O ACIDO ETILMALONICO INDUZ A ABERTURA DO PORO DE

TRANSICAO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL EM CEREBRO DE

RATOS

Cecatto C1, Wajner M1.2

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

INTRODUCAO

Acumulo tecidual e alta excrecao urinaria do acido etilmalonico (EMA) sao caracteristicas bioquimicas
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da encefalopatia etilmalonica (EE) e da deficiéncia

da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta (SCADD). Embora essas patologias hereditarias sejam clinicamente caracterizadas por anormalidades
neurologicas, 0os mecanismos responsaveis pelo dano cerebral sao pouco conhecidos. Considerando que uma disfuncao mitocondrial e um

comprometimento da homeostase do Ca?* tém sido relacionados com a patogénese de doencas neu
investigar o efeito do EMA sobre varios parametros da bioenergética em preparacdoes mitocondriais de

METODOS
Ratos Wistar de 30 dias de vida foram mortos por decapitacao, tiveram sua caixa craniana aberta e o

rodegenerativas, o objetivo do presente estudo foi
cérebro de ratos jovens na presenca de Ca2*.

cérebro removido, desprezando-se o bulbo olfatorio

e o tronco cerebral, para a obtencao das preparacdes mitocondriais /1/. Os parametros da bioenergetica mitocondrial avaliados foram o potencial de
membrana /2], o conteudo de NAD(P)H /3], o inchamento /4], a producao de H,0, /5] e a capacidade mitocondrial de retencao de Ca2* /6] na presenca

de EMA e Ca?* e utilizando sucinato como substrato respiratorio.
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experimentais (Figura 4). Observamos também nas figuras que os
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Figura 1. Efeito in vitro do acido etilmalonico (EMA) sobre o potencial de membrana mitocondrial (AWm) na
presenca ou auséncia de Ca2* e inibidores da transicao de permeabilidade. (4) Concentracoes crescentes de
Ca2* (traco b: 0 pM; c: 10 pM; d: 20 pM; e: 30 uM) foram adicionadas 50 segundos apds o inicio da incubacao
ao meio reacional contendo as preparacoes mitocondriais (0.5 mg proteina . mL-1 suprido por sucinato mais
rotenona) e 5 mM EMA. (B) Ca2* (30 pM) foi adicionado 50 segundos apds o inicio da incubacao ao meio
reacional contendo as preparacoes mitocondriais (0.5 mg proteina . mL! suprido por sucinato mais rotenona)
e concentracoes crescentes de EMA (traco b: 0.5 mM; c: 1 mM; d: 2.5 mM; e: 5 mM). (C) Ca?* (30 pM) foi
adicionado 50 segundos apds o inicio da incubacao ao meio reacional contendo as preparagées mitocondriais
(0.5 mg proteina . mL! suprido por sucinato mais rotenona) e 5 mM de EMA (traco b), bem como 1 pM
ruthenium red (RR; traco c), 1 pM ciclosporina A (CsA; traco d) ou 300 uM ADP (traco e). (D) Ca2* (30 pM) foi
adicionado 50 segundos apds o inicio da incubacao ao meio reacional contendo as preparagées mitocondriais
(0.5 mg proteina . mL! suprido por sucinato mais glutamato mais malato) e 5 mM de EMA (traco b), bem
como 1 gM ruthenium red (RR; traco c), 1 pM ciclosporina A (CsA; traco d) ou 300 uM ADP (traco e).
Controles (tracos a) foram realizados na auséncia de EMA e com adicao de 30 pM Ca2* apods 50 segundos.
FCCP (1 pM) foi adicionado no final do ensaio. Tracos sao representativos de trés experimentos
independentes (animais) e foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
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Figura 2. Efeito in vitro do acido etilmalonico (EMA) sobre o contelido mitocondrial de NADH e NADPH na
presenca de Ca2+. Ca2* (30 pM) foi adicionado 50 segundos apds o inicio da incubacao ao meio reacional
contendo as preparacoes mitocondriais (0.5 mg proteina . mL') e 5 mM de EMA (traco b), bem como 1 pM
ruthenium red (RR; traco c), 1 pM ciclosporina A (CsA; traco d) ou 300 uM ADP (traco e), usando sucinato
como substrato. Controle (traco a) foi realizado na auséncia de EMA e com adicao de 30 pM Ca2* apos 50
segundos. FCCP (1 uM) foi adicionada no final do ensaio. Tracos sao representativos de trés experimentos
independentes (animais) e foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
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Figura 3. Efeito in vitro do acido etilmalonico
(EMA) sobre o inchamento mitocondrial na
; presenca de Ca2* e inibidores da transicao
Sucinato de permeabilidade. Ca2?* (40 pupM) foi
adicionado 50 segundos apos o inicio da
incubacao ao meio reacional contendo as
preparacoes mitocondriais (0.5 mg proteina .
mL1) e 5 mM de EMA (traco b), bem como 1
a - Controle BM ruthenium red (RR; traco c), 1 pM
b - EMA ciclosporina A (CsA; traco d) ou 300 uM ADP
c - EMA + RR (traco e), usando sucinato como substrato.
d-EMA + CsA Controle (traco a) foi realizado na auséncia
e - EMA + ADP de EMA e com adicdo de 40 pM Ca2* apos 50
segundos. Alameticina (Alam; 40 pg/mg de
proteina) foi adicionada no final do ensaio.
Tracos sao representativos de trés
experimentos independentes (animais) e
foram expressos em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (UAF).
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CONCLUSOES
Analisando os resultados em conjunto, concluimos que o EMA é capaz de induzir a abertura
do PTP na presenca de Ca?*, provocando fortes alteracoes na bioenergética mitocondrial
cerebral. Presumimos, portanto, que tais efeitos deletérios podem comprometer o
funcionamento do sistema nervoso central e contribuir, a0 menos em parte, para explicar as
alteracoes neurologicas apresentadas pelos pacientes acometidos por doencas em que o
EMA se acumula.
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prevenir ou atenuar esses efeitos. Finalmente, verificamos que o EMA

liberacao mitocondrial de Ca?* (Figura 5).
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Figura 4. Efeito in vitro do acido etilmalonico (EMA) sobre a producao mitocondrial de peroxido de
hidrogénio (H,0,) na presenca de Ca2*. Ca2* (30 pM) foi adicionado 50 segundos apos o inicio da
incubacdao ao meio reacional contendo as preparagoes mitocondriais (0.5 mg proteina. mL1) e 5
mM de EMA (traco b), bem como 1 pM ciclosporina A (CsA) mais 300 uM ADP (tracos c e d),
usando sucinato mais rotenona como substrato. Controles (traco a e c) foram realizados na
auséncia de EMA e com adicao de 30 pM Ca2* apos 50 segundos. Antimicina A (AA; 0,1 pg/mL) foi
adicionada no final do ensaio. Tracos sao representativos de trés experimentos independentes
(animais) e foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
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Figura 5. Efeito in vitro do acido etilmalonico (EMA) sobre a capacidade mitocondrial de retencao de
Ca2+. Ca2* (30 pM) foi adicionado 120 segundos apos o inicio da incubacao ao meio reacional
contendo 30 puM ADP, as preparacoes mitocondriais (0.5 mg proteina . mL1) e 5 mM de EMA (traco
b), bem como 1 pM ciclosporina A (CsA) mais 300 pM ADP (tracos c e d), usando sucinato como

e c) foram realizados na auséncia de EMA e com adicao de 30 pM Ca?*

apos 120 segundos. FCCP (1 uM) foi adicionado no final do ensaio. Tracos sao representativos de trés

(animais) e foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia

REFERENCIAS

Rosenthal et al. ,1987. Flow Metab 7, 752-8

Akerman e Wikstrom,1976. FEBS /ett 68, 191-7
Schuck et al., 2010. L/ife Sci. 87, 139-46

Maciel et al., 2004. J Neurochem 90:1025-1035
Mohanty et al., 1997. J immunol Methods. 202, 133-41
Saito e Castilho, 2010. Neurochem Res 35:1667-1674

CNPq, PROPESq/UFRGS, FAPERGS, FAPESP, PRONEX, FINEP IBN-Net e INCT-EN. .



