMG variam entre 200 e 4.000 mmol / mol de creatinina
(concentragdes em individuos normais nos primeiros meses de vida: 50-90 mmol / mol
de creatinina). Contudo, durante crises de descompensagdo metabodlica, esse metabolito
pode alcangar concentracdes urinarias de 1.500-19.000 mmol / mol de creatinina. Com a
reversibilidade da reacdo catalisada pela enzima 3-metilglutaconil-CoA hidratase, o acido
3-metilglutaconico também se encontra acumulado nos tecidos e liquidos biologicos dos
pacientes. Além disso, o acido 3-metilglutaconico pode ser hidrogenado a acido 3-
metilglutarico. Também devido a reversibilidade da enzima 3-metilcrotonil-CoA
carboxilase, altas concentragdes de 3-metilcrotonil-CoA sdo encontradas e este
metabolito pode ainda ser hidratado, gerando acido 3-hidroxiisovalérico (Figura 1). Além
disso, durante as crises de descompensacdo metabdlica, sdo detectadas altas
concentragdes dos acidos glutarico e adipico. Outros metabolitos importantes encontrados
acumulados no sangue e na urina dos pacientes sdo as acilcarnitinas (Vockley et al.,
2013).

Os sintomas se manifestam geralmente no periodo neonatal (Vockley et al.,
2013). Em um estudo realizado em 2017 com 37 pacientes portadores da deficiéncia da
HL, foi visto que 92 % dos pacientes apresentaram sintomas devido a descompensacao
metabodlica a partir do primeiro ano de vida, onde 50 % deles apresentou episodios
convulsivos e vOmitos recorrentes e 38 % apresentaram hepatomegalia (Griinert et al.,
2017). Durante episodios agudos de descompensagdo metabolica (jejum prolongado ou
situagdes hipercatabdlicas), os pacientes apresentam acidose metabolica com
hipoglicemia hipocetoética, hiperlacticacidemia, vomitos, apneia, hipotonia e letargia que
podem progredir ao coma (Pospisilova et al., 2003; Santarelli et al., 2013; Vockley et al.,
2013). Outras manifestagdes clinico-laboratoriais frequentes incluem hepatomegalia com
elevacao dos niveis de amonia e de transaminases no plasma, além de cardiomiopatia
(Leung et al., 2009; Reimao et al., 2009; Vockley et al., 2013). Enfatize-se aqui que a
deficiéncia da HL ¢ fatal em aproximadamente 20 % dos casos. Os achados de
ressonancia magnética evidenciam lesdes na substancia branca cerebral que, em alguns
casos, podem ser reversiveis com o tratamento baseado na restri¢ao alimentar de leucina

(Reimao et al., 2009; Yalcinkaya et al., 1999; Yylmaz et al., 2006; Zafeiriou et al., 2007).
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Além disso, foi verificado o envolvimento dos nucleos caudado, denteado, globo palido,

bem como do trato corticospinal (Yalcinkaya et al., 1999; Yylmaz et al., 2006).

1.2.1. Diagnéstico e Tratamento
A deficiéncia da HL deve ser investigada em pacientes que apresentam

hipoglicemia hipocetotica e acidose metabdlica sem causa bem definida. A doenca ¢
geralmente detectada através do aumento dos metabodlitos acumulados nos tecidos e
liquidos biologicos dos pacientes (especialmente na urina) medidos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. A determinacdo da atividade da HL ¢
importante para a confirmacdo, podendo ser medida espectrofotometricamente em
leucoécitos, fibroblastos e plaquetas. A analise molecular da mutacao envolvida também
pode ser realizada para a confirmagao do diagnoéstico (Vockley et al., 2013).

Com relagdo ao tratamento, os pacientes devem evitar situacdes de jejum e
ingestdo excessiva de gordura. Além disso, a administragao de glicose deve ser feita em
vigéncia de episddios de hipoglicemia que geralmente ocorrem durante as crises
(Douillard et al., 2012). A restricao de leucina, além de diminui¢ao da ingestao de gordura
e a administragdo de L-carnitina auxiliam no desenvolvimento dos pacientes (Vockley et

al., 2013).

1.2.2. Fisiopatologia
Apesar de a deficiéncia da HL ser caracterizada por sintomas neuroldgicos graves,

a patogénese dessa doenca ainda ndo esta estabelecida. Acredita-se que a hipoglicemia
causada pela inibicdo da gliconeogénese por HMG-CoA e pelo elevado consumo de
glicose devido a falta de corpos cetonicos circulantes possa estar implicada nas alteragdes
neurologicas caracteristicas da doenga (Douillard et al., 2012). A hipoglicemia associada
a diminuicdo na sintese de corpos cetonicos faz com que o cérebro fique sem substratos
energéticos. Além disso, ja foi demonstrado que a hipoglicemia pode causar a inibi¢ao da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, causando deplecao de ATP, bem como
induzir a geracdo de espécies reativas através da ativagdo de receptores glutamatérgicos
por aumento no influxo de calcio (Singh et al., 2004; Suh et al., 2007). Também tem sido
sugerido que os metabolitos acumulados nos pacientes afetados por essa doenca sejam
toxicos, contribuindo para os sintomas apresentados (Vockley et al., 2013), embora os
mecanismos pelos quais esses acidos organicos possam levar aos sintomas ainda nao
tenham sido totalmente elucidados. Nesse contexto, demonstramos previamente que os
metabolitos acumulados, incluindo o HMG, induzem dano oxidativo lipidico e proteico

e diminuem as defesas antioxidantes ndo enzimaticas in vitro € in vivo em cérebro de ratos
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(Fernandes et al., 2013; Leipnitz et al., 2008a; Leipnitz et al., 2008b). Além disso, foi
mostrado que o HMG ainda causa danos a dinamica mitocondrial € & comunicagdo entre
reticulo endoplasmatico e mitocondria em cérebro de ratos (da Rosa et al., 2019).
1.3. Homeostase Redox

Diferentes definicdes podem ser vistas na literatura para “radicais livres”,
entretanto, a mais simples e melhor aceita ¢ a de que um radical livre € qualquer espécie
capaz de uma existéncia independente e que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, ou seja, que o elétron ocupa sozinho um orbital atbmico ou molecular
(Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2015).

J& as espécies reativas de oxigénio (ERO) compreendem um grupo de moléculas,
tanto radicais livres quanto nao radicais, que derivam do O, abrangendo espécies iniciais
formadas pela sua reducao (O:* e H>O») e produtos reativos secundarios (Turrens, 2003;
Winterbourn, 2008; Lambert e Brand, 2009; Pisoschi e Pop, 2015). A reducao do O por
um elétron resulta na formagao de superdxido (O2*). A principal fonte desse radical ¢ a
respiracdo mitocondrial, devido ao vazamento de elétrons de centros redox da cadeia
transportadora de elétrons (CTE). Além disso, 0 O>*" também pode ser gerado por enzimas
como NADPH oxidases, oxigenases dependentes de citocromo P450, ciclooxigenases e
xantina oxidases, bem como pela redu¢do direta do O> por coenzimas e xenobiodticos
reduzidos, por exemplo.

A formagao desse radical pode mediar reagdes oxidativas em cadeia. O O2* pode
sofrer dismutacdo e gerar peroxido de hidrogénio (H202), o qual também pode ser
formado diretamente a partir da transferéncia de dois elétrons para o O; por urato
oxidases, glicose oxidases e D-aminoacido oxidases. O H>O; pode reagir com metais de
transi¢do reduzidos e levar a formagdao do radical hidroxila (OH®) (Turrens, 2003;
Pisoschi e Pop, 2015) ou ser convertido por peroxidases e resultar na formagao de acido
hipocloroso (HOCI), oxigénio singlet (102) e outras espécies (Winterbourn, 2008; Brieger
et al., 2012).

O O2* também pode reagir com o oOxido nitrico (NO®) e gerar peroxinitrito
(ONOQO"). Essas ultimas moléculas consistem nas chamadas espécies reativas de
nitrogénio (ERN). As ERNs sdo derivadas de NO°®, gerado a partir de L-arginina pela
oxido nitrico sintase ou através da reducdo de nitrato inorganico (Turrens, 2003;

Winterbourn, 2008; Pisoschi e Pop, 2015).
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As espécies reativas sdo continuamente produzidas pelo organismo como
resultado do metabolismo celular normal. Em niveis baixos e regulados, desempenham
funcdes fisioldgicas essenciais, estando envolvidas tanto na sinaliza¢do celular
(proliferagao, diferenciagdo, crescimento, sobrevivéncia, apoptose etc.) como em
processos biossintéticos (produgdo de hormonio tireoidiano, por exemplo). Além disso,
também sdo importantes na defesa do hospedeiro contra microrganismos. No entanto, em
altas concentragdes podem causar dano oxidativo e nitrosativo a biomoléculas, como
acidos nucleicos, proteinas, carboidratos e lipideos (Turrens, 2003; Winterbourn, 2008;
Lambert e Brand, 2009; Birben et al., 2012; Brieger et al., 2012; Atashi, Modarressi e
Pepper, 2015).

Considerando os efeitos nocivos das espécies reativas, fazem-se necessarios
mecanismos de defesas conhecidos como defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-
enzimaticas, que podem tanto ser produzidos pelo organismo como obtidos do ambiente
através da dieta. As defesas antioxidantes incluem: agentes que removem cataliticamente
as espécies reativas, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx); agentes que controlam a formagdo de espécies reativas, que incluem
proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes como as transferrinas que
controlam os niveis de ions de ferro, e as heme oxigenases que controlam os niveis do
grupo heme; agentes que preferencialmente reagem com espécies reativas e, assim,
impedem que elas causem dano a outras importantes biomoléculas, como a glutationa
reduzida (GSH), a-tocoferol, acido ascorbico, albumina, entre outros; além de outros
compostos e proteinas que protegem biomoléculas de sofrerem danos através de outros
mecanismos (Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2015). Certas condigdes
patologicas podem levar ao desequilibrio entre produg@o e remogao de espécies reativas,
seja pelo aumento da produgdo ou pela diminuicao da capacidade antioxidante, causando
o chamado estresse oxidativo e podendo acarretar dano em diferentes biomoléculas, como
DNA, lipidios e proteinas, e ainda causar morte celular por apoptose (Turrens, 2003;

Lambert e Brand, 2009; Ray, Huang e Tsuji, 2012; Pisoschi e Pop, 2015).

1.3. Metabolismo Energético Cerebral
A principal fungao fisioldgica da mitocondria ¢ a geragdo de ATP a partir da
fosforilagao oxidativa, porém func¢des adicionais, tais como geracdo e desintoxicacao de

ERO, regulacao dos niveis de célcio e sintese e catabolismo de metabolitos, tém sido
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descritas (Brand and Nicholls 2011). O chamado potencial de membrana mitocondrial ¢
essencial para o funcionamento dessa organela, uma vez que controla a taxa de respiragao
mitocondrial, a sintese de ATP e a geracdo de ERO (Nicholls e Budd 2000). Na respiracao
mitocondrial, trés complexos que realizam a transferéncia de elétrons, os complexos I, II1
e IV, bombeiam protons através da membrana interna mitocondrial para o espago
intermembrana. O potencial redox dos elétrons que passam por esses complexos ¢
utilizado para gerar o gradiente eletroquimico de prétons (for¢a proton motriz) que forma
o potencial de membrana. A ATP sintase ¢ a via de retorno dos prdotons do espago
intermembrana para a matriz mitocondrial, o que possibilita a sintese de ATP por essa
enzima (Brand e Nicholls 2011; Nicholls 2004; Nicholls e Budd 2000).

A glicose ¢ a principal fonte de energia para o cérebro e a regulacdo do seu
metabolismo € critica para o funcionamento cerebral, principalmente para a sintese de
neurotransmissores € manutengao do gradiente de ions (MERGENTHALER et al., 2013).
Também ja& foi visto que o metabolismo de glicose estd envolvido na modulagdo do
estresse oxidativo e que as enzimas do seu metabolismo participam diretamente da
sinalizagao celular. Sendo assim, além de ser importante fonte de ATP e fornecer carbono
para a sintese de macromoléculas, a glicose também modula diversas fungdes nos
neurdnios e nas células gliais (Zhang et al., 2021). Além da glicose proveniente da
circulacdo sanguinea, o glicogénio astrocitario também parece ser um importante
combustivel no cérebro, pois ja foi visto que a sua quantidade estd diretamente
relacionada com o aprendizado (Suzuki et al., 2011). Também deve ser destacado o
lactato, que parece ser o principal combustivel energético dos neurdnios e desempenha

um papel essencial na formagdo da memoria de longo prazo (Suzuki et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA
A deficiéncia da HL ¢ caracterizada predominantemente por sintomas

neurologicos, cuja fisiopatologia ndo esta bem estabelecida. Neste contexto, muito pouco
foi estudado sobre os efeitos toxicos exercidos pelo HMG, metabolito acumulado na
doenca, sobre sistemas que sdao essenciais (metabolismo energético e producdao de
espécies reativas) para o funcionamento normal do sistema nervoso central. Ainda, deve
ser enfatizado que o cortex cerebral e ganglios da base sdo estruturas comumente afetadas
nos pacientes, o que torna relevante o estudo da vulnerabilidade dessas diferentes areas
cerebrais aos efeitos do HMG.

Portanto, acreditamos que a elucidagdo dos mecanismos toxicos do HMG pode
contribuir para uma melhor compreensdo do dano cerebral bem como dos achados
clinico-laboratoriais observados na deficiéncia da HL, com possiveis repercussdes

terapéuticas que possam melhorar o progndstico da doenga.
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3. OBJETIVOS E METAS

3.1. Geral
Considerando que a fisiopatologia do dano neurologico encontrado na deficiéncia

da HL nao esta totalmente elucidada, o presente trabalho investigou os efeitos in vivo da
administracdo de HMG sobre parametros de estresse oxidativo e metabolismo energético
em cortex cerebral e estriado de ratos neonatos 6 h apds a inje¢do. Também foram
estudados os efeitos do HMG sobre parametros de neurodesenvolvimento no dia pos-

natal 9.

3.2. Especificos
Investigar os efeitos da injecdo intracerebroventricular (icv) de HMG em coértex

cerebral e estriado de ratos neonatos sobre:

- Estresse oxidativo: atividades das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa
S-transferase (GST) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), além das concentragdes
de glutationa reduzida (GSH);

- Metabolismo energético: atividades das enzimas do ciclo do acido citrico (citrato
cintase-CS, malato desidrogenase-MDH, e succinato desidrogenase-SDH), e dos
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial I, II-1IT e I'V.

Investigar os efeitos da inje¢ao icv de HMG sobre:

- Desenvolvimento neuromotor, motricidade e cognigao.

4. METODOLOGIA

4.1. Animais
Foram utilizados ratos Wistar de 7 dias de vida machos criados € mantidos em

padrdo sanitario convencional controlado no biotério do CREAL — UFRGS com
fotoperiodo de 12 h claro/escuro (07:00 / 19:00h) e temperatura controlada (21 °C). Os
animais foram mantidos em gaiolas com dimensdes 41 x 34 x 17,8 cm (maximo 10
neonatos/caixa) devidamente identificadas de acordo coma a Resolu¢do Normativa
CONCEA N° 15, de 2013, em cama de maravalha de pinus selecionada e autoclavada e
alimentados com rag¢do balanceada padrdo para roedores (Nuvilab CR-1®-Nuvital) e 4gua
ad libitum. A troca da maravalha dos ratos foi realizada pelos funcionarios do Biotério do
Departamento de Bioquimica duas vezes por semana (segundas e quintas-feiras). O

consumo de agua e ragdo foi verificado diariamente, onde foi feita a manutengdo das
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mamadeiras e comedouro trés vezes por semana. Os animais foram mantidos na presenca

da mie até sua eutanasia.

4.2. Estudos In Vivo
Os estudos bioquimicos serdo realizados apdés a administragao

intracerebroventricular (icv) do HMG (dose de 1 umol/g, 0,25 pL/g) em ratos neonatos.
Inje¢des com PBS nos mesmos volumes também foram feitas no grupo controle (Olivera
et al., 2008). A injecdo foi feita de forma manual no quarto ventriculo dos animais
(Olivera et al, 2008). Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo 6 h apds a injecdo para
avaliacdo de parametros de estresse oxidativo e metabolismo energético. O protocolo foi

aprovado pelo CEUA com o projeto de nimero 33376.

4.2.1. Preparagdo das amostras para analise in vivo dos parametros bioquimicos do
metabolismo energético e estresse oxidativo
Preparagdo de sobrenadantes

Os animais foram mortos por decapitagdo com guilhotina sem anestesia, tendo o
cérebro removido e o cortex cerebral e estriado dissecados. Os tecidos foram
homogeneizados em tampao SETH (sacarose 250 mM, EDTA 2 mM e Trizma base
10 mM), pH 7,4, para avaliacao de parametros de metabolismo energético, ou em tampao
fosfato de s6dio 20 mM, pH 7,4, contendo KCl 140 mM, no caso da avaliagdo de
parametros de estresse oxidativo. Os homogeneizados obtidos foram centrifugados a 750
xg durante 10 min a 4 °C e os sobrenadantes obtidos utilizados para a realizagdo das

técnicas.

4.3. Técnicas Bioquimicas

4.3.1. Estresse oxidativo
Defesas antioxidantes ndo enzimaticas

Concentragoes de glutationa reduzida (GSH)

As concentracdes de GSH foram determinadas através do método descrito por
Browne e Armstrong (1998). As amostras foram diluidas em 10 volumes de tampao
fosfato de sodio, pH 8,0, contendo EDTA 5 mM. Foram adicionados 100 pL dessa
preparacdo 100 pL de o-ftaldialdeido (1 mg . mL™! preparado em metanol) e a mistura foi
incubada durante 15 min a temperatura ambiente e posteriormente lida em

espectrofluorimetro a 350 nm (excitacdo) e 420 nm (emissdo). As concentracdes de GSH
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foram calculadas a partir de uma curva padrao de GSH (0,001-1 mM) como nmol . mg
de proteina™.

Defesas antioxidantes enzimadticas

Superoxido dismutase (SOD): A atividade da SOD foi determinada de acordo com
Marklund (MARKLUND, 1985). Esta andlise se baseia na capacidade do pirogalol de se
auto-oxidar, um processo altamente dependente de superdxido, que ¢ o substrato da SOD.
Desta forma, a auto-oxidagdo do pirogalol ¢ inibida pela SOD, cuja atividade pode ser
medida indiretamente em um espectrofotdmetro em 420 nm. O meio de reagdo continha
50 mM de tampao TRIS / 1 mM EDTA, pH 8,2, 80 U/mL de CAT, 0,38 mM de pirogalol
e aproximadamente 1 pg de proteina. A calibragdo da curva foi realizada com SOD
purificada como padrao para calcular a atividade da SOD nas amostras. A atividade da
SOD foi calculada como U . mg de proteina™!.

Catalase (CAT): Foi determinada através do método de Aebi (1984). Em 100 pL
do sobrenadante serdo adicionados 10 ul de Triton 0,1 % seguido de agitacdo, esta mistura
serd conservada em gelo durante 15 min. Em 50 mL de tampao fosfato de potassio 10
mM, pH 7,0, foram adicionados 100 pL de H2O2 30 % (v/v). Foram pipetados 600 pL
deste meio e 25 pLL de amostra em cubeta e foi realizada a leitura da queda da absorvancia
do H>O» em espectrofotometro a 240 nm, a temperatura ambiente (22 °C £ 2), durante
100 s. Para o calculo da CAT se utilizaré o coeficiente de extingdo do H>O> de 43,6 mM~
' em™. Os resultados da atividade da CAT foram expressos em U . mg proteina™.

Glutationa peroxidase (GPx): A atividade da GPx foi avaliada de acordo com
Wendel (1981), usando hidroperdxido de tert-butila como substrato € monitorando a
oxidacdo do NADPH a 25 °C a 340 nm. O meio de reagdo continha sobrenadantes de
tecido (aproximadamente 75 pg de proteina), tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH
7,0, com EDTA 1 mM, azida de so6dio 0,4 mM, GSH 2 mM, GR 0,1 U/mL, NADPH 0,1
mM e hidroperoxido de tert-butila 0,5 mM. A queda da absorbancia a 340 nm foi
acompanhada durante 240 s e a atividade da GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extin¢do do NADPH a 340 nm de 6,2 mM™ . cm’!. A atividade da GPx foi calculada
como U . mg de proteina™’.

Glutationa redutase (GR): A atividade da glutationa redutase (GR) foi
determinada pelo monitoramento da queda de NADPH usando glutationa oxidada
(GSSG) e NADPH como substratos (Carlberg e Mannervik, 1985). A fluorescéncia foi

lida a 340 nm em um meio com tampao de fosfato de s6dio 200 mM, pH 7,5, contendo
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6,3 mM EDTA, ImM GSSG, 0,1mM NADPH e 30 puL de sobrenadantes (0,03-0,05 mg
de proteina). A atividade foi calculada com U . mg de proteina™.

Glutationa S-transferase (GST): O ensaio de atividade da glutationa S-
transferase (GST) ¢ baseado na conjugacao de CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) a
GSH catalisada por GST formando um produto que ¢ monitorado em um
espectrofotometro a 340 nm (Habig et al. 1974). O meio da reag@o continha tampao de
fosfato de potdssio 100 mM, pH 6,5, 50 mM CDNB, 25 mM GSH e 30 pl de
sobrenadantes (0,08-0,14 mg de proteina). A atividade foi calculada com U . mg de
proteina™.

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH): A atividade da G6PDH foi avaliada
segundo Leong e Clark (1984), observando a formagdo de NADPH em um
espectrofotometro a 340 nm. O meio de reacao continha 100 mM de tampao Tris-HCI,
pH 7,5, 1,0 mM de MgCl,, 0,05 mM de NADP", 0,1 mM de glicose- 6-fosfato e 15 pL
de sobrenadante (0,04—0,06 mg de proteina). A atividade foi calculada com U . mg de

proteina™’.

4.3.2. Metabolismo energético
Atividades das enzimas do ciclo do acido citrico

As atividades das enzimas do ciclo do acido citrico (CAC) foram determinadas
usando homogeneizado total das amostras. A atividade da citrato sintase foi medida de
acordo com Shepherd e Garland (1969) através da reducdo do DTNB a A=412 nm. A
atividade da succinato desidrogenase (SDH) foi determinada como descrito por Fischer e
colaboradores (1985) através da redu¢ao do DCPIP. A atividade da malato desidrogenase
(MDH) foi medida de acordo com Kitto (1969) seguindo a redu¢do do NADH com
comprimento de onda de excitagdo e emissdo em 340 e 466 nm, respectivamente. As
atividades das enzimas do CAC foram calculadas como nmol . min™!. mg proteina™!, mmol

.min"'. mg proteina™ ou umol . min'. mg proteina.

Determinagdo das atividades dos complexos da cadeia respiratoria

As atividades das enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial (complexos I, II-111
e IV) foram medidas em sobrenadantes com concentracdo de proteina variando de 1,5 a
4,0 mg proteina/mL. A atividade da NADH:citocromo ¢ oxidoredutase (complexos I) foi

avaliada como descrito por Schapira et al. (1990). As atividades da succinato: DCIP-
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oxidoredutase (complexo II) e da succinato:citocromo ¢ oxidoredutase (complexo II-III)
foram determinadas de acordo com o método de Fischer et al. (1985), e da citocromo ¢
oxidase (complexo IV) de acordo com Rustin et al. (1994). Os métodos descritos para
avaliar estas atividades foram modificadas, como previamente descrito por da Silva et al.
(2002). As atividades dos complexos da cadeia respiratoria foram calculadas como

nmol/min/mg proteina.

4.4. Avaliacido do Desenvolvimento Neuromotor

O teste do neurodesenvolvimento foi realizado no dia pds-natal 9 (DPN9) por
meio de geotaxia negativa, reflexo de endireitamento, marcha, aversdo a queda,
suspensao dos membros posteriores e teste de preensdo dos membros anteriores. Cada
reflexo foi avaliado em triplicata entre 15:00 e 17:00h por um avaliador “cego” para o
experimento. O tempo (laténcia) para realizar a tarefa para cada animal foi registrado e a
laténcia maxima foi atribuida quando a tarefa nao foi concluida.

Geotaxia negativa

O objetivo deste teste € o de avaliar as fungdes vestibulares e sensorio-motoras
em filhotes. Os ratos foram colocados em um uma prancha inclinada a 30° com a cabeca
para baixo e entdo o tempo médio (laténcia) para girar 180° e colocar a face para cima foi
observado (Ruhela et al., 2019). O periodo maximo para este teste foi de 30 segundos.

Reflexo de endireitamento postural

Este teste de reflexo avalia a fun¢do motora ¢ de coordenacao. Cada filhote foi
mantido firmemente em decubito dorsal, com as quatro patas na posi¢ao vertical, € o
tempo necessario para alcangar a posi¢cao prona com todas as quatro patas no chado foi
registrada (Durdn-Carabali et al., 2018). O periodo maximo para filhotes atingirem esse
objetivo foi de 30 segundos.

Marcha

O teste de marcha permite a avaliagdo da fun¢do locomotora em roedores. Os
filhotes foram colocados no centro de um circulo de 15 cm de didmetro, e a laténcia para
os animais deixarem o circulo com os dois membros anteriores foi registrado (Nguyen et
al., 2017). O tempo maximo permitido para os filhotes sairem do circulo ¢ de 30 segundos.

Aversdo a queda

Este teste avalia o desenvolvimento de respostas protetoras. Os filhotes foram

cuidadosamente colocados com as patas dianteiras e focinho na borda de uma plataforma
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plana de acrilico (30 cm de altura). O resultado esperado ¢ uma resposta protetora de
aversdo a queda, onde o filhote de rato se afasta da beira da plataforma. Os seguintes
valores de pontuacao foram atribuidos para a resposta do teste: 0 para queda da borda da
plataforma ou inércia, 1 para fazer um esfor¢o para sair da borda da plataforma, mas
mantendo os membros pendurados para baixo, 2 para movimentos efetivos que
permitiram ao filhote afastar-se da borda da plataforma (Nguyen et al., 2017).

Suspensdo dos membros posteriores

Este teste avalia a fungcdo neuromuscular monitorando a posi¢do do membro
posterior ¢ da cauda dos ratos neonatos durante os primeiros 15 segundos da tarefa. O
teste foi realizado como descrito anteriormente por El-Khodor e colegas (El-Khodor et
al., 2008), com pequenas modifica¢des. Usando um béquer de 50 mL, os filhotes foram
cuidadosamente colocados virados para baixo no béquer com as patas traseiras
penduradas na borda do béquer, onde a postura dos membros posteriores e a cauda foi
observada. A postura adotada foi pontuada de acordo com os seguintes critérios: uma
pontuac¢do de 0 indica uma falha dos membros posteriores do filhote em segurar no béquer
ou um abaixamento continuo da cauda e aperto do membros posteriores; uma pontuagao
de 1 mostra fraqueza inerente e praticamente aperto constante dos membros posteriores
com a cauda para cima; uma pontuagdo de 2 significa que ambos 0os membros posteriores
estdo muito préximos para e frequentemente tocam um ao outro; em uma pontuagdo de
3, os membros posteriores estdo proximos um do outro, mas raramente se tocam; a
pontuac¢do de 4 representa a separagdo adequada dos membros posteriores com uma cauda
estendida.

Teste de preensdo de membros anteriores

O teste de preensdo de membros anteriores esta relacionado aos reflexos
espinhais e inibi¢do corticoespinal de areas motoras ndo primarias. O teste envolve em
pressionar levemente uma haste na palma de cada pata dianteira do filhote, observando o
reflexo de preensdo do animal, conforme descrito anteriormente por Nguyen et al. (2017).
De acordo com a resposta reflexa do filhote, os seguintes valores de pontuagdo serdo
atribuidos: 0 para ndo agarrar; 1 por agarrar com apenas uma pata; ¢ 2 para agarrar com

ambas as patas.
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4.5. Dosagem de Proteinas
A determinacdo da concentragdo de proteinas foi feita através do método de

Lowry e colaboradores (1951), usando como padrdo a albumina sérica bovina.

4.6. Analise Estatistica
Os dados foram analisados por teste # de Student para amostras ndo pareadas

quando os dados apresentaram uma distribuicdo normal. Para os dados que ndo
apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste de Mann-Whitney ou de
Wilcoxon. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A analise
estatistica foi realizada através do programa SPSS (“Statistical Package for the Social

Sciences™). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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6. DISCUSSAO
A deficiéncia da HL ¢ um EIM que afeta a cetogénese e o catabolismo da leucina e

¢ caracterizada bioquimicamente por altas concentracdes de 4acidos organicos,
predominantemente o HMG, nos liquidos bioldgicos dos pacientes. E uma acidemia
organica de alta prevaléncia na Espanha, Portugal, Marrocos e Brasil. A mutagdo mais
frequentemente observada no gene HMGCL, que codifica a HL, nesses paises € a variante
¢.109G>T (mutacdo sem sentido) (Grunert e Sass, 2021). Enfatize-se aqui que durante
crises de descompensagdo metabolica, geralmente iniciadas por periodos de infegdo ou
vacinacao, os niveis do HMG aumentam acentuadamente e os sintomas tém piora
significativa, muitas vezes levando o paciente ao Obito. O quadro clinico inclui
principalmente sintomas neurologicos, como déficit cognitivo, hipotonia e convulsdes, e
anormalidades cerebrais com foco no cortex cerebral e ganglios da base (Grunert e Sass,
2021). Outros tecidos, como o figado e coragdo, também sao afetados, porém em menor
numero de pacientes (Leipnitz et al., 2015). O tratamento ¢ baseado na restri¢ao de leucina
ou proteinas na dieta acompanhada de suplementacdo com carnitina, porém nao ¢ eficaz
para todos os pacientes (Grunert e Sass, 2021).

Apesar de ja ter sido demonstrado que o HMG induz estresse oxidativo e disfuncdo
energética (Leipnitz et al., 2015), os achados sobre efeitos desse metabodlito em cérebro
de ratos neonatos ainda sdo escassos. Portanto, avaliamos neste trabalho os efeitos ex vivo
do HMG sobre parametros de estresse oxidativo e bioenergética no cérebro de ratos
Wistar neonatos. Também investigamos o desenvolvimento neuromotor, motricidade e
cognicdo a fim de verificar se o metabdlito poderia causar alteracdes no
neurodesenvolvimento.

Decidimos avaliar os parametros bioquimicos em cortex cerebral e estriado, pois
representam estruturas cerebrais comumente afetadas nos pacientes afetados pela
deficiéncia da HL. Mais especificamente, um estudo recente mostrou que em torno de 20
% dos pacientes apresentam atrofia cortical e cerca de 45 % tém anormalidades nos
ganglios basais. Ainda cabe destacar que outros achados neuroldgicos, como convulsdes
e hipotonia sdo observadas em 30 a 40% dos pacientes. Dessa forma, ¢ importante avaliar
possiveis efeitos diferenciais induzidos pelo HMG nas estruturas cerebrais mencionadas
acima (Grunert et al., 2017).
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Verificamos inicialmente que o HMG alterou as atividades de diferentes enzimas
antioxidantes em estriado e cortex cerebral de ratos. O HMG diminuiu as atividades da
GPx e da GR tanto em estriado quanto em cortex cerebral. Também diminuiu a atividade
da SOD, CAT, GST e G6PDH apenas em estriado enquanto em cortex cerebral a
atividade das mesmas nao foi alterada, exceto pela CAT, que apresentou aumento. Visto
que a SOD catalisa a dismuta¢do do anion superdxido em perdxido de hidrogénio e
oxigénio, a diminui¢do da atividade dessa enzima em ambas as estruturas cerebrais sugere
um aumento dos niveis de anion superoxido no cérebro dos ratos neonatos (Halliwell e
Gutteridge, 2000). Referente a diminuicao da atividade GPx nas duas estruturas cerebrais
e a diminui¢do da CAT em estriado, deve ser considerado que ambas as enzimas
degradam o perdxido de hidrogénio ao passo que a GPx também ¢ capaz de degradar
peroxidos de lipidios (Halliwell e Gutteridge, 2000). Portanto, nossos achados sugerem
que o HMG aumenta os niveis de perdxido de hidrogénio e de produtos de peroxidagao
lipidica, sendo este um processo geralmente desencadeado pelo ataque de radicais livres
a acidos graxos poliinsaturados (Halliwell e Gutteridge, 2000). Em nosso trabalho, ndo
estudamos os mecanismos responsaveis pela diminuicao dessas atividades enzimaticas,
porém hipotetizamos que espécies reativas geradas a partir da agdo do HMG podem estar
atacando oxidativamente os residuos de aminoacidos da estrutura dessas enzimas,
causando a sua inibi¢cdo (Halliwell e Gutteridge, 2015). Por outro lado, vimos que o HMG
aumentou a atividade da CAT apenas em cortex cerebral de ratos. Este resultado foi
inesperado, porém pode ser especulado que a expressdo génica dessa enzima tenha sido
aumentada nessa regiao cerebral como um mecanismo compensatorio a fim de neutralizar
o excesso de espécies reativas. Uma das vias de sinalizagcdo possivelmente ativadas nesse
caso ¢ a do fator Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2), uma vez que esse
fator, quando translocado para o nucleo, ativa a expressao génica de mais de uma centena
de enzimas, incluindo enzimas antioxidantes (Seminotti et al. 2021). No entanto, ndo
conseguimos explicar, a partir de nossos dados, porque apenas a CAT no cortex teve um
aumento apods exposi¢do a0 HMG e o mesmo efeito ndo foi observado em estriado. Pode
ser sugerido que os niveis do HMG que tenham alcancgado o estriado a partir da injecao
icv aplicada em nosso modelo sejam diferentes das alcangadas em cortex cerebral.

Outro efeito inesperado encontrado ¢ que o HMG nao modificou as concentragoes
da GSH em nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas. Isso porque as atividades de

diferentes enzimas relacionadas com o metabolismo da GSH (GPx, GST, GR e G6PDH)
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foram inibidas pelo HMG. Dessa forma, podemos sugerir que a sintese de GSH esta
aumentada, o que representaria uma adaptacao celular a fim de neutralizar o excesso de
espécies reativas. Neste sentido, ¢ possivel que a enzima glutamato cisteinil ligase, que ¢
a enzima limitante da sintese de GSH, esteja com sua expressao génica aumentada (Zou
et al., 2016).

No préximo passo de nossa investigacao, avaliamos os efeitos do HMG sobre as
atividades de algumas enzimas do ciclo do 4cido citrico e de complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial. O HMG diminuiu a atividade da CS em estriado e a atividade
da SDH em cortex cerebral. A inibicao da CS, além de indicar que 0 HMG causa um
comprometimento energético, também sugere uma diminuicdo da massa mitocondrial,
uma vez que estudos tém demonstrado que a atividade dessa enzima é proporcional ao
numero de mitocondrias (Grings et al. 2017). Ja a diminui¢ao da atividade da SDH em
cortex indica uma disfun¢ao bioenergética a nivel do complexo II da cadeia respiratoria,
uma vez que esta enzima faz parte desse complexo da cadeia respiratoria (Nelson e Cox,
2022). Em concordancia com isso, vimos que o HMG diminuiu as atividades dos
complexos II e II-IIl em cortex cerebral. Ja no estriado, o HMG também diminuiu as
atividades dos complexos II e II-III, indicando que ha uma falha energética a nivel de
cadeia respiratéria também nessa regido cerebral. Além disso, a administragio do HMG
inibiu a atividade do complexo IV tanto em estriado quanto em cortex cerebral. Neste
particular, o complexo IV tem sido relatado como sendo o principal ponto de regulacao
da cadeia respiratoria mitocondrial (Moura et al., 2015), indicando que o HMG
possivelmente prejudica a sintese de ATP.

Em um estudo anterior de nosso grupo foi visto que a inje¢do icv de HMG, na
dose de 0,5 pmol/g, diminuiu a atividade da GPx e da CS em cortex cerebral de ratos de
1 dia de vida, corroborando nossos dados aqui demonstrados. E interessante considerar
ainda que no estudo anterior foi observado que o HMG diminuiu o conteudo de
sinaptofisina e apresentou uma forte tendéncia em aumentar o conteudo de caspase-3
clivada, o que mais uma vez sugere a toxicidade elevada deste 4cido organico (da Rosa
etal., 2019).

A avaliagdo de marcadores do desenvolvimento neuromotor e cognitivo ¢ de suma
importancia para aferir o impacto de um dano perinatal em modelos animais
experimentais (Horvath et al., 2015), podendo representar uma ferramenta essencial para

rastrear o desenvolvimento dos animais injetados com o HMG. Optamos por aplicar a
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injecdo do HMG na idade de 7 dias de vida, pois esta idade representa bebés nascidos a
termo (Semple, et al., 2013). Nessa idade, achados mostram que a maturagado cerebral do
rato ¢ similar @ de um recém-nascido humano a termo, uma vez que € verificado um maior
ganho de massa encefalica no rato, o que ocorre em humanos logo ap6s o nascimento
(Semple, et al., 2013; Dobbing e Sands, 1979). Além disso, entre 7 ¢ 10 dias de vida no
rato, ocorre um pico na gliogénese, aumento na densidade axonal e dendritica, ¢ uma
consolida¢do do sistema imune (Semple, et al., 2013). Esses processos ocorrem em bebés
no periodo final da gestagcdo até logo apds o nascimento (Semple, et al., 2013). Assim,
determinamos os efeitos do HMG sobre diferentes testes de neurodesenvolvimento no
DPNO. Os testes utilizados para estudar o desenvolvimento neuromotor dos ratos foram
o endireitamento, teste de aversdo a borda e geotaxia negativa. Nossos dados mostram
que os animais que receberam a inje¢do de HMG apresentaram uma resposta sensorio-
motora deficiente, evidenciada por uma menor laténcia na realizagdo de geotaxia negativa
e endireitamento, ¢ uma pontua¢do diminuida no teste de aversdao a borda. Também
avaliamos se a administragdo de HMG poderia causar distirbios no desenvolvimento
neuromotor associados a locomocao (teste de marcha) e for¢a do tonus muscular
(suspensao dos membros posteriores). A inje¢ado do HMG provocou uma diminuig¢do
acentuada da capacidade de marcha e da for¢ga muscular nos animais, o que esta de acordo
com as manifestacdes clinicas de alteragdes motoras observadas em pacientes com a
deficiéncia da HL, onde se destaca a hipotonia, sendo um dos achados mais prevalentes
nos estagios iniciais da doenca (Griinert et al., 2017).

Estudos anteriores mostraram que a administracdo de outros compostos
potencialmente toxicos durante o inicio da vida ou no periodo gestacional também
tiveram um impacto importante durante o neurodesenvolvimento de roedores. Em um
primeiro estudo, foi visto que filhotes de fémeas que receberam por via oral os compostos
piretroides bifentrina e B-ciflutrina durante o periodo gestacional e a lactagao tinham o
neurodesenvolvimento e comportamento alterados do DPN3 a 12 (Syed et al., 2016). Em
outro trabalho, foi relatado que a administragao icv do acido L-2-hidroxiglutarico,
metabolito acumulado na acidemia L-2-hidroxiglutarica, em ratos de 1 dia de vida, causou
um comprometimento no neurodesenvolvimento no DPN7 (Ribeiro et al., 2022). Esses
achados mostram que a exposicao a compostos toxicos durante o periodo neonatal induz

alteragdes acentuadas no neurodesenvolvimento a longo prazo.
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E dificil estabelecer a relevancia fisiopatologica dos nossos resultados, uma vez
que ndo ha trabalhos descrevendo as concentragdes do HMG no plasma e tecidos de
individuos afetados pela deficiéncia da HL. No entanto, deve-se notar que um estudo
mostrou que a injecao intraperitoneal de HMG (10 umol/g de peso corporal) levou a
concentragdes em torno de 20 uM no estriado de ratos jovens, indicando que este acido
atravessa a barreira hematoencefalica. Por outro lado, a concentracdo de 20 uM pode ser
considerada baixa quando comparada as observadas para acidos organicos acumulados
em outras acidemias organicas. Essas observacoes sugerem que o HMG, mesmo quando
em baixas concentracdo, induz efeitos toxicos graves. Portanto, pode-se presumir que os
mecanismos patolégicos provocados pelo HMG aqui demonstrados contribuem para a
fisiopatologia da deficiéncia da HL.

A partir de nossos dados ndo podemos estabelecer os mecanismos exatos pelos
quais o0 HMG causa danos a homeostase redox, bioenergética e neurodesenvolvimento
em ratos neonatos. No entanto, um trabalho anterior de nosso grupo mostrou que o
antagonista glutamatérgico MK-801 preveniu o estresse oxidativo causado pelo HMG em
cérebro de ratos jovens, sugerindo que este acido pode ativar os receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, causando excitotoxicidade (Fernandes et al., 2013). Em
concordancia com isso, a estrutura quimica do HMG ¢ similar a do glutamato, o agonista
natural desses receptores. Além disso, dados da literatura ja evidenciaram que a inibigdo
de complexos da cadeia respiratoria leva ao vazamento de elétrons podendo,
consequentemente, aumentar a producdo de EROs, tais como anion superoxido e
peroxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge, 2015). Dessa forma, ¢ possivel que a
inibicdo dos complexos da cadeia respiratoria pelo HMG, conforme mostrado nesse
estudo, esteja levando a geragdo dessas espécies. A inibicdo de complexos da cadeira
respiratoria mitocondrial e de outras enzimas fundamentais para o metabolismo
energético células ja foi previamente verificada para outros acidos organicos acumulados
em diferentes EIMs (Roginski et al., 2020; de Moura Alvorcem et al., 2022).

Concluindo, relatamos pela primeira vez que o HMG, principal metabolito
acumulado na deficiéncia da HL, induz estresse oxidativo e disfungdo bioenergética em
tecidos cerebrais em ratos neonatos (Figura 11). Também verificamos que o HMG
prejudicou o neurodesenvolvimento em ratos neonatos (Figura 11). No caso de esses

achados serem confirmados em células ou tecidos de pacientes, ¢ possivel que o uso de
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agentes antioxidantes possa ser uma terapia adjuvante promissora para melhorar o

prognostico dos pacientes.
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Figura 11. (A) A administragdo intracebroventricular (icv) do acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMG; 1 pmol/g) altera as atividades de enzimas antioxidantes em estriado
e cortex cerebral de ratos neonatos; (B) O HMG ainda diminuiu as atividades de enzimas
do ciclo do 4cido citrico e dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial; (C) O HMG
também modificou parametros de neurodesenvolvimento. CII: complexo II; CII-III:
complexo II-IIT; CIV: Complexo IV; CAT: catalase; CS: citrato sintase; GOPDH: glicose-
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6-fosfato desidrogenase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; GSH:
glutationa reduzida; GST: glutationa-s-transferase; MDH: malato desidrogenase; SDH:

succinato desidrogenase.
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7. PERSPECTIVAS
- Avaliar os efeitos da administracdo icv de HMG sobre os niveis de RNAm e

contetido proteico das enzimas antioxidantes em cortex cerebral e estriado de ratos
neonatos.

- Avaliar os efeitos da administracao icv de HMG sobre os niveis de RNAm e
conteudo proteico do fator Nrf2, o qual modula a expressdo génica de enzimas
antioxidantes, em cortex cerebral e estriado de ratos neonatos.

- Avaliar os efeitos da administracdo icv de HMG sobre os niveis de RNAm e
conteudo de proteinas envolvidas na biogénese mitocondrial em cortex cerebral e estriado
de ratos neonatos.

- Avaliar os efeitos da administracdo icv de HMG sobre os niveis de RNAm e
contetdo de proteinas envolvidas na apoptose e dano celular em cortex cerebral e estriado
de ratos neonatos.

- Avaliar os efeitos de antioxidantes, como a N-acetilcisteina, melatonina e o JP4-
039 (antioxidante sintético direcionado para a mitocondria), sobre os efeitos toxicos do
HMG em cortex cerebral e estriado de ratos neonatos, bem como sobre as alteragdes de

neurodesenvolvimento.
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