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RESUMO

As deficiéncias da B-cetotiolase mitocondrial e da 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA
desidrogenase (MHBD) sé&o erros inatos do catabolismo da isoleucina. Os pacientes
afetados pela deficiéncia da B-cetotiolase apresentam crises agudas de cetose e
acidose metabdlica, podendo apresentar convulsées que podem evoluir ao coma e
morte. Bioquimicamente, sdo caracterizados por excre¢do urindria aumentada de
acido 2-metilacetoacético (MAA), 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) e tiglilglicina (TG).
Alguns individuos apresentam acidemia lactica durante as crises de
descompensacao metabolica. Por outro lado, os individuos afetados pela deficiéncia
da MHBD séao caracterizados por retardo mental, convulsdes e acidose lactica
severa, apresentando excrecdo urinaria aumentada de MHB e TG. O aumento do
acido lactico em ambas as enfermidades sugere um comprometimento do
metabolismo energético.

Tendo em vista que 0s mecanismos fisiopatogénicos de ambas desordens
sao totalmente desconhecidos e que os achados bioquimicos sugerem um déficit na
producdo de energia dos pacientes, o presente trabalho teve por objetivo investigar
os efeitos in vitro do MAA e do MHB sobre alguns parametros do metabolismo
energético em cértex cerebral de ratos jovens.

Nossos resultados demonstraram que o MAA inibiu a producdo de CO; a
partir de glicose, acetato e citrato, indicando um bloqueio do ciclo do &cido citrico.
Em adicdo, o complexo Il da cadeia respiratdria bem como a enzima succinato

desidrogenase foram inibidos na presenca do MAA. Portanto, € possivel que a
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As enzimas Na',K*-ATPase e creatina quinase (CK) ndo foram afetadas pelo MAA.
O MHB inibiu a producao de CO, a partir dos trés substratos testados bem como o
complexo IV da cadeia respiratoria, sugerindo que a inibicdo da cadeia respiratoria
tenha levado a inibicdo da producido CO; pelo ciclo de Krebs. A enzima Na',K'-
ATPase nao foi afetada pelo acido. No entanto, o MHB inibiu a atividade total da CK
as custas da CK mitocondrial (mi-CK). A presenca do inibidor da enzima 6xido nitrico
sintase L-NAME e do antioxidante glutationa reduzida (GSH) preveniram a inibic&o
da atividade total da CK, enquanto que a GSH preveniu a inibicdo da mi-CK,
sugerindo que os efeitos do MHB sobre a CK estejam relacionados a oxidacao de
grupamentos tiois essenciais a atividade enzimatica.

Tais resultados sugerem que o metabolismo energético cerebral é inibido in
vitro pelo MAA e pelo MHB. Caso estes achados se confirmem nas deficiéncias da
B-cetotiolase e da MHBD, é possivel que um prejuizo no metabolismo energético

causado pelo acumulo destes metabdlitos possa explicar, ab menos em parte, o

dano neurolégico encontrado nos pacientes portadores destas doencas.



ABSTRACT

Mitochondrial B-ketothiolase and 2-methyl-3-hydroxybutyril-CoA
dehydrogenase (MHBD) deficiencies are inherited neurometabolic disorders affecting
isoleucine catabolism. Patients affected by [-ketothiolase deficiency present normal
early development followed by a progressive loss of mental and motor skills,
convulsions, coma and death. Biochemically, B-ketothiolase deficiency is
characterized by intermittent ketoacidosis and urinary excretion of 2-
methylacetoacetate (MAA), 2-methyl-3-hydroxybutyrate (MHB) and tiglylglycine (TG).
In addition, some patients may present lactic acidemia during crises. On the other
hand, patients affected by MHBD deficiency manifest mental retardation, convulsions
and severe lactic acidosis accompanied by increased urinary excretion of MHB and
TG. The increased lactic acid in both diseases suggests the involvement of a
deficient energetic metabolism.

Considering that the fisiopathologic mechanisms of the neurological alterations
of these disorders are unknown and that the biochemical findings suggest an
impairment of energy production, the objective of the present work was to investigate
the in vitro effect of MAA and MHB on several parameters of energetic metabolism in
cerebral cortex from young rats.

Our results demonstrated that MAA inhibited CO, production when glucose,
acetate and citrate were used as substrates. In addition, respiratory chain complex Il
and succinate dehydrogenase activities were inhibited by MAA. Moreover, the
activities of Na*,K*-ATPase and creatine kinase (CK) were not modified by MAA.

Similarly, MHB inhibited CO, production from all the tested substrates, inhibited the



respiratory chain activity by diminishing the complex IV activity and did not modify the
activity of the Na",K*-ATPase. These results indicate a blockage in the Krebs cycle
which could be provoked by the respiratory chain inhibition observed for both
metabolites. Furthermore, MHB specifically inhibited total CK activity by reducing
mitochondrial CK. Total and mitochondrial CK activities were prevented by the use of
the nitric oxide synthase inhibitor L-NAME and glutathione (GSH) indicating that CK
inhibition could be related to the oxidation of essential enzyme thiols.

Taking together, these in vitro results suggest that the brain energetic
metabolism may be inhibited by MAA and MHB. Finally, if the effects detected in this
study also occur in vivo, it is tempting to speculate that they may contribute, at least
in part, to the neurological dysfunction found in [p-ketothiolase and MHBD

deficiencies.
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17

| INTRODUCAO

I. 1 Erros Inatos do Metabolismo

A primeira menc¢ao ao termo erros inatos do metabolismo (EIM) data de 1908
e foi feita por Archibald Garrod em seus estudos realizados com pacientes com
alcaptonuria, doenca em que os individuos afetados excretam grandes quantidades
de &cido homogentisico na urina. Garrod observou que freqlientemente um ou mais
individuos da mesma familia eram afetados sem que seus pais ou demais parentes
apresentassem a doencga. Baseado também na observacdo da maior incidéncia de
consanguinidade entre os pais dos pacientes e nas leis de Mendel, Garrod prop6s
um modelo de heranca autoss6mica recessiva para este distlrbio. Através da
determinacdo do acido homogentisico na urina de pacientes com alcaptonudria e da
observacdo de que essa substancia era um metabdlito normal da degradacao da
tirosina, ele relacionou este acumulo a um bloqueio na conversdao do acido
homogentisico até fumarato e acetoacetato. Mais tarde, verificou-se o acumulo de
outras substancias na urina e tecidos de pacientes e sua relacdo com alteracdes
genéticas. Observou-se também, que tais alteracbes resultavam na sintese
qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina, enzimatica ou nao
(SCRIVER et al., 2001).

Até o momento, foram descritos mais de 450 erros inatos do metabolismo, a
maioria deles envolvendo processos de sintese, degradacdo, transporte e

armazenamento de moléculas no organismo (SCRIVER et al., 2001).
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I. 1. 1 Acidemias organicas

As acidemias ou acidurias organicas sao erros inatos do metabolismo nos
quais um ou mais acidos organicos acumulam-se nos tecidos dos pacientes afetados
devido a deficiéncia da atividade de uma enzima do metabolismo de aminoacidos,
lipideos ou carboidratos (CHALMERS e LAWSON, 1982). Varios acidos organicos
estdo presentes no sangue e na urina de individuos normais, porém em
concentracbes reduzidas. Nos pacientes com estes disturbios, estes &acidos
encontram-se em altas concentracées no sangue e, principalmente, na urina.

A frequéncia destas doencas na populacdo em geral € pouco conhecida,
talvez devido ao desconhecimento pela maioria dos médicos da existéncia das
mesmas e da falta de laboratorios especializados para o seu diagnostico. Na
Holanda, pais considerado referéncia para o diagnéstico de erros inatos do
metabolismo, a incidéncia destas doencas € estimada em 1: 2.200 recém-nascidos,
enquanto que na Alemanha, Israel e Inglaterra € de aproximadamente 1: 6.000
recém-nascidos (HOFFMANN, 1994). Na Arabia Saudita, onde a taxa de
consanguinidade é elevada, a frequéncia € de 1: 740 nascidos vivos (RASHED et
al., 1994).

No inicio da década de 80 foi demonstrado que estes disturbios eram os erros
inatos do metabolismo mais freqientes em criancas hospitalizadas (CHALMERS et
al., 1980), o que motivou maiores estudos clinico/laboratoriais e epidemiolégicos nos
anos que se seguiram.

Clinicamente os pacientes afetados apresentam, como sintomatologia mais
comum, a disfuncdo neurolégica em suas mais diversas formas de expressao:
regressao neurologica, convulsdes, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade,

tremores, movimentos coreatetéticos, tetraparesia espastica, atraso no
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desenvolvimento psicomotor, etc. As mais frequentes manifestaces sao cheiro
peculiar na urina e/ou suor, cetose, cetondria, neutropenia, trombocitopenia, acidose
metabolica, baixos niveis de bicarbonato, hiperglicinemia, hiperamonemia,
hipo/hiperglicemia, acidose lactica, aumento dos niveis séricos de acidos graxos
livres e outros (SCRIVER et al., 2001). Recentemente, com 0 uso da tomografia
computadorizada, foram encontradas em alguns pacientes afetados por essas
doencas alteracbes de substancia branca (hipomielizacdo e/ou desmielizacéo),
atrofia cerebral generalizada ou dos ganglios da base (necrose ou calcificacéo),

megaencefalia, atrofia frontotemporal e atrofia cerebelar (MAYATEPEK et al., 1996).

I. 2 Catabolismo da isoleucina

A rota normal para o catabolismo da isoleucina ocorre na mitocéndria via
intermediarios com a configuracdo estereoquimica S (figura 1.1), porém, a
isomerizacao do acido 2-ceto-3-metilvalérico a sua forma R conduz o metabolismo a
uma rota secundaria de menor importancia em individuos normais (SWEETMAN e
WILLIAMS, 2001).

O primeiro passo da degradacao da isoleucina é sua transaminagcdo ao seu
cetoacido correspondente (acido 2-ceto-3-metilvalérico). A auséncia desta
transaminase especifica dos aminoacidos de cadeia ramificada no figado faz com
que a isoleucina seja oxidada primariamente em tecidos extrahepaticos (musculos,
adipdcitos, rins e cérebro) (NELSON e COX, 2000a). Na presenca da coenzima A
(CoA), o cetoacido € degradado a 2-metilbutiril-CoA o qual € novamente oxidado, por
acdo de outra desidrogenase, a tiglil-CoA. Os elétrons provenientes desta ultima
oxidacdo sao carregados pelo FAD e transferidos ao ETF para entdo passarem a

cadeia de transporte de elétrons. Ainda que a possibilidade de uma hidratase
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especifica para tiglil-CoA nédo tenha sido descartada, acredita-se que tiglil-CoA seja
hidratada a 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA pela enzima conhecida como crotonase. A
oxidacdo reversivel de 2-metil-3-hidroxibutiri-CoA a 2-metilacetoacetil-CoA &
catalisada por uma hidroxiacil-CoA desidrogenase. Esta enzima age sobre 3-
hidroxiacidos de cadeia curta e média resultantes da B-oxidacdo, porém tambéem
pode agir em substratos metilados na posicdo 2. A 2-metilacetoacetil-CoA tiolase
mitocondrial catalisa o ultimo passo do catabolismo da isoleucina, clivando o
composto 2-metilacetoacetil-CoA em propionil-CoA e acetil-CoA com a utilizacéo de
uma CoA (SWEETMAN e WILLIAMS, 2001). A acetil-CoA pode ser oxidada
diretamente no ciclo do acido citrico e a propionil-CoA pode formar metilmalonil-CoA
e apos succinil-CoA que entédo entra no ciclo.

A isoleucina é, portanto, considerada um aminoacido cetogénico por formar
corpos cetdnicos a partir de acetil-CoA e, também, gliconeogénico, por poder
originar glicose através de precursores provenientes do ciclo do acido citrico

(succinil-CoA) (NELSON e COX, 2000a).
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Figura 1.1. Catabolismo da isoleucina (adaptado de SWEETMAN e WILLIAMS,

2001).
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I. 2. 1 Deficiéncia da 2-metilacetoacetil-CoA tiolase

A deficiéncia da 2-metilacetoacetil-CoA tiolase mitocondrial (T2) (EC 2. 3. 1. 9)
(figura 1.2), também conhecida como deficiéncia da B-cetotiolase é considerada um
erro inato do metabolismo da isoleucina e de corpos cetonicos (DAUM et al., 1971)
de transmissao autossémica recessiva (MITCHELL e FUKAO, 2001).

Existem no minimo cinco cetotiolases em mamiferos, trés mitocondriais, uma
citosolica e uma peroxissomal (MIDDLETON, 1973; MIYASAWA et al.,, 1980;
UCHIDA et al., 1992). Uma das isoformas mitocondriais possui pouca especificidade,
atuando na p-oxidacdo de acidos graxos de cadeia curta, média e longa
(MIDDLETON, 1973; MITCHELL e FUKAO, 2001). A enzima trifuncional da
membrana interna da mitocondria participa da B-oxidacdo de acidos graxos de
cadeia longa (UCHIDA et al.,, 1992). A tiolase citosélica, atua somente sobre
acetoacetil-CoA, tendo sua distribuicido associada a capacidade dos tecidos de
sintetizar esterdides a partir de acetato (MIDDLETON, 1973). A enzima peroxissomal
desempenha um papel importante na oxidacédo de acidos graxos de cadeia longa (3-
cetoacil-CoA) (MIDDLETON, 1973). A 2-metilacetoacetil-CoA tiolase mitocondrial
(T2), Gnica das cetotiolases ativada por K*, hidrolisa acetoacetil-CoA e MAA-CoA
(MIDDLETON e BARTLETT, 1983), desempenhando um papel chave no
metabolismo da isoleucina e dos corpos cetonicos (figura 1.3). No figado, a enzima
esta envolvida na sintese de corpos cetdnicos e nao na hidrélise dos mesmos, como

ocorre em tecidos extrahepaticos (MIDDLETON, 1978).
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Figura 1.2. Deficiéncia da 3-cetotiolase. O bloqueio da rota no ponto indicado gera o

acumulo de 2-metilacetoacetato, 2-metil-3-hidroxibutirato e tiglilglicina (adaptado de

MITCHELL e FUKAO, 2001).
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Isoleucina 3-hidroxibutirato
= !
l Acetoacetato
2-metilacetoacetil-CoA Acetoacetil-CoA
A B- cetotlolase I
Propionil-CoA Acetil-CoA Acetil-CoA

N b

Ciclo do acido citrico

Figura 1.3. Funcao da B-cetotiolase no metabolismo da isoleucina e corpos cetdnicos

(adaptado de S@VIK, 1993).

A apresentacao clinica desta desordem é tédo variavel quanto o numero de
mutacdes encontradas por analise molecular (MITCHELL e FUKAO, 2001). Séo
descritos desde individuos afetados com desenvolvimento normal (KREMER et al.
1997; DAUM et al., 1973) até outros com severo comprometimento fisico e mental
(DAUM et al., 1973; MERINERO et al., 1987). Os achados clinicos mais comuns
desta doenca sdo cetose, severa acidose metabdlica, vémitos (muitas vezes com
hematémese), desidratacdo (causada por sucessivos episodios de diarréia), letargia
evoluindo ao coma e morte (HILLMAN e KEATING, 1974; MITCHELL e FUKAO,
2001) Os pacientes usualmente apresentam crises agudas de cetoacidose,

permanecendo assintomaticos no periodo entre estes episédios (MITCHELL e
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FUKAO, 2001). Alguns pacientes sao acometidos por severa enxaqueca. Retardo
mental e distonia sao relatados. Anormalidades nos ganglios da base similares as
encontradas em aminoacidopatias tém sido descritas (MITCHELL e FUKAO, 2001).
A caracteristica bioguimica € uma excrecao urinaria aumentada de acido 2-metil-3-
hidroxibutirico (MHB), tiglilglicina (TG) e, em alguns casos, de acido 2-
metilacetoacético (MAA) (tabela I.1) (S@VIK, 1993; MITCHELL e FUKAO, 2001).

Na maioria dos casos estudados, o primeiro episodio que conduziu o paciente
a internacao e possibilitou um posterior diagndstico ocorreu entre 6 e 24 meses de
idade, o que pode estar relacionado ao periodo em que a crianca passa a se
alimentar com uma dieta de conteudo protéico maior do que a do leite materno

(S@VIK, 1993).

Tabela 1.1. Excrecdo urinaria dos &cidos 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB), 2-
metilacetoacético (MAA) e de tiglilglicina (TG) de pacientes portadores de
deficiéncia da B-cetotiolase e de individuos normais. ND= ndo detectado e NF=
dados néo fornecidos.

MHB MAA TG
(mmol/mol de creatinina)
Pacientes 100-14000 25-250 70-7000
Individuos 1-9 ND NF

normais
Fonte: MITCHELL e FUKAO (2001)

I. 2. 1. 1 Diagndstico

A investigagdo desta deficiéncia deve ser considerada quando a crianga
apresenta recorrentes episodios de cetoacidose sem apresentar, no entanto, uma
cetose cronica (SWEETMAN e WILLIAMS, 2001). Devido a grande variabilidade no
padrdo de excrecdo dos metabdlitos e da necessidade de técnicas analiticas

especificas para alguns (MAA e 2-butanona), ndo existe um perfil quantitativo tipico
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bem determinado da excrecdo dessas substancias (SWEETMAN e WILLIAMS,
2001). O diagnéstico desta doenca depende da analise dos acidos orgéanicos na
urina dos pacientes, realizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG/EM).

Ainda que o MAA seja o substrato da enzima defeituosa, ele geralmente néo
€ 0 metabolito mais elevado. A sua auséncia em muitas analises pode estar
relacionada a sua descarboxilacdo ndo enzimatica a 2-butanona, composto volatil
ocasionalmente excretado (KEATING et al., 1972; DAUM et al., 1973) que também
pode se formar em meio acido durante a preparacdo da amostra para CG/EM
(ARAMAKI et al., 1991). O metabdlito mais elevado na urina desses pacientes é o
MHB, resultado da reacéo reversa catalisada pela desidrogenase, que é ativada por
uma alta razdo NADH/NAD" (SWEETMAN e WILLIAMS, 2001). O aumento de MHB
desloca o equilibrio da reac&o, gerando a elevacéo de sua forma desidratada, a tiglil-
CoA. A tiglil-CoA, por acdo de uma glicina N-acilase, forma o composto tiglilglicina
(SWEETMAN e WILLIAMS, 2001). E importante salientar que a elevacio isolada de
MAA e, principalmente de MHB, durante episodios cetoticos ndo pode ser
considerado diagndstico, ja que estes metabdlitos podem estar aumentados em
individuos com cetose por qualquer razdo. MHB e TG também séo detectados nas
acidemias propidnica e metilmalonica, porém estas doencas sdo facilmente
distinguiveis da deficiéncia da B-cetotiolase pela presenca de outros metabdlitos
caracteristicos (MITCHELL e FUKAO, 2001). A elevacédo continua de MAA e MHB
entre os episddios cetodticos € fortemente sugestiva da deficiéncia da B-cetotiolase
mitocondrial (SWEETMAN e WILLIAMS, 2001).

Considerando as dificuldades analiticas mencionadas, pode-se fazer a

suplementacdo oral de isoleucina (100 mg/Kg de peso corporal), que resulta no
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aumento de MHB, MAA e TG na urina dos individuos afetados (ARAMAKI et al.,
1991; MITCHELL e FUKAO, 2001).

A determinacdo de carnitinas esterificadas também € util no diagndstico ja
que, durante as crises agudas, a relacdo acil-carnitina/carnitina livre encontra-se
aumentada no sangue (FONTAINE et al., 1996; MITCHELL e FUKAO, 2001).

Por outro lado, diversas metodologias para a determinacéo da atividade da j-
cetotiolase tém sido descritas. Gibson et al. (1992) propuseram um método para
avaliar a rota de conversdo de tiglil-CoA a D-metilmalonil-CoA (resultado da
carboxilacao da propionil-CoA). Eram medidas a taxa de conversao de tiglil-CoA a D-
metilmalonil-CoA e, paralelamente, a atividade da propionil-CoA carboxilase em
cultura de fibroblastos. Um aumento na razdo atividade da propionil-CoA
carboxilase/taxa de conversao de tiglil-CoA a D-metilmalonil-CoA é indicativo de uma
deficiéncia nesta rota. Este método, por negligenciar a atividade de outras enzimas
(tigll-CoA hidratase e 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase) carece de
especificidade e pode conduzir a falsos diagnésticos. Hiyama et al. (1986) utilizaram
a ativacdo especifica da B-cetotiolase mitocondrial por K* em leucécitos para o
diagnéstico desta doenca. Esta ativacdo especifica parece nao ocorrer em
individuos afetados pela doenca (KREMER et al., 1997). Finalmente, 0 método de
determinacdo da atividade enzimatica de Middleton e Bartlett (1983), realizado em
cultura de fibroblastos, e que utiliza 2-metilacetoacetil-CoA (MAA-CoA) como
substrato, € um método mais sensivel e especifico que os descritos acima, porém a
MAA-COA é instavel e comercialmente indisponivel (MITCHELL e FUKAO, 2001).

As metodologias de determinacdo enzimatica normalmente sdo empregadas
apos o diagnostico por CG/EM, resultante da resposta do paciente a administracao

de isoleucina (ARAMAKI et al., 1991).
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O diagndstico molecular ndo € considerado um exame de primeira linha para
a deficiéncia de B-cetotiolase pela grande heterogeneidade alélica apresentada. No
entanto, a sua utilizacdo no diagnostico pré-natal tem sido relatada (MITCHELL e

FUKAO, 2001).

I. 2. 1. 2 Tratamento

Durante as crises agudas de acidose metabdlica com cetoacidose e
desidratacdo, a suplementacéao de fluidos € essencial, e a administracdo de alcalis
(bicarbonato de sobdio) pode ser necessaria (S@VIK, 1993). No entanto, uma
alcalinizacéo excessiva pode conduzir a uma hipernatremia, associada a hemorragia
cerebral e morte, especialmente em individuos portadores de uma mutacdo
especifica (MITCHELL e FUKAO, 2001). A administracdo de L-carnitina tem sido
proposta como alternativa para diminuir a toxicidade e facilitar a excrecao urinaria de
tiglil-CoA e outras acilas (FONTAINE et al., 1996; MITCHELL e FUKAO, 2001).

Uma dieta com restricdo protéica ou de baixo conteudo de isoleucina
geralmente é recomendada (S@VIK, 1993). O aporte calérico adequado de
carboidratos e a diminuicdo dos periodos de jejum com aumento no namero de
refeicbes sdo alternativas para evitar o catabolismo protéico e a cetogénese

(KREMER et al., 1997).

I. 2. 2 Deficiéncia da 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase

A aciduria 2-metil-3-hidroxibutirica foi descrita pela primeira vez por Zschocke
et al. (2000), que a consideraram como um novo erro inato do metabolismo da
isoleucina e dos acidos graxos metilados na posicéao 2 (figura 1.4). O primeiro caso

da doenca foi relatado em um recém-nascido do sexo masculino nascido a termo,
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filho de um casal germanico sem nenhum grau de parentesco, que no segundo dia
de vida desenvolveu taquidispinéia e acidose metabdlica com severa hipoglicemia,
concentracdo plasmatica de lactato elevada, hiperamonemia e cetonuria.
Movimentos convulsivos também foram observados. A crianga se recuperou com
uma infusdo intravenosa de glicose. Aos dois meses de idade, uma analise de
acidos organicos na urina revelou uma excrecdo aumentada de acido 2-metil-3-
hidroxibutirico (MHB) e tiglilglicina (TG), o que foi interpretado como uma deficiéncia
de B-cetotiolase. Ao final do primeiro ano de vida, o desenvolvimento psicomotor
estava nitidamente atrasado. Aos quatorze meses, coincidindo com o periodo de
vacinacao, a crianga comecou a mostrar progressiva perda das habilidades motoras
e visuais, agitacdo acentuada e movimentos coreatetéticos. Durante as semanas
gque se seguiram, a crianca apresentou convulsdes, as quais foram reduzidas com
administracdo de vigabatrina. Estudos de ressonancia cerebral revelaram uma leve
atrofia frontotemporal. Aos dois anos de idade, o garoto estava severamente
retardado, agitado, com marcada hipotonia e apresentava pouca reacdo a estimulos
externos. Em vista do curso clinico grave da doenca, o diagndstico anterior foi
reconsiderado e adicionais investigacdes foram realizadas. Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) de acidos organicos na urina mostrou
constante elevacdo de MHB e TG mas nao de acido 2-metilacetoacético (MAA).
Acidos organicos estavam normais no plasma, porém o lactato estava repetidamente
aumentado no sangue e no liquor. Apos a administracao de isoleucina observou-se
grande elevacdo de MHB e TG mas nunca de MAA. A analise plasmatica mostrou
tracos de MHB, normalmente indetectavel. A atividade da enzima 2-metil-3-
hidroxibutiril-CoA desidrogenase (MHBD) em fibroblastos do paciente estava

virtualmente ausente enquanto que a atividade da [-cetotiolase revelou valores
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normais. A heranca dessa doenca € ligada ao cromossomo X e diferentes tipos de
mutacdes tém sido descritos (OFMAN et al., 2001). Esta doenca tem largo espectro
de ocorréncia em homens (OLPIN et al., 2002), podendo, no entanto, se manifestar
suavemente em mulheres portadoras (ENSENAUER et al., 2002).

Outro paciente, descrito por Olpin et al. (2002), permaneceu assintomatico
durante seis anos, apresentando o0s primeiros sintomas de deterioracdo da
habilidade motora apos contrair sarampo. Poucos anos depois sua fala e seu modo
de andar estavam totalmente deteriorados bem como o seu comportamento, que se
tornou dificil e truculento. Ele foi conduzido a pesquisa de um possivel disturbio
metabolico por volta dos treze anos de idade, quando a investigacdo em fibroblastos
juntamente com um atipico curso clinico, gerou uma suspeita de um outro defeito no
catabolismo da isoleucina que ndo uma deficiéncia da B-cetotiolase, sugerida pelo
padrdo de excrecdo de metabdlitos. O diagnostico da deficiencia de MHBD foi
confirmado pela determinacdo da atividade enzimatica especifica. Uma atividade
diminuida dos complexos da cadeia respiratoria em fibroblastos foi evidenciada,
sendo relatada previamente em um paciente com um defeito no catabolismo da
isoleucina descrito por Burlina et al. (1998), agora confirmado como deficiéncia da
MHBD. Este paciente apresentou um curso mais benigno suave que o do paciente
descrito por Zschocke et al. (2000), provavelmente devido a uma maior atividade
residual da MHBD, o que pode explicar a grande variabilidade fenotipica

apresentada por esta desordem.
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Figura |.4. Deficiéncia da 2-metil-3-hidréxibutiril-CoA desidrogenase (MHBD). O

bloqueio da rota no ponto indicado gera o acumulo de 2-metil-3-hidroxibutirato e

tiglilglicina (adaptado de MITCHELL e FUKAO, 2001).
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I. 2. 2. 1 Diagnhdstico

O diagnostico, assim como no caso da deficiéncia da B-cetotiolase, € dado
pelo padrédo de excrecao urinaria dos metabdlitos (MHB e TG) verificado por CG/EM.
Pode-se fazer uso da administracdo de isoleucina para melhor caracterizacdo dos
acidos na urina. A observacao clinica e bioquimica do curso da doenca € de extrema
importancia para se diferenciar da deficiéncia da B-cetotiolase. A presenca de acido
2-etilhidracrilico, um metabdlito de menor concentracdo encontrado na urina destes
pacientes, € sugerido como caracteristico da deficiéncia da MHBD (SUTTON et al.,
2003). A deficiéncia da MHBD parece ser uma aciddria organica cuja
neurotoxicidade é causada pelo acumulo dos metabdlitos enquanto a deficiéncia da
B-cetotiolase € uma desordem de cetdlise que se apresenta preponderantemente
com acidose e vomitos (SUTTON et al., 2003).

A determinacdo da atividade enzimatica especifica e a avaliacdo da rota de
tiglil-CoA a metilmalonil-CoA, com paralela determinacdo da atividade da [-

cetotiolase, fazem parte do diagnéstico.

I. 2. 2. 2 Tratamento

A restricdo de isoleucina na dieta tem se mostrado discutivel. O paciente
descrito por Zschocke et al. (2000) ndo demonstrou adicional deterioracdo das
funcdes neuroldgicas sob este regime. A inquietacéo e a freqiéncia das convulsdes
também foram diminuidas com a dieta. Entretanto, esta dieta ndo demonstrou efeito
no paciente descrito por Sutton et al. (2003). Neste caso, talvez seja necessario um
tempo maior para verificar o efeito desta dieta no curso clinico da deficiéncia da

MHBD (SUTTON et al., 2003).
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I. 3 Metabolismo intermediério no cérebro de mamiferos

O principal substrato energético para o cérebro de mamiferos adultos é a
glicose, porém o padrédo de utilizacdo deste nutriente varia conforme a etapa de
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), o estado nutricional do individuo
e o destino de sua cadeia de atomos de carbono (MARKS; MARKS e SMITH,
1996a).

Nas primeiras horas apds o nascimento, o lactato é a principal fonte de
obtencédo de energia cerebral (VICARIO et al., 1991). Com o inicio do periodo de
amamentacao, os corpos cetbnicos, formados a partir da oxidacdo dos &acidos
graxos contidos no leite, sdo utilizados em grandes quantidades pelo cérebro. Assim,
durante as primeiras semanas de desenvolvimento, 0Ss corpos cetdnicos se
constituem como uma das principais fontes para obtencédo de energia pelo cérebro
(MILLER et al., 1982). Nesta fase, o consumo de glicose pelo cérebro é reduzido,
aumentando gradativamente em poucas semanas. O equilibrio entre o consumo de
glicose e corpos cetbnicos € alcancado por volta dos 18 dias de vida, quando a
utilizacdo de glicose se torna preferencial em condi¢cdes normais (CRONE, 1965;
CREMER et al., 1976).

O estado nutricional também dita o padréo de utilizacdo de nutrientes pelo
cérebro. Situacdes de jejum prolongado fazem com que o SNC passe a utilizar
corpos cetdnicos para obtencdo de energia, a fim de poupar o organismo de um
catabolismo protéico exacerbado, resultante da necessidade da manutencdo da
glicemia via gliconeogénese (MARKS; MARKS e SMITH, 1996b).

A glicose captada pelo cérebro é fonte de carbono para a sintese de diversas
outras biomoléculas (neurotransmissores por exemplo), o que reforca a idéia de que

a utilizacdo de glicose néo esta atrelada somente a producdo de energia. Assim,
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pode-se esperar que o SNC utilize diversos substratos para obtencdo de energia,
ligados ou ndo, ao metabolismo da glicose.

Como o metabolismo energético cerebral se mostra essencialmente aerobico,
independentemente do substrato utilizado (CLARK et al., 1993), a via comum de
oxidacdo dos glicideos, aminoacidos e acidos graxos € o ciclo do acido citrico
(STRYER, 1996a). A maior parte dessas moléculas entra no ciclo sob a forma de
acetil-CoA, que é entdo oxidada a CO,. Alguns substratos entram no ciclo atravées
das chamadas reacfes anapleroticas, que alimentam o ciclo fornecendo diretamente
seus intermediarios (MARKS; MARKS e SMITH, 1996c).

Diversos substratos marcados por isotopos radioativos sdo oxidados in vitro
pelo cérebro. A utilizacdo dessas substancias tem auxiliado o estudo do
metabolismo energético cerebral a partir de diferentes pontos da rota aerdbica de
oxidacdo, dependendo do substrato utilizado (glicose, acetato ou citrato por

exemplo) e da posicdo onde a molécula é marcada.

I. 4 Fosforilacdo Oxidativa

Os dinucleotideos reduzidos NADH e FADH,, provenientes da oxidacao da
glicose, acidos graxos, aminoacidos e intermediarios do ciclo do &cido citrico sdo
moléculas ricas em energia, pois contém elétrons com alto potencial de transferéncia
(STRYER, 1996Db).

A fosforilacdo oxidativa € o processo pelo qual o O, é reduzido a H,O, por
elétrons doados pelo NADH e FADH,, que fluem por varios pares redox (cadeia
respiratoria) ocorrendo concomitante producdo de ATP a partir de ADP e Pi

(NELSON e COX, 2000b). Em eucariotos, a fosforilacdo oxidativa ocorre nas
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mitocdndrias, mais precisamente na cadeia respiratoria, e € responsavel pela maior
parte da energia produzida pela célula (figura 1.5).

As mitocondrias sdo corpusculos envolvidos por uma membrana externa,
facilmente permeavel a pequenas moléculas e ions, e por uma membrana interna,
impermeéavel & maioria das moléculas e ions, incluindo prétons H* (NELSON e COX,
2000b). A membrana interna contém transportadores especificos para a passagem
de substancias como o piruvato, glicerolfosfato, malato, acidos graxos e outras
moléculas essenciais as fun¢cdes mitocondriais (ABELES, FREY e JENCKS, 1992).
O fluxo de elétrons do NADH e FADH, até o O, se da através de complexos
enzimaticos ancorados na membrana mitocondrial interna. Essa transferéncia de
elétrons € impulsionada por um crescente potencial redox existente entre NADH e
FADH,, complexos enziméaticos e o O,, aceptor final da cadeia respiratoria.

A cadeia respiratéria € composta por varios complexos enzimaticos e uma
coenzima lipossoluvel, a coenzima Q ou ubiquinona (Di Donato, 2000). O complexo
I, conhecido como NADH desidrogenase ou NADH: ubiquinona oxidorredutase,
transfere os elétrons do NADH para a ubiquinona. O complexo I, sucinato
desidrogenase, reduz a ubiquinona com elétrons do FADH, provenientes da
oxidacdo do sucinato a fumarato no ciclo do acido citrico. O complexo lll, citocromo
bc; ou ubiquinona-citocromo ¢ oxidorredutase, catalisa a reducdo do citocromo ¢ a
partir da ubiquinona reduzida. O complexo IV, conhecido como citocromo oxidase,
catalisa a transferéncia dos elétrons do citocromo ¢ para o O, reduzindo-o a HO.
Todos esses complexos possuem grupamentos prostéticos especificos para
desempenharem o papel de aceptores e doadores de elétrons (ABELES, FREY e

JENCKS, 1992).
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O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratoria €
acompanhado pelo bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas. Com isso, cria-se um gradiente eletroquimico transmembrana
utilizado por um quinto complexo protéico, a ATP sintase, para a sintese de ATP.
Dessa forma, a oxidacdo de substratos energéticos esta acoplada ao processo de
fosforilacdo do ADP, ou seja, quando o fluxo de protons volta a favor do gradiente
eletroquimico, a energia liberada € utilizada pela ATP sintase, que funciona como
uma bomba de prétons ATP dependente trabalhando no sentido reverso, para
direcionar a formacéo de ATP a partir de ADP e Pi (NELSON e COX, 2000b).

Além do possivel déficit na producdo de ATP, algumas doencas genéticas e
outros disturbios que envolvam a cadeia respiratoria aumentam os niveis de NADH,
inibindo o ciclo do acido citrico e impedindo a entrada de piruvato no mesmo. Como
consequéncia, o piruvato € convertido em lactato, cujos niveis aumentam no sangue

(VOET e VOET, 1990).
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l. 5 Na" ,K*-ATPase

A enzima Na',K'-ATPase é uma proteina transmembrana constituida por dois
tipos de subunidades: a subunidade o de 110kD, que contém os sitios cataliticos e
de ligacdo de ions, e a subunidade B, que é uma glicoproteina de 55kD de funcao
desconhecida, formando uma estrutura dimérica (af).. A funcdo dessa enzima é
translocar os cations Na* e K' através da membrana plasmatica contra seus
gradientes de concentracgdo, utilizando a energia fornecida pela hidrélise de trifosfato
de adenosina (ATP). A enzima transporta simultaneamente 3 Na* para fora e 2 K*
para dentro da célula. A saida de Na' capacita as células animais a controlar
osmoticamente seu conteudo hidrico. Como trés cargas positivas sao transportadas
para o meio extracelular e somente duas para o meio intracelular, o fluxo de ions
Na® e K produz um gradiente eletroquimico através da membrana celular (LINGREL
e KUNTZWEILER, 1994). Esse gradiente é usado como fonte de energia para a
despolarizacdo e repolarizagdo do potencial de membrana, para a manutencao e
regulacdo do volume celular, para transporte ativo, transporte de substancias
dependente de ion Na’, de aminoacidos, de neurotransmissores e para
cotransporte/antiporte de outros ions (GEERING, 1990). Todas as células
eucarioticas superiores consomem o ATP por elas produzido para a manutengao das
concentragdes de Na* e K*, sendo que esse consumo pode ser da ordem de 40 a
60% nas células neuronais (WHITTAN, 1962).

A reacdo catalisada pela Na',K*-ATPase € a seguinte:
3Na+(intrace|ular) + 2K+(extracelular) +ATP — 3'NaJr(extraceIuIar) + 2K+(intracelular) + ADP + Pi

Alteracdes nos mecanismos que mantém o equilibrio entre a taxa de sodio e
potassio intra e extraneuronal podem causar graves consequéncias nas células do

SNC (ERECINSKA e SILVER, 1994), tendo sido associadas com despolarizacéo



39

excessiva, instabilidade da membrana e descargas paroxisticas (DONALDSON et
al., 1977).

Glicosidios cardiotbnicos, tais como a digoxina e a ouabaina, inibem a enzima
Na* K*-ATPase, ligando-se a um sitio especifico na por¢éo extracelular da proteina
(LINGREL e KUNTZWEILER, 1994). Baixas doses de ouabaina (0,1 nmol), quando
injetadas intracerebralmente em ratos, produzem lesdes neuronais seletivas e, em
altas doses (1 nmol), produzem necrose celular e infarto (LEES et al., 1990). O efeito
de radicais livres sobre a Na*,K*-ATPase tem sido citado como a principal fonte de
dano celular na reperfusédo ocorrida apos uma isquemia do miocardio. Estudos tém
demonstrado uma inibicdo in vitro da enzima quando exposta a radicais hidroxila
(HITSCHKE et al., 1994) e também quando exposta a sistemas artificiais produtores
de radicais livres em homogenizado de cérebro de ratos (TSAKIRIS et al., 2000).

Diversas investigacdes tém examinado o funcionamento da Na',K'-ATPase
em tecido normal e tecido obtido de foco epiléptico na tentativa de identificar
anormalidades na funcdo da enzima que possam estar correlacionadas com tal
patologia. Hanglund et al. (1985) mostraram que uma menor atividade da enzima em
regides cerebrais parece estar relacionada a anormalidades encontradas em crises
convulsivas, talvez refletindo uma menor atividade na regulacdo do potassio
extracelular. Rapport et al. (1975) encontraram uma diminuicdo de 60% na atividade
da Na',K'-ATPase em cortex cerebral obtido de paciente que apresentava
convulsdes generalizadas intrataveis. Além disso, a inibicdo da enzima esta
associada a liberacdo de neurotransmissores em uma variedade de preparacdes
neuronais (JACOBSON et al., 1986).

Estudos in vitro tém demonstrado que alguns aminoéacidos inibem a atividade

da Na',K'-ATPase. A fenilalanina e seus metabolitos desaminados (fenilpiruvato,
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fenilacetato e fenilactato) inibem in vitro a atividade da Na*,K*-ATPase em torno de
20% (WYSE et al.,, 1995). Burger (1998) demonstrou semelhante inibicdo para
leucina, valina, isoleucina e seus cetoacidos, compostos acumulados na doenca do
xarope do bordo.

Através de estudos dos efeitos in vivo da administracdo de fenilalanina sobre
a atividade da Na',K'-ATPase de cortex cerebral de ratos, Wyse et al. (1995)
demonstraram que na hiperfenilalaninemia experimental produzida pela
administracdo crbénica de fenilalanina ocorre uma diminuicdo significativa na
atividade especifica da Na*,K*-ATPase.

Posteriormente, Wyse et al. (1998) mostraram que tanto a administracao
cronica de acido propiénico, como a presenca desse acido no meio de incubacéao,

inibem a atividade da Na*,K*-ATPase em cértex cerebral de ratos.

I. 6 Creatina quinase

A enzima creatina quinase (CK) (E.C. 2. 7. 3. 2) catalisa a reacao reversivel
de transferéncia do grupamento y-fosfato do ATP para o grupamento guanidino da
creatina (Cr), formando fosfocreatina (PCr) e ADP (figura 1.6). A CK esta presente
em grandes quantidades em tecidos que requerem altas e variaveis demandas de
energia, como 0 musculo esquelético, o0 musculo cardiaco e o cérebro (WYSS e

KADDURAH-DAOUK, 2000).
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Figura |.6. Reacao catalisada pela creatina quinase (CK).

Foram identificadas cinco isoenzimas de CK (duas mitocondriais e trés
citosolicas), cujas subunidades sdo produzidas por genes distintos com expressao
tecido-especifica. As isoenzimas citosolicas (cy-CK) existem exclusivamente como
moléculas diméricas, compostas por dois tipos de subunidades (CKB e CKM),
originando trés diferentes isoformas: CK-MM (predominante em musculo esquelético
adulto), CK-BB (predominante em cérebro) e CK-MB (predominante em musculo
cardiaco) (MANOS; BRYAN e EDMOND, 1991; MOLLOY et al., 1992). As duas
isoenzimas mitocondriais, mi-CK onipresente e mi-CK sarcomérica, sdo encontradas
no espaco intermembranas, formando moléculas homodiméricas ou
homooctaméricas prontamente interconversiveis (WYSS e KADDURAH-DAOUK,
2000). A mi-CK octamérica é considerada a forma predominante e ativa in vivo,
sendo muito importante para a fungéo da enzima (SOBOLL et al, 1999).

A mi-CK interage simultaneamente com as membranas mitocondriais interna
e externa, permanecendo acoplada a translocase de nucleotideos de adenina, canal
transportador do ATP da matrix mitocondrial para o espago intermembranas. O

grupamento y-fosfato do ATP é transferido pela mi-CK no espaco intermembranas
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para a Cr, formando ADP e PCr. A PCr deixa a mitocondria e se difunde através do
citoplasma até os sitios de consumo de energia, onde, por acdo das isoenzimas
citosdlicas (CK-MM, CK-MB ou CK-BB), ira regenerar o ATP e formar novamente Cr.
A Cr liberada pode retornar a mitocondria fechando o ciclo (figura 1.7) (WYSS e
KADDURAH-DAOUK, 2000). Kaldis et al. (1996) verificaram que, em regides
cerebrais ricas em mitocondrias, grandes quantidades de mi-CK foram encontradas
juntamente com CKBB, 0 que poderia reforcar a hipétese desta associacao.

Tem sido demonstrada também uma relacdo da CK com ATPases celulares
especificas, como as bombas responsaveis por manter gradientes i6nicos celulares
(MOLLOY et al., 1992; KALDIS et al., 1996).

Séo relatadas, basicamente, duas funcdes para o sistema Cr/CK/PCr: a
funcdo de tamponamento energético e a funcdo de transporte de grupamentos
“fosfato de alta energia’. Enquanto para o tamponamento energético uma alta
atividade da mi-CK nédo seria requerida, para a funcdo de transporte sua atividade
pode ser essencial, principalmente quando a difusdo de nucleotideos de adenina
através da membrana mitocondrial externa for limitada. De acordo com esta idéia, a
atividade da mi-CK esta relacionada a capacidade oxidativa da musculatura estriada,
sendo muito maior no tecido cardiaco (cerca de 35% da atividade total da CK) que
em musculo esquelético (0,5-2% da ativdade da CK total) (WYSS e KADDURAH-
DAOUK, 2000).

Recentemente, foi demonstrado que a mi-CK é susceptivel a inativacédo por
peroxinitrito, produto que se acumula em diversas doencas neurodegenerativas.
Esta inibicdo esta relacionada a alteracdo de seus grupos tidis mediante a acao de
agentes oxidantes (STACHOWIAK et al.,, 1998). Além disso, a diminuicdo de

atividade da CKBB tem sido encontrada em pacientes com certas doencgas, como o
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mal de Alzheimer, em que o dano oxidativo parece estar relacionado a
neurodegeneracdo (AKSENOV et al., 2000).

Inibicdo in vitro da atividade total da CK, bem como de suas isoenzimas
citosodlica e mitocondrial, causada por acidos organicos acumulados em algumas
acidemias organicas, clinicamente caracterizadas por severa encefalopatia, tém
relacionado um possivel prejuizo na producdo ou no consumo de energia com a

fisiopatogenia destas doencas (da SILVA et al., 2004).
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Il OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo estudar os efeitos in vitro dos acidos 2-
metilacetoacético (MAA) e 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB), que se acumulam nas
deficiéncias da pB-cetotiolase e da 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase
(MHBD), sobre alguns parametros do metabolismo energético em cortex cerebral de
ratos jovens, tendo em vista que os pacientes afetados por estas desordens
apresentam sintomatologia neurolégica predominante e altos niveis teciduais de

acidos graxos.

Il. 1 Objetivos especificos

e Estudar o efeito do MAA e do MHB sobre a producdo de CO; a partir de D-[U-
14C] glicose, [1-**C] 4cido acético e [1,5-**C] &cido citrico em homogeneizados
de cortex cerebral de ratos jovens.

e Estudar o efeito do MAA e do MHB sobre a atividade dos complexos
enzimaticos da cadeia respiratéria em homogeneizados de cortex cerebral de
ratos jovens.

e Estudar o efeito do MAA e do MHB sobre a atividade da Na*,K*-ATPase de
membranas sinapticas isoladas de cértex cerebral de ratos jovens.

e Estudar o efeito do MAA e do MHB sobre as atividades total, citosdlica e
mitocondrial da creatina quinase, bem como a influéncia de antioxidantes
sobre as alteracBes destas atividades na presenca destes acidos em

homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.
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Il MATERIAL E METODOS

lll. 1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau de pureza
pro-andlise (PA).

Os acidos 2-metilacetoacético (MAA) e 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) foram
sempre dissolvidos e diluidos na solucdo tampéo especifica de cada técnica no dia

da realizagdo dos ensaios.

[ll. 1. 1 Reagentes utilizados

a-Naftol - Sigma

e [1,5-**C] 4cido citrico - Amersham

e [1-'*C] 4cido acético - Amersham

e Acido 2-metil-3-hidroxibutirico

e Acido 2-metilacetoacético

e Acido acético - Merck

e Acido citrico - Merck

e Acido cloridrico - Merck

e Acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) sal dissodico - Sigma
e Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etano sulfénico (HEPES) - Sigma
e Acido orto-fosférico - Merck

e Acido p-hidroximercuribenzdico (pHMB) - Sigma

e Acido tricloroacético - MercK

¢ Adenina-5'-difosfato (ADP) - Sigma

e Adenosina-5’-trifosfato (ATP) - Sigma



Albumina bovina - Sigma

Alcool polivinilico - Vetec

Azida sddica - Sigma

Bicarbonato de potassio - Reagen
Borohidrato de sédio - Sigma

Cianeto de potassio - Merck
Citocromo c - Sigma

Cloreto de magnésio hexahidratado - Sigma
Cloreto de potéassio - Merck

Cloreto de sédio -Sigma

Coomasie Brilhante Blue G - Sigma
Creatina - Sigma

D-[U-*C] glicose - Amersham

Diacetil - ICN

Dicloroindofenol (DCIP) - Sigma
Fosfato de potassio dibasico - Reagen
Fosfato de potassio monobasico - Merck
Fosfocreatina - Sigma

Glicose - Sigma

Glutationa - Sigma

Heparina 5000 U.l./mL - Cristalia
Hiamina - Sigma

Hidroxido de sédio - Vetec
Lauril-maltosideo - Sigma

Liquido de cintilagdo Opti Phase “Hi Safe” 3 - Wallac
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Metassulfato de fenazina (PMS) - Sigma
Molibdato de amonio - Vetec
N®-nitro-L-argininametiléster (L-NAME) - Sigma
Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (B-NADH) - Sigma
Ouabaina - ICN

POP e POPOP - Sigma

Rotenona - Sigma

Sacarose - Reagen

Succinato de sodio hexahidratado - Sigma
Sulfato de magnésio heptahidratado - Reagen
Tolueno - Merck

Trisma base - Sigma

Verde malaquita - Sigma

[ll. 2 Equipamentos e outros materiais

Agitador de tubos Thermolyne modelo Maxi Mix Plus
Agitador magnético Fisaton modelo 1005

Balanca Acculab modelo V-200

Balancga analitica digital Sartorius Basic

Balanca digital Kern modelo 430-21

Banho metabolico Dubnoff

Banho-maria Biomatic modelo 1052

Centrifuga Du Pont modelo Sorvall RC 5B Plus
Centrifuga Eppendorf modelo 5403

Contador de cintilagéo liquida Wallac modelo 1409
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e Deionizador

e Destilador

e Espectrofotbmetro Hitachi modelo U-2001 com leitura cinética e controle de
temperatura

e Freezer -20°C Prosddscimo modelo H5

e Freezer -70°C Scien Temp

e Guilhotina

e Homogenizador elétrico B. Braun Biotech International modelo Potter S

e Maquina de fazer gelo Everest

e Material cirdrgico: tesouras, bisturis e espéatulas

e Micropipetas de volume regulavel Gilson

e Microultracentrifuga Hitachi modelo Himac CS 120 GX

e Potencidmetro modelo Tec-2 (Tecnal).

e Refrigerador Brastemp.

e Tubos plasticos Eppendor

e Ultracentrifuga Hitachi modelo Himac CP 70 MX

e Vidraria: provetas, pipetas graduadas, potter de vidro, balées volumétricos,
pacas de Petri, pipetas Pasteur, tubos de ensaio, béqueres, cubetas, vials,

POGOS

I1l. 3 Animais
Foram utilizados ratos Wistar de 30 dias de idade, de ambos 0s sexos,
fornecidos pelo Biotério do Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS. Os ratos

foram mantidos em ciclos de claro-escuro de +12 horas a uma temperatura de
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24+1°C. Os animais tinham livre acesso a agua e ao alimento (ragcdo Supra ou

Purina, S&o Leopoldo, RS).

[ll. 4 Producdo de CO, por homogeneizados de coértex cerebral de ratos jovens
A producgéo de CO, por homogeneizados de cortex cerebral foi determinada a
partir de trés diferentes substratos no meio de incubacao que continha:
e D-[U-*C] glicose (0,055 uCi), na presenca de 5 mM de D-glicose
e [1-'*C] &cido acético (0,055 uCi), na presenca de 1 mM de &cido acético
e [1,5-*C] &cido citrico (0,23 UCi), na presenca de 1 mM de &cido citrico
Os tubos testes continham 0,01, 0,1 e 1 mM de MAA ou MHB. Os tubos

controles nao continham nenhum dos &cidos.

[ll. 4. 1 Preparagao do tecido

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, o cortex cerebral foi isolado e
homogeneizado na proporc¢do de 1:10 em solucao tampéao contendo KHCO3; 30 mM,
KH,PO4 30 mM, NaCl 30 mM, MgCl, 3,5 mM, EDTA 0,2 mM e sacarose 24 mM, pH
7,4, previamente aerada com mistura carbogénica durante 10 minutos (solucao
tampdo desenvolvida pelo Professor Dr. Marcos L. S. Perry baseada nas

concentracgoes idnicas intracelulares).

lll. 4. 2 Captacéo de CO,

Um volume de 450 puL de homogeneizado, contendo aproximadamente 45 mg
de cortex cerebral, foi pré-incubado na presenca de 1,4 mM de lauril-maltosideo
durante 20 minutos a 35°C em banho metabdlico com agitacdo. Apods, foram

acrescentados ao meio de incubacéo os substratos marcados e os acidos a serem
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testados (tubos testes). Os frascos foram fechados com tampas de borracha
contendo pocos de vidro com papel filtro dobrado em forma de “W”, vedados com
parafiime e devolvidos ao banho. Transcorrida 1 hora de incubacédo a reacéo foi
interrompida pela adicdo de 200 pL de TCA 50% ao homogeneizado. Foi adicionada
entdo 100 pL de hiamina ou NaOH 2 M dentro dos poc¢os. Os frascos foram
novamente vedados com parafilme e mais uma vez devolvidos ao banho por 30
minutos para que o CO, pudesse ser incorporado ao papel filtro impregnado por
hiamina ou NaOH. Terminado este procedimento, o papel filtro embebido em
hiamina ou NaOH 2M foi retirado com o auxilio de uma pin¢ca e de uma micropipeta
sendo transferido para vials de plastico. Em cada vial foi adicionado 3 mL de liquido
de cintilacdo POP/POPOP/tolueno (4g/ 50 mg/ tolueno g.s.p 1000 mL) quando da
adicado de hiamina nos pocos ou 2 mL de liquido de cintilacdo Opti Phase “Hi Safe” 3
quando da adicdo de NaOH 2 M. Posteriormente, os vials foram agitados e a
radioatividade incorporada ao CO, foi determinada em contador de cintilac&o liquida.
Os resultados foram expressos em pmol de CO, captado/mg de tecido/h de

incubacao.

lll. 5 Determinacdo das atividades dos complexos da cadeia respiratoria em
homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens

A atividade dos complexos da cadeia respiratéria foi determinada na presenca
de 1 mM de MAA ou MHB (tubos testes). Os tubos controles ndo continham nenhum
dos acidos. MAA e MHB foram sempre dissolvidos e diluidos na solu¢do tampéao

especifica de cada técnica. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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[ll. 5. 1 Preparacédo do tecido

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, o cérebro foi rapidamente
removido e o0 cortex cerebral foi isolado e homogenizado 1:20 (P/V) em tampéao
SETH (sacarose 250 mM, EDTA 2 mM, trisma base 10 mM e heparina dissolvidos
em agua destilada e deionizada q.s.p 50 mL) pH 7,4 (conforme Dra. Paz Briones —
Espanha). Os homogenizados foram centrifugados a 800 x g por 10 minutos e 0s
sobrenadantes separados em aliquotas de 200 a 300 puL e mantidos a -70°C por um
periodo maximo de um més até o momento das determinacdes enzimaticas.

No momento das determinagcbes as amostras foram congeladas e
descongeladas por duas vezes consecutivas para a determinacédo da atividade dos

complexos I, lI-11l e I-111.

lll. 5. 2 Determinagcédo da quantidade de proteina
O conteudo protéico foi determinado pelo método de LOWRY et al. (1951)

usando albumina bovina como padréao.

lll. 5. 3 Determinacdo da atividade do complexo I-lll (NADH: citocromo c
oxirredutase)

Ao meio de incubacédo contendo tampao fosfato de potassio 20 mM pH 8,
KCN 2 mM, EDTA 10 uM, citocromo ¢ 50 uM, foram adicionados 10 a 25 ug de
proteinas do homogeneizado e 25 uM de NADH iniciando a reacdo. A reducdo do
citocromo c foi registrada a 550 nm e 25°C na presenca e na auséncia dos acidos
por 3 minutos, apdés os quais foram adicionados 10 uM de rotenona. As
absorvancias continuaram sendo registradas por mais 3 minutos. A diferenca entre

os dois momentos de leitura correspondeu a atividade da NADH: citocromo c
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oxirredutase sensivel a rotenona (SCHAPIRA et al., 1990). A atividade foi expressa

em nmol de citocromo c reduzido/min/mg de proteina.

lll. 5. 4 Determinacdo da atividade do complexo Il (succinato: DCIP
oxirredutase) e succinato desidrogenase (SDH)

As atividades enzimaticas do complexo Il e da SDH foram determinadas de
acordo com FISCHER et al. (1985). Ao meio de incubacéo contendo tampéao fosfato
de potassio (K;HPO4/KH,PO,4) 62,5 mM pH 7,4, tampédo SETH pH 7,4, sucinato de
sédio 1 mM, diclorofenolindofenol (DCIP) 9 uM, foi adicionada amostra contendo
cerca de 80 a 140 ug de proteina. Tubos testes e controles foram incubados durante
20 minutos, protegidos da luz, a 30°C em banho-maria. Apés a incubacéo, foram
adicionados azida sddica 4,3 mM, rotenona 7 uM e DCIP 42 uM.

A reducgéo do DCIP foi determinada em 600 nm de comprimento de onda e
25°C durante 5 minutos para a medida da atividade global do complexo II.
Transcorridos os primeiros 5 minutos, foi adicionado metassulfato de fenazina (PMS)
1mM para a determinacdo da atividade da SDH, também pela reducdo do DCIP, por
mais 5 minutos. Ambas as atividades foram expressas em nmol de DCIP

reduzido/min/mg de proteina.

lll. 5. 5 Determinacédo da atividade do complexo II-lll (succinato: citocromo ¢
oxirredutase)

Ao meio de reacgdo constituido de tampéao fosfato de potassio 40 mM pH 7,4,
succinato de sodio 16 mM foi adicionada amostra contendo 40 a 80 ug de proteina.
Tubos testes e controles foram incubados por 30 minutos a 30°C. Em seguida, foram

adicionados 4 mM de azida sédica e 7 uM de rotenona e a reacao foi iniciada pela
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adicdo de 250 uM de citocromo c. A reducdo do citocromo c foi registrada em 550
nm de comprimento de onda a 25°C durante 5 minutos (FISCHER et al.,1985). A

atividade foi expressa em nmol de citocromo ¢ reduzido/min/mg de proteina.

lll. 5. 6 Determinacédo da atividade do complexo IV (citocromo ¢ oxidase)

A atividade da citocromo c oxidase (COX) foi medida pelo método de Rustin
et al. (1994). A oxidacdo do citocromo c, previamente reduzido com borohidrato de
sédio, foi registrada a 25°C em 550 nm de comprimento de onda durante 10 min, na
presenca e na auséncia dos acidos. O meio de incubacdo continha tampéao fosfato
de potassio 10 mM pH 7, lauril-maltosideo 0,6 mM e amostra com 2 a 4 ug de
proteina. A reacao foi iniciada com a adi¢cdo de 55 mM de citocromo ¢ reduzido. A

atividade foi expressa em nmol de citocromo ¢ oxidado/min/mg de proteina.

ll. 6 Determinacgdo da atividade da Na*,K*-ATPase em membranas plasmaticas
sinapticas de cértex cerebral de ratos jovens

A atividade da Na*,K*-ATPase foi determinada na presenca de 1 mM de MAA
ou MHB (tubos testes). Os tubos controles ndo continham nenhum dos acidos. MAA
e MHB foram dissolvidos na solugédo tampdao especifica da técnica. Os experimentos

foram realizados em duplicata.

lll. 6. 1 Preparacdo de membranas plasmaticas sinapticas

As membranas foram preparadas de acordo com o método de Jones e Matus
(1974). O animal foi decapitado, o cértex cerebral foi isolado e homogeneizado em
10 volumes de uma solugéo contendo 0,32 mM de sacarose, 5,0 mM de HEPES e

0,1 mM de EDTA. O homogeneizado foi centrifugado a 1.000 x g por 10 minutos a
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4°C. A solucdo sobrenadante foi separada e novamente centrifugada a 12.000 x g
por 20 minutos a 4°C. O sedimento resultante foi suspenso em uma solucao
hipoténica de Tris-HCI 5 mM pH 8,1 sendo mantido em gelo durante 30 minutos para
que ocorresse a lise dos sinaptossomas. Sobre este lisado foi montado um gradiente
descontinuo de sacarose constituido de trés camadas de diferentes concentracbes
(48, 28,5 e 10%). Este gradiente, contendo a amostra misturada a fracdo mais densa
de sacarose (48%), foi centrifugado a 69.000 x g por 2 horas a 4°C. Conforme Jones
e Matus (1974), apos esta centrifugacédo, a fracdo de menor concentracao (sacarose
10%) € composta basicamente por mielina; a fracdo intermediaria € constituida
principalmente por membranas plasmaticas sinapticas (situadas na interface das
solucbes 28,5 e 48%) e a ultima fracdo (sedimento), composta por mitocéndrias.
Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, a fracdo intermediaria foi aspirada e suspensa
em tampao Tris-HClI 5 mM pH 8,1, sendo centrifugada a 37.000 x g durante 20
minutos a 4°C, para remocado da sacarose residual. O sedimento, contendo as
membranas plasmaticas sinapticas purificadas, foi suspenso no tampéao
anteriormente citado de modo a obter-se uma concentracéo final de proteinas entre
0,15 e 0,25 mg/mL. As amostras foram entdo separadas em aliquotas e

armazenadas a -70°C até o momento da determinacdo enzimatica.

lll. 6. 2 Determinagcédo da quantidade de proteina
A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de

Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina como padréo.
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lll. 6. 3 Determinacgdo da atividade enzimética

A atividade da Na*,K*-ATPase foi medida conforme o método de Tsakiris e
Deliconstantinus (1984). O meio de reacédo continha MgCl, 5 mM, NaCl 80 mM, KCI
20 mM, Tris-HCI 40 mM pH 7,4 em um volume final de 200 pL. A atividade de outras
ATPases foi medida na presenca de ouabaina 1 mM (inibidor especifico da Na*,K"-
ATPase). A atividade da Na*,K*-ATPase foi entdo calculada como sendo resultante
da diferenca entre a atividade obtida pelas ATPases no meio sem ouabaina da
atividade das ATPases do meio contendo ouabaina. As amostras de membranas
sinapticas foram adicionadas ao meio em um volume de 10 pL (0,015 - 0,03 ug de
proteina) e pré-incubadas na presenca ou auséncia dos acidos a 37°C durante 10
minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo de ATP 3 mM e o término, apdés 5 minutos
de incubacdo a 37°C, ocorreu pela adicdo de 200 pL de TCA 10%. O fosfato
inorganico (Pi) liberado durante a incubacéo foi medido pelo método de Chan,
Delfert e Junger (1986). A atividade enzimatica foi expressa em nmol de Pi

liberado/min/mg de proteina.

lll. 7 Determinacdo da atividade da creatina quinase em homogeneizados de
coOrtex cerebral de ratos jovens

A atividade total da creatina quinase (CK total) foi determinada na presenca
de 0,01, 0,1 e 1 mM dos acidos 2-metilacetoacético (MAA) ou 2-metil-3-
hidroxibutirico (MHB) (tubos testes). As atividades das fragdes citosolica (cy-CK)) e
mitocondrial (mi-CK) da creatina quinase foram determinadas na presenca de 0,01,
0,1 e 1 mM de MHB. Os tubos controles ndo continham nenhum dos &acidos.

Experimentos com antioxidantes foram realizados somente para CK total e mi-CK na
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presenca de 1 mM de MHB. Os &cidos foram sempre dissolvidos e diluidos na

solucéo tampao da técnica e os experimentos realizados em triplicata.

lll. 7. 1 Preparacdo das amostras

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, o cérebro foi removido sobre
placa de Petri em gelo, e o cortex cerebral foi rapidamente isolado. Posteriormente,
o tecido foi homogeneizado na proporcéo de 1:10 (P/V) em solucéo salina, pH 7,5. A
homogeneizacéao foi feita manualmente utilizando homogeneizador de vidro em gelo.
Parte do homogeneizado foi armazenada em aliquotas de 10 uL a -70°C até o
momento da atividade total da enzima (CK total). Uma segunda parte do
homogeneizado foi centrifugada a 800 x g por 10 minutos a 4°C. O sedimento
resultante dessa centrifugacgéo foi descartado e o sobrenadante foi submetido a uma
segunda centrifugacdo a 27.000 x g por 30 minutos a 4°C. O sedimento resultante,
enriguecido em mitocondrias, foi lavado e centrifugado trés vezes com solucdo
salina durante 10 minutos a 800 x g, sendo utilizado na determinacéo da atividade
da fragdo mitocondrial da enzima (mi-CK). O sobrenadante foi centrifugado por 60
minutos a 125.000 x g em centrifuga a 4°C. O sedimento foi descartado e o novo
sobrenadante foi imediatamente utilizado para a determinacdo da atividade da

fracao citosolica (cy-CK).

lll. 7. 2 Determinacdo da quantidade de proteina
O conteudo protéico foi determinado pelo método de LOWRY et al. (1951)

usando albumina bovina como padréao.
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lll. 7. 3 Determinacgdo da atividade enzimética

A atividade da CK foi medida tanto em homogeneizado total de cortex
cerebral (CK total) bem como nas fragbes mitocondrial (mi-CK) e citosodlica (cy-CK).
A mistura reacional continha tampéao Tris-HCI 60 mM, pH 7.5, fosfocreatina 7 mM,
MgSO, 9 mM, 0,625 mM de lauril-maltosideo e aproximadamente 0,4-1,2 ug de
proteina em um volume final de 100 pL. Tubos testes e controles foram pré-
incubados por um periodo de 15 minutos a 37°C sendo a reacdo iniciada com a
adicdo de ADP e glutationa reduzida a uma concentracao final de 3,2 mM e 0,8 mM,
respectivamente. A reacao foi interrompida apos 10 minutos de incubacdo com a
adicdo de 20 uL de acido p-hidroximercuribenzéico (pHMB) 50 mM. A creatina
formada foi estimada através do método colorimétrico de Hughes (1962). A
coloracédo foi obtida pela adicdo de 100 uL de a-naftol 20%, 680 uL de agua
deionizada e 100 uL de diacetil 20%. A leitura foi feita ap6s uma segunda incubacao
de 20 minutos a 37°C por espectrofotometria a 540 nm de comprimento de onda.
Para a determinacdo da atividade da CK total na presenca de antioxidantes foram
adicionados ao meio de incubacdo, aléem de MHB na concentracdo de 1 mM,
glutationa reduzida (GSH) 0,5 mM ou o inibidor da enzima 6xido nitrico sintase N°-
nitro-L-argininametiléster (L-NAME) 1 mM. Para a determinacéo da atividade da mi-
CK na presenca de antioxidantes foi adicionada, além de MHB 1 mM, glutationa
reduzida 0,5 mM. Os efeitos destas substancias foram comparadas ao efeito do
acido e ao controle. O resultado final foi expresso em upmol de creatina

formada/min/mg de proteina.
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[ll. 8 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados usando o programa SPSS versdo 11.0 em um
computador PC compativel. Utilizou-se analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de multipla amplitude de Duncan, quando o valor de F foi
significativo (p<0,05). Os resultados das atividades dos complexos da cadeia
respiratoria e da enzima Na',K*-ATPase foram analisados pelo teste t de Student
para amostras pareadas com significancia p<0,05. Os efeitos dose-dependentes

foram calculados através de regressao linear.
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IV RESULTADOS

IV. 1 Efeito in vitro do &cido 2-metilacetoacético (MAA) sobre alguns

parametros do metabolismo energético em cértex cerebral de ratos jovens.

IV. 1. 1 Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a producao de
CO, a partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de cértex
cerebral de ratos jovens.

A figura IV.1 mostra que o MAA, na concentracdo de 1,0 mM, inibe
significativamente a producao de CO, a partir de glicose [F(3,19)=4,009; p<0,05]. A
figura IV.2 mostra uma inibicdo significativa da producdo de CO; a partir de acetato
causada pelo MAA nas concentracdes de 0,1 e 1,0 mM [F(3,20)=7,632; p<0,01].
Tendo em vista a possibilidade do MAA competir pelo mesmo transportador de
membrana mitocondrial (transportador de acidos monocarboxilicos) com o acetato e
com o piruvato (metabdlito da glicose), o que impediria a entrada e posterior
oxidacdo dos mesmos a CO; na mitocéndria, outros ensaios foram realizados com a
utilizacdo de citrato como fonte de carbono, composto que atravessa a membrana
mitocondrial pelos transportadores de acidos di e tricarboxilicos. A figura 1V.3 mostra
que o MAA, nas trés concentracbes testadas (0,01, 0,1 e 1,0 mM), inibe

significativamente a producéo de CO, a partir de citrato [F(3,18)=8,388; p<0,01].
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Figura IV.1. Efeito in vitro do &cido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a
producao de CO; a partir de glicose em homogeneizados de cértex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrao (n=5-6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05, comparado ao controle).
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Figura IV.2. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a
producdo de CO; a partir de acetato em homogeneizados de cortex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05; **p<0,01, comparado ao controle).
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Figura IV.3. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a
producado de CO; a partir de citrato em homogeneizados de cortex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média = desvio padrao (n=5-6). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (**p<0,01, comparado ao controle).
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IV. 1. 2 Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratoria em homogeneizados de coértex
cerebral de ratos jovens.

A figura IV.4 mostra que o MAA inibiu significativamente a atividade do
complexo Il da cadeia respiratéria [t(6)=5,687; p<0,01] bem como a atividade da
enzima succinato desidrogenase (SDH) [t(6)=8,609; p<0,01] (figura IV.5). O MAA
nao teve efeito sobre a atividade dos complexos I-lll [t(5)=0,768; p>0,05] (figura

IV.6), lI-lll [t(4)=-1,558; p>0,05] (figura IV.7) e IV [t(5)=1,693; p>0,05] (figura 1V.8).
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Figura IV.4. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade
do complexo Il da cadeia respiratéria em homogeneizados de cortex cerebral
de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=7). A diferenca entre as
médias foi calculada pelo teste t de Student para amostras pareadas (**p<0,01,

comparado ao controle).
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Figura IV.5. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade

da enzima succinato desidrogenase (SDH) em homogeneizados de cortex

cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=7). A diferenca entre as

médias foi calculada pelo teste t de Student para amostras pareadas (**p<0,01,

comparado ao controle).
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Atividade do complexo I-llI
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Figura IV.6. Efeito in vitro do &cido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade
do complexo I-lll da cadeia respiratoria em homogeneizados de coOrtex cerebral
de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdao (n=6). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Ndo houve diferenca

significativa entre os grupos.



68

Atividade do complexo II-1lI
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Figura IV.7. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade
do complexo II-lll da cadeia respiratoria em homogeneizados de cortex
cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdao (n=5). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Atividade do complexo IV
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Figura IV.8. Efeito in vitro do &cido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade
do complexo IV da cadeia respiratéria em homogeneizados de coértex cerebral
de ratos jovens.

Os valores representam média = desvio padrdo (n=6). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.



70

IV. 1. 3 Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade da
Na',K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cortex cerebral de
ratos jovens.

A figura IV.9 mostra que o MAA nao exerceu nenhum efeito sobre a atividade
da enzima Na*,K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cortex cerebral

de ratos jovens [t(4)=-0,921; p>0,05].
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Figura IV.9. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade
da Na',K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cortex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdao (n=5). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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IV. 1. 4 Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a atividade
total da creatina quinase (CK total) em homogeneizados de coOrtex cerebral de
ratos jovens.

A figura IV.10 mostra que o MAA nao exerceu nenhum efeito sobre a
atividade total da enzima CK em homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens

[F(3,20)=0,599; p>0,05].
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Figura 1V.10. Efeito in vitro do acido 2-metilacetoacético (MAA) sobre a
atividade total da enzima creatina quinase (CK total) em homogeneizados de
cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdao (n=6). Os resultados foram
analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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IV. 2 Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre alguns

parametros do metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens.

IV. 2. 1 Efeito in vitro do &cido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
producdo de CO; a partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de
coOrtex cerebral de ratos jovens.

A figura IV.11 mostra que o MHB, nas trés concentra¢des testadas (0,01, 0,1
e 1 mM), inibe significativamente a producdo de CO, a partir de glicose
[F(3,20)=8,074; p<0,01] de forma dose-dependente (= -0,7299; p<0,001). A figura
IV.12 mostra uma inibicdo significativa da producdo de CO, a partir de acetato
causada pelo MHB nas trés concentracdes testadas [F(3,20)=5,377; p<0,01]. Como
citado anteriormente, existindo a possibilidade do MHB também competir com os
compostos anteriores pelo mesmo transportador de membrana mitocondrial, outros
ensaios foram realizados com a utilizacdo de citrato como substrato. A figura IV.13
mostra que o MHB, nas trés concentracdes testadas, inibe significativamente a

producado de CO; a partir de citrato [F(3,16)=6,558; p<0,01].
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Figura IV.11. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
producdo de CO; a partir de glicose em homogeneizados de cértex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05; **p<0,01, comparado ao controle).
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Figura 1V.12. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
producao de CO, a partir de acetato em homogeneizados de cértex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05; **p<0,01, comparado ao controle).
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Figura IV.13. Efeito in vitro do &acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
producado de CO; a partir de citrato em homogeneizados de cortex cerebral de
ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=5). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05; **p<0,01, comparado ao controle).
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IV. 2. 2 Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a atividade
dos complexos enziméticos da cadeia respiratéria em homogeneizados de
coOrtex cerebral de ratos jovens.

A figura IV.14 mostra que o MHB inibiu significativamente a atividade do
complexo IV da cadeia respiratoria [t(5)=4,750; p<0,01]. Por outro lado, o MHB néo
teve efeito sobre a atividade dos complexos Il [t(6)=-0,842; p>0,05] (figura 1V.15), Il
[t(5)=-2,192; p>0,05] (figura IV.16), lI-lll [t(5)=0,487; p>0,05] (figura 1V.17) e sobre a

atividade da enzima succinato desidrogenase [t(6)=0,880; p>0,05] (figura IV.18).
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Figura 1V.14. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade do complexo IV da cadeia respiratéria em homogeneizados de coértex
cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada pelo teste t de Student para amostras pareadas (**p<0,01,

comparado ao controle).



80

Atividade do complexo |l

nmol de DCIP
reduzido/min/mg de proteina

Controle MHB 1,0 mM

Figura IV.15. Efeito in vitro do &acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade do complexo Il da cadeia respiratéria em homogeneizados de cértex
cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdao (n=7). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura IV.16. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade do complexo I-lll da cadeia respiratéria em homogeneizados de
coOrtex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média = desvio padrdao (n=6). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura IV.17. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade do complexo lI-lll da cadeia respiratéria em homogeneizados de
coOrtex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura IV.18. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade da enzima succinato desidrogenase (SDH) em homogeneizados de
cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média = desvio padrdao (n=7). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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IV. 2. 3 Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a atividade
da Na',K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cortex cerebral de
ratos jovens.

A figura IV.19 mostra que o MHB nao exerceu nenhum efeito sobre a
atividade da enzima Na',K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de

cortex cerebral de ratos jovens [t(4)=-0,829; p>0,05].
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Figura IV.19. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade da Na',K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cértex
cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdao (n=5). Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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IV. 2. 4 Efeito in vitro do é&cido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre as
atividades da creatina quinase em homogeneizados de cdértex cerebral de ratos
jovens.

A figura V.20 mostra que o MHB inibiu significativamente a atividade total da
creatina quinase (CK total) em homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens
nas concentracbes de 0,1 e 1,0 mM [F(3,20)=6,695; p<0,01]. Partindo do efeito
encontrado na CK total, passamos a investigar o efeito do MHB sobre a atividade da
enzima nas fracdes citosélica (cy-CK) e mitocondrial (mi-CK). A figura IV.21 mostra
que o MHB néo exerceu nenhum efeito sobre a atividade da cy-CK [F(3,20)=0,251;
p>0,05]. Por outro lado, a figura IV.22 mostra a inibicdo significativa da mi-CK na
presenca de 1,0 mM de MHB [F(3,20)=4,102; p<0,05]. Considerando a possibilidade
do efeito inibitorio encontrado ter como causa a oxidacdo de grupamentos tidis
essenciais a atividade da enzima, investigamos o efeito do antioxidante glutationa
reduzida (GSH) e do inibidor da éxido nitrico sintase N“®-nitro-L-argininametiléster (L-
NAME) sobre a inibicdo provocada pelo MHB na atividade da CK total e o efeito do
GSH sobre a inibicdo da atividade da mi-CK causada pelo &cido. A figura 1V.23
mostra uma prevencdo do efeito inibitério causado pelo MHB sobre a atividade da
CK total na presenca de GSH e L-NAME [F(5,30)=5,722; p<0,01]. A figura IV.24
mostra que o GSH preveniu o efeito inibitério causado pelo MHB sobre a atividade

da mi-CK [F(3,20)=4,050; p<0,05].
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Figura IV.20. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade total da enzima creatina quinase (CK total) em homogeneizados de
cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05; *P<0,01, comparado ao controle).
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Figura IV.21. Efeito in vitro do &acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade da creatina quinase citosélica (cy-CK) em homogeneizados de cértex
cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). Os resultados foram
analisados por andlise de variancia de uma via (ANOVA). N&do houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura IV.22. Efeito in vitro do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a
atividade da creatina quinase mitocondrial (mi-CK) em homogeneizados de
cortex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (**P<0,01, comparado ao controle).
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Figura IV.23. Efeito in vitro da glutationa reduzida (GSH) e do N®-nitro-L-
argininametiléster (L-NAME) sobre o efeito inibitério do &cido 2-metil-3-
hidroxibutirico (MHB) sobre a atividade total da creatina quinase (CK total) em
homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (**p<0,01, comparado ao controle; “p<0,05, comparado ao MHB 1,0 mM).
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Figura 1V.24. Efeito in vitro da glutationa reduzida (GSH) sobre o efeito
inibitorio do acido 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB) sobre a atividade da creatina
guinase mitocondrial (mi-CK) em homogeneizados de cortex cerebral de ratos
jovens.

Os valores representam média + desvio padrdo (n=6). A diferenca entre as
médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste

de Duncan (*p<0,05, comparado ao controle; “p<0,05, comparado ao MHB 1,0 mM).
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V DISCUSSAO

A deficiéncia da [-cetotiolase mitocondrial é um distarbio hereditario
autossomico recessivo do catabolismo da isoleucina (MITCHELL e FUKAO, 2001).
Esta enzima catalisa o ultimo passo da degradacgdo da isoleucina e tem papel chave
no metabolismo dos corpos cetbnicos, estando envolvida tanto na sintese (figado)
quanto no catabolismo destes compostos (tecidos extrahepaticos) (MIDDLETON,
1978). Essa doenca é caracterizada bioquimicamente pela excrecdo urinaria
aumentada dos acidos 2-metilacetoacético (MAA), 2-metil-3-hidroxibutirico (MHB)
bem como da tiglilglicina (TG) (S@VIK, 1993; MITCHELL e FUKAO, 2001).

Existe uma grande variabilidade fenotipica nesta desordem, ha pacientes que
apresentam desenvolvimento fisico e aptiddes intelectuais normais (KREMER et al.,
1997) e outros com severo atraso fisico e mental (DAUM et al., 1973). Os achados
mais comumente presentes sdo cetose, acidose metabdlica, vomitos e desidratacao.
Outras manifestacfes sdo descritas na literatura, mostrando alteracdes de estruturas
cerebrais (MITCHELL e FUKAO, 2001), bem como convulsdes (KREMER et al.,
1997), além de acidose lactica durante crises de descompensacdo metabdlica
(ARAMAKI et al., 1991).

A aciduria 2-metil-3-hidroxibutirica, descrita pela primeira vez por Zschocke et
al. (2000), apresenta um curso clinico distinto da deficiéncia da [-cetotiolase. Este
novo distdrbio metabdlico, de heranca ligada ao cromossomo X, caracteriza-se por
uma progressiva neurodegeneracdo associada a atrofia cortical cerebral,
convulsdes, cegueira, retardo mental, prejuizo psicomotor e hipotonia generalizada.
Os achados bioquimicos mostram severa acidose lactica e hiperamonemia, bem

como excrec¢ao urinaria aumentada de MHB e de TG, porém ndo de MAA, o que a
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diferencia da deficiéncia da B-cetotiolase (ZSCHOCKE et al., 2000; OFMAN et al.,
2001; OLPIN et al., 2002).

Tendo em vista que o mecanismo fisiopatogénico do dano cerebral destas
desordens é totalmente desconhecido, que o padrdo de excrecdo dos metabdlitos
possivelmente toxicos apresenta grande similaridade e que alguns achados
bioquimicos, tais como a acidemia lactica, sugerem um déficit na producédo de
energia pelos pacientes, este trabalho teve por objetivo investigar os efeitos do MAA
e do MHB sobre alguns parametros do metabolismo energético em cortex cerebral
de ratos jovens.

Nossos resultados demonstraram inicialmente que o MAA, metabdlito
acumulado apenas na deficiéncia da B-cetotiolase, inibiu significativamente a
producao de CO, por homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens a partir de
glicose (cerca de 35% na concentracdo de 1 mM) e nas concentracfes de 0,1 e 1
mM (23% e 35% respectivamente) a partir de acetato. Considerando que o MAA é
um acido monocarboxilico e poderia competir com 0 acetato e com 0 piruvato
derivado da glicose pelo mesmo transportador de membrana impedindo assim a
entrada e posterior oxidacdo destas substancias na mitocondria, decidimos verificar
a producdo de CO; a partir de citrato, composto que utiliza o sistema de transporte
dos acidos tricarboxilicos da membrana mitocondrial. Nossos experimentos
demonstraram uma inibicdo em torno de 30% na producéo de CO, a partir de citrato
em todas as concentracdes de MAA testadas (0,01, 0,1 e 1 mM), sugerindo que a
diminuicdo da producdo de CO; a partir dos trés substratos provavelmente reflete
uma inibicdo real do ciclo do acido citrico. Nao se pode também descartar uma
inibicdo primaria da cadeia respiratéria com inibicdo secundaria do ciclo de Krebs

por aumento na relagdo NADH/NAD®. Por outro lado, uma inibi¢cdo da via glicolitica



94

pelo MAA também pode ter ocorrido, mas nao foi investigada no presente trabalho.
Nossos ensaios ndo afastam a possibilidade de que o MAA possa se ligar a
coenzima A, sequestrando este composto que é essencial para a metabolizacdo do
acetato e da glicose até CO,. No entanto, é pouco provavel que isto tenha ocorrido,
visto que a oxidacdo de citrato ndo necessita de CoA e também foi inibida pelo
acido. Baseados nestes achados, investigamos o efeito do MAA sobre os complexos
da cadeia respiratéria. O MAA inibiu o complexo Il da cadeia respiratéria (em torno
de 12%) bem como a enzima succinato desidrogenase (SDH) (em cerca de 18%)
nao afetando as atividades dos outros complexos estudados. A inibicdo da cadeia
respiratoria poderia, portanto, explicar o bloqueio do ciclo de Krebs causado pelo
MAA. Considerando que o metabolismo energético cerebral é essencialmente
aerobico, € possivel que as inibicbes causadas pelo MAA encontradas em nossos
estudos possam comprometer a formacdo de ATP no cérebro e ser relevante para
explicar a sintomatologia dos pacientes afetados pela deficiéncia da B-cetotiolase,
bem como o aumento do lactato plasmatico observado especialmente durante as
crises de descompensacéo metabolica, quando os niveis dos metabodlitos aumentam
marcadamente (ARAMAKI et al., 1991). Estudamos também o efeito do MAA sobre
as atividades das enzimas Na',K*-ATPase e creatina quinase que estio envolvidas
diretamente no metabolismo energético. Ambas enzimas ndo foram afetadas pelo
acido.

Posteriormente foi investigado o efeito do MHB, metabolito que se acumula
nas deficiéncias da p-cetotiolase e da 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase
(MHBD), sobre a producgéo de CO; a partir de véarios substratos, bem como sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratoria em cortex cerebral de ratos.

Verificamos que o MHB inibiu significativamente a producdo de CO, a partir de
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glicose em todas as concentracdes testadas (19% para 0,01 mM, 33% para 0,1 mM
e 42% para 1 mM do acido) de forma dose-dependente. Quando o substrato foi o
acetato, observou-se uma inibicdo significativa da producéo de CO, novamente em
todas as concentracfes do metabdlito da ordem de 27% a 43%. Para descartar uma
possivel competicio do MHB com o acetato e com o0 piruvato pelo mesmo
transportador de membrana mitocondrial, foram também realizados ensaios
utilizando o citrato como fonte de carbono para a producéo de CO,. Verificamos que
o MHB inibiu a producdo de CO, a partir de citrato nas trés concentracdes testadas
(25% para 0,01 mM, 40% para 0,1 mM e 44% para 1 mM do MHB). Estes resultados
sugerem que o MHB inibe o ciclo do acido citrico onde € produzido o CO,. Portanto,
poder-se-ia presumir que o bloqueio do ciclo de Krebs possa ser traduzido em
diminuicdo da sintese de ATP, com prejuizo do metabolismo energético cerebral.
N&o podemos descartar uma inibicdo primaria da cadeia respiratéria com inibicao
consequente do ciclo de Krebs. Nossos resultados ndo afastam uma inibicdo da via
glicolitica. Estudos posteriores devem ser feitos para testar esta hipotese. Assim,
determinamos o efeito do MHB sobre as varias atividades enzimaticas da cadeia
respiratoria. Verificamos que o complexo IV (citocromo c oxidase) da cadeia
respiratoria foi inibido significativamente pelo MHB, o que poderia explicar a
diminuicdo da sintese de CO, verificada nos ensaios anteriores. Achados prévios da
literatura descrevem uma inibicdo moderada dos complexos |, Il, Ill e IV da cadeia
respiratoria em fibroblastos de pacientes portadores da deficiéncia da MHBD (OLPIN
et al., 2002; BURLINA et al, 1998). Esses resultados in vivo concordam
parcialmente com nossos resultados in vitro. Embora ndo saibamos as razdes pelas
quais ndo encontramos uma inibicdo significativa dos outros complexos da cadeia

respiratoria, os resultados do presente trabalho e os achados anteriores indicam
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fortemente que a cadeia respiratéria esta inibida de forma moderada na deficiéncia
de MHBD. Poder-se-ia presumir que o outro metabdlito acumulado na deficiéncia de
MHBD, a tiglilglicina, possa inibir os complexos I, Il e Ill. Por outro lado, importantes
achados foram descritos por Bennett et al. (1993), demonstrando que pacientes com
deficiéncia primaria do complexo | acumulam MHB e TG, sugerindo, portanto, uma
associacdo entre as enzimas NAD'-dependentes do catabolismo da isoleucina e a
atividade do complexo I. Nesse particular, Olpin et al. (2002) pressupdem que 0S
achados clinicos e bioquimicos da deficiéncia da MHBD sejam secundarios a
reducao da atividade da cadeia respiratéria. Portanto, nossos resultados aliados aos
de outros investigadores apontam fortemente para uma deficiéncia da atividade do
transporte de elétrons pela cadeia respiratdria, com conseqiente comprometimento
do metabolismo energético cerebral. Assim, a hipotonia generalizada e os elevados
niveis de lactato encontrados no plasma e/ou liquor dos pacientes portadores da
deficiéncia de MHBD poderiam ser secundarios ao déficit energético (ZSCHOCKE et
al., 2000, ENSENAUER et al. 2002 e OLPIN et al. 2002).

Por outro lado, o MHB demonstrou néo ter efeito direto sobre a atividade da
Na®,K'-ATPase em membranas sinapticas plasmaticas de cortex cerebral de ratos,
ao contrario da atividade total da creatina kinase (CK total) que foi inibida
significativamente por esse acido organico nas concentracdes de 0,1 e 1 mM (12% e
20% respectivamente). Partindo deste achado, investigamos o efeito do MHB sobre
as isoenzimas citosélica e mitocondrial da creatina quinase. O MHB inibiu a atividade
da creatina quinase mitocondrial (mi-CK) na concentracdo de 1 mM (cerca de 27%),
nao alterando a atividade da isoenzima citosolica (cy-CK). Nossos resultados
demonstram uma inibicdo seletiva da creatina quinase mitocondrial. A mi-CK é parte

integrante do sistema de tamponamento energético celular, estando envolvida
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também na regulacédo do poro de permeabilidade mitocondrial, cuja abertura modula
a apoptose celular (CROMPTOM, 1999; SCHLATTNER e WALLIMANN, 2000).

Recentes estudos tém demonstrado que a atividade da CK se encontra
diminuida apdés exposicdo a agentes geradores de espécies reativas, como
evidenciado na rapida oxidacdo do grupamento tiol da Cys*® da CK de ratos por
peroxinitrito (KONOREV, HOGG e KALYANARAMAN, 1998; STACHOWIAK et al.,
1998; WOLOSKER, PANIZZUTTI e ENGLENDER, 1996). Outras substancias sao
capazes de reagir diretamente com os grupamentos tidis da CK, interferindo com
esta atividade enzimética (GROSS et al., 1996). Portanto, investigamos o efeito do
antioxidante natural glutationa reduzida (GSH) (principal defesa antioxidante do
cérebro de mamiferos) e do inibidor da enzima 6éxido nitrico sintase Nw-nitro-L-
argininametiléster (L-NAME) sobre a inibicdo da CK total causada pelo MHB. Tanto a
GSH quanto o L-NAME preveniram totalmente o efeito inibitério do MHB. Sendo a
GSH um protetor natural de grupamentos tidis, é possivel inferir que a inibicdo da
atividade da CK total pelo MHB esteja relacionada a oxidagcdo dos grupos tidis que
possuem um papel essencial na atividade da enzima creatina quinase. Por outro
lado, a prevencao observada com o L-NAME sugeriria a participacdo das espécies
reativas do o6xido nitrico ou do peroxinitrito nesta acgao.

Investigamos também o efeito da GSH sobre a inibicdo da mi-CK causada
pelo MHB. Conforme nossos resultados, a presenca de GSH preveniu totalmente a
inibicAo da enzima causada pelo metabdlito. A molécula de mi-CK pode se
configurar com duas isoformas interconversiveis, uma dimérica e outra octamérica
(WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000). A mi-CK octamérica é considerada a forma
ativa in vivo (SOBOLL et al, 1999) e a dissociagao dos octameros pode interferir na

fungéo da enzima (SCHLATTNER e WALLIMANN, 2000; KHUCHUA et al., 1998).



98

Como o0s grupamentos tidis presentes na enzima desempenham um papel
importante na formacdo do octamero (LIPSKAYA, 2001), é possivel sugerir que o
MHB, através da oxidacdo destes grupamentos, possa desestabilizar a estrutura
octameérica da mi-CK alterando a atividade enzimatica.

O funcionamento do cérebro depende de niveis constantes e elevados de
ATP. Situacbes como a hipdxia e hipoglicemia podem levar a um dano irreversivel e
até mesmo a morte neuronal pela incapacidade celular de manter um gradiente
ibnico dependente de bombas que utilizam energia para a sua atividade. A energia
necessaria para manutencao das funcdes cerebrais bem como do gradiente idGnico
esta diretamente relacionada a glicolise e a fosforilacdo oxidativa que, em condi¢cbes
normais, atuam em conjunto (SILVER, DEAS e ERECINSKA, 1997). A manutencao
das atividades dos complexos da cadeia respiratéria é essencial para o
funcionamento normal do cérebro. Assim, algumas doencas genéticas e outros
distarbios que inibam a fosforilacdo oxidativa geram um acumulo de NADH que por
sua vez inibe o ciclo de Krebs favorecendo a conversdo de piruvato em lactato o
qual se encontra aumentado no plasma dos individuos afetados (VOET e VOET,
1990; WALLACE, 1999; SCHAPIRA, 1995). A manutencdo do gradiente idnico
transmembrana ¢ efetuado pela enzima Na',K'-ATPase (LINGREL e
KUNTZWEILER, 1994) e alteragbes nos mecanismos que mantém o equilibrio
destes ions entre os meios intra e extracelulares podem causar graves
consequéncias ao cérebro (ERECINSKA e SILVER, 1994). Nossos resultados ndo
demonstraram inibi¢éo direta da Na*,K*-ATPase pelo MAA e pelo MHB. No entanto,
devemos considerar que 0s ensaios in vitro para a medida dessa atividade sao feitos
com excesso de ATP. Portanto, ndo podemos afastar a hipétese de que a falta de

ATP diminuiria a atividade dessa enzima.
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Por outro lado, o sistema da creatina/creatina quinase/fosfocreatina
(Cr/CK/PCr) desempenha um importante papel no tamponamento dos niveis de ATP
bem como no transporte intracelular de grupamentos “fosfato de alta energia” nos
tecidos dependentes de grande demanda energética (WYSS e KADDURAH-
DAOUK, 2000). A fosforilagcdo oxidativa, o sistema da creatina quinase e a Na*,K"-
ATPase atuam de forma integrada. Possiveis alteragbes em um ou mais desses
sistemas podem influenciar o funcionamento dos outros.

Devemos considerar que varias doencas da cadeia respiratoria caracterizam-
se clinicamente por sintomas neuroldgicos (encefalopatia) e musculares (hipotonia),
achados caracteristicos das doencas, em especial da deficiéncia da MHBD, em que
o MHB esta acumulado (WALLACE, 1999; SCHAPIRA, 1998). Além disso,
deficiéncias das atividades da creatina quinase e da fosforilacdo oxidativa tém sido
verificadas em varias doencas neurodegenerativas comuns, tais como doencas de
Alzheimer e Parkinson (SCHAPIRA, 1998; SCHAPIRA et al, 1990).

Considerando a estrita relacéo existente entre os parametros do metabolismo
energético estudados no presente trabalho e no caso destes achados se
confirmarem nas deficiéncias da [(-cetotiolase e da 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA
desidrogenase (MHBD), podemos inferir que o bloqueio do ciclo do acido citrico e da
cadeia respiratOria, juntamente com a inibicdo do sistema Cr/CK/PCr, possam ser
responsaveis, ao menos em parte, pelo dano neuroldgico caracteristico dos

portadores destas doencas.
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VI CONCLUSOES

— O &cido 2-metilacetoacético (MAA) inibiu significativamente a producéo de
CO, por homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens na concentracdo de 1
mM a partir de glicose, nas concentragdes de 0,1 e 1 mM a partir de acetato e nas

trés concentracdes testadas (0,01, 0,1 e 1 mM) a partir de citrato.

— O MAA na concentracdo de 1 mM inibiu significativamente o complexo Il da
cadeia respiratéria bem como a enzima succinato desidrogenase em

homogeneizados de coértex cerebral de ratos jovens.

— O MAA na concentracdo de 1 mM nao alterou a atividade da enzima Na”*,K"-

ATPase em membranas sinapticas plasmaticas de cortex cerebral de ratos jovens.

— O MAA nas concentracdes de 0,01 a 1 mM néao alterou a atividade total da

creatina quinase em homogeneizados de coOrtex cerebral de ratos jovens.

— O éacido 2-meti-3-hidroxibutirico (MHB) inibiu significativamente a producéo de
CO, por homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens nas trés concentracées
testadas (0,01, 0,1 e 1 mM) a partir de glicose, acetato e citrato. A inibicdo

encontrada a partir de glicose mostrou-se dose-dependente.

— O MHB, na concentracao de 1 mM, inibiu significativamente o complexo IV da

cadeia respiratéria em homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.
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— O MHB na concentracdo de 1 mM n&o alterou a atividade da enzima Na*,K"-

ATPase em membranas sinapticas plasmaticas de cértex cerebral de ratos jovens.

— O MHB inibiu significativamente a atividade total da enzima creatina quinase
nas concentracdes de 0,1 e 1 mM e a atividade da isoenzima mitocondrial na
concentracdo de 1 mM, ndo alterando a atividade da isoenzima citosllica em

homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.

— O efeito inibitério do MHB sobre a atividade total da creatina quinase em
homogeneizados de coOrtex cerebral de ratos jovens foi totalmente prevenido pela
adicdo de GSH ou L-NAME no meio de incubacao. A GSH preveniu o efeito inibitorio
do MHB sobre a atividade da isoenzima mitocondrial em homogeneizados de cortex

cerebral de ratos jovens.

— Nossos resultados, demonstrando uma inibigdo do ciclo de Krebs, da cadeia
respiratoria e da creatina quinase pelos metabdlitos acumulados na deficiéncia da -
cetotiolase e/ou na deficiencia da 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase
(MHBD), sugerem que esses acidos organicos inibam o metabolismo energético
cerebral, o que pode estar relacionado com o comprometimento cerebral dos

pacientes afetados por estas doencas.
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