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RESUMO

As acidemias isovalérica (IVAcidemia), 3-metilglutaconica (MGTA) e 3-
hidroxi-3-metilglutdrica (HMGA) sdo doencgas hereditdrias neurometabodlicas que
afetam o catabolismo da leucina. Os pacientes afetados pela [VAcidemia apresentam
acumulo e excre¢do urinaria aumentada dos acidos isovalérico (IVA), 3-
hidroxiisovalérico (3-OHIVA) e da isovalerilglicina, ao passo que a MGTA ¢
bioquimicamente caracterizada pelo acimulo e aumento na excre¢ao urinaria dos acidos
3-metilglutaconico (MGT), 3-metilglutdrico (MGA) e 3-OHIVA. Os individuos
afetados pela HMGA apresentam acimulo e elevada excre¢do dos 4cidos 3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMG), MGA, MGT e 3-OHIVA. Os pacientes afetados por essas
doencas apresentam sintomas predominantemente neuroldgicos cujos mecanismos
fisiopatogénicos envolvidos no dano cerebral sdo pouco conhecidos. No presente
estudo, investigamos os efeitos in vitro dos metabdlitos acumulados na IVAcidemia
(IVA, 3-OHIVA ¢ IVG), bem como da administragdo intracerebroventricular de IVA
sobre importantes pardmetros do metabolismo energético em cortex cerebral de ratos
jovens. Observamos efeitos inibitdrios do IVA sobre o ciclo do acido citrico (produgao
de CO; e citrato sintase), bem como sobre a atividade da enzima Na' K'-ATPase,
sugerindo que esse acido organico pode causar disfungdo mitocondrial e prejudicar a
neurotransmissdo. Além disso, demonstramos que os efeitos inibitorios causados pelo
IVA, tanto in vitro quanto ex vivo, sobre a atividade da Na',K'-ATPase foram
prevenidos pela pré-incubagdo com trolox e creatina (ensaios in Vitro) e pelo pré-
tratamento (experimentos €X Viv0) com creatina, respectivamente, sugerindo o
envolvimento da formacao de espécies reativas nesse efeito inibitorio.

Além disso, estudamos os efeitos in vitro dos metabolitos acumulados na MGTA
sobre parametros do metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens. Nossos
resultados demonstraram que tanto o MGT quanto o MGA ndo causaram qualquer
alteracdo in vitro nos parametros de metabolismo energético examinados (producdo de
CO; a partir de glicose, atividade dos complexos da cadeia de transporte de elétrons e
das enzimas creatina quinase e Na',K'-ATPase), sugerindo assim que as alteragdes
neuroldgicas apresentadas pelos pacientes afetados por essa doenga ndo parecem ser
devidas a redug¢do na producdo, na transferéncia ou na utilizagdo de energia pelo
cérebro.

Finalmente, estudamos também os efeitos in vitro e da administra¢do
intracerebroventricular in vivo do HMG sobre alguns parametros do metabolismo
energético em cortex cerebral de ratos jovens. Demonstramos que o HMG ndo causa
qualquer altera¢do tanto in Vitro quanto ex Vivo nos parametros analisados em cortex
cerebral de ratos, indicando assim que o as alteracdes neuroldgicas apresentadas pelos
pacientes ndo parecem ser devidas a inibigdes na producdo, na transferéncia ou na
utilizacao de energia pelo cérebro.

Tomados em seu conjunto, os resultados presentes apontam para um efeito
neurotéxico do IVA in vitro e in vivo, inibindo o metabolismo energético e
provavelmente a neurotransmissdo em cortex cerebral. Considerando-se que esse acido
organico acumula-se predominantemente na IVAcidemia, a mais severa das trés
doengas estudadas, é possivel concluir que as convulsdes frequentes e a atrofia cortical
severa que acomete os pacientes afetados por essa doenga possam ser devidos a inibi¢ao
da produgio de energia e da Na' K'-ATPase, uma enzima crucial para a
neurotransmissdo glutamatérgica.
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ABSTRACT

Isovaleric (IVAcidemia), 3-methylglutaconic (MGTA) and 3-hydroxy-
3methylglutaric (HMGA) acidemias are inborn neurometabolic diseases affecting
leucine catabolism. IVAcidemia is characterized by accumulation and high urinary
excretion of isovaleric (IVA) and 3-hydroxyisovaleric (3-OHIVA) acids and
isovalerylglycine (IVG), whereas MGTA is biochemically characterized by
accumulation of the branched-chain organic acids 3-methylglutaconic (MGT), 3-
methylglutaric (MGA) and OHIVA. HMGA is characterized by high urinary excretion
of the organic acids 3-hydroxy-3-methylglutaric (HMG), MGA, MGT and 3-OHIVA,
Patients affected by these acidemias predominantly present neurologic symptoms whose
mechanisms involved in the pathophysiology of cerebral damage are virtually unknown.
In the present study, we investigated the in vitro effects of the metabolites accumulating
in IVAcidemia (IVA, 3-OHIVA and IVG), as well as the effects of
intracerebroventricular injection of IVA on important parameters of energy metabolism
in cerebral cortex of young rats. We observed that IVA inhibited citric acid cycle
activity (CO, production and citrate synthase activity), as well as the activity of Na" K-
ATPase, suggesting that this organic acid can induce mitochondrial dysfunction and
disturb neurotransmission. Moreover, we demonstrated that the in vitro and ex vivo
inhibitory effects caused by IVA on Na",K'-ATPase activity were prevented by pre-
incubation with trolox and creatine (in Vitro experiments) and pre-treatment with
creatine (in vivo experiments), suggesting the participation of reactive species formation
on this inhibitory effect.

Next, we studied the in vitro effect of the metabolites accumulating in MGTA on
energy metabolism parameters on cerebral cortex of young rats. Our results showed that
both MGT and MGA did not alter the parameters analyzed (CO2 production from
glucose, the activities of the electron transfer chain complexes and of the enzymes
creatine kinase and Na',K'-ATPase), suggesting that the neurological alterations
presented by patients affected by MGTA are not due to reduction on energy production,
transfer or utilization by the brain.

Finally, we also studied the in vitro and of intracerebroventricular administration
effects of HMG on energy metabolism parameters in cerebral cortex of young rats. We
demonstrated that HMG did not alter both in vitro and ex vivo the analyzed parameters
on cerebral cortex of rats, indicating that the neurological alterations presented by
affected patients are not caused by inhibition of production, transfer or utilization of
energy by the brain.

Taking together, our results point to a neurotoxic effect of IVA in vitro and in
Vivo, by inhibit energy metabolism and probably neurotransmission in cerebral cortex.
Considering that this organic acid accumulates in IVAcidemia, the most severe of the
diseases studied, it is feasible to conclude that convulsions and cortical atrophy
presented by affected patients can be due to inhibition of energy production and of
Na",K™-ATPase activity, a crucial enzyme for glutamatergic neurotransmission.
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I- INTRODUCAO E OBJETIVOS



I.1. INTRODUCAO

1.1.1. Erros Inatos do Metabolismo

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi utilizado pela primeira vez por
Archibald Garrod em 1908 durante estudos realizados com pacientes com alcaptontria,
doenca em que os pacientes afetados excretam grandes quantidades de acido
homogentisico na urina. O pesquisador observou que um ou mais individuos da mesma
familia eram afetados sem que seus pais apresentassem a doenca. Baseado também na
observacao da maior incidéncia de consanguinidade entre os pais dos pacientes e nas
leis de Mendel, Garrod propds um modelo de heranca autossomica recessiva para este
disturbio. Através da determinagdo do acido homogentisico na urina de pacientes com
alcaptontiria e da observacdo de que esta substdncia era um metabodlito normal da
degradagdo da tirosina, Garrod relacionou este acimulo a um bloqueio no metabolismo
do acido homogentisico. Verificou-se mais tarde que tais alteragdes resultavam da
sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina, usualmente uma
enzima (Scriver et al., 2001). Presumiu-se entdo que em consequéncia deste bloqueio
metabolico pode ocorrer o acumulo de precursores toxicos da reacdo catalisada pela
enzima envolvida, com a formacdo de rotas metabdlicas alternativas e a deficiéncia de
produtos essenciais ao organismo (Bickel, 1987).

Atualmente, mais de 500 EIM foram descritos e caracterizados
bioquimicamente, a maioria deles envolvendo processos de sintese, degradacao,
transporte e armazenamento de moléculas no organismo (Scriver et al., 2001). Embora
individualmente raras, essas doencas em seu conjunto afetam aproximadamente um a

cada 500 a 1000 recém nascidos vivos (Baric et al., 2001).



1.1.2. Acidemias Organicas

As acidemias ou acidurias organicas s3o 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 concentracdes reduzidas. Nos
pacientes com estes distirbios, estes acidos encontram-se em altas concentragdes
principalmente na urina.

Devido ao desconhecimento dessas patologias pela classe médica e a falta de
laboratorios especializados na analise de dcidos organicos, a frequéncia destas doengas
na populagdo geral ¢ pouco conhecida. Na Holanda, pais considerado referéncia para o
diagnéstico de erros inatos do metabolismo, a incidéncia destas doengas ¢ estimada em
1: 2.200 habitantes, enquanto que na Alemanha, Israel e Inglaterra ¢ de
aproximadamente 1:6.000 — 1:9.000 recém-nascidos (Hoffmann et al., 2004). Na Arabia
Saudita, onde a taxa de consanguidade ¢ elevada, a frequéncia ¢ de 1: 740 nascidos
vivos (Rashed et al., 1994).

No inicio da década de 80 foi demonstrado que estes distirbios eram os erros
inatos do metabolismo mais frequentes em criangas severamente enfermas (Chalmers et
al., 1980), o que motivou maiores estudos clinico-laboratoriais e epidemioldgicos nos
anos que se seguiram.

Clinicamente os pacientes afetados apresentam como sintomatologia mais
comum disfun¢do neurolégica em suas diversas formas de expressdo, incluindo
regressao neuroldgica, convulsdes, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade,
tremores, movimentos coreatetoticos, tetraparesia espastica, atraso no desenvolvimento

psicomotor e outros. As mais frequentes manifestagdes laboratoriais sdo cetose,



cetonuria, neutropenia, trombocitopenia, acidose metabolica, baixos niveis de
bicarbonato, hiperglicinemia, hiperglicintiria, hiperamonemia, hipo/hiperglicemia,
acidemia latica, aumento dos niveis séricos de acidos graxos livres, bem como cheiro
peculiar na urina e¢/ou suor (Saudubray et al., 2006; Scriver et al., 2001). Com a
utilizagdo da tomografia computadorizada e ressonancia magnética nuclear, foram
verificadas em pacientes afetados por estas doencas alteracdes de substancia branca
(hipomieliniza¢ao e/ou desmielinizacdo), atrofia cerebral generalizada, degeneracao de
ganglios da base (necrose ou calcificagdo), megaencefalia, atrofia frontotemporal e

atrofia cerebelar (Mayatepek et al., 1996).

1.1.3. Metabolismo da Leucina

O aminoacido leucina, juntamente com a isoleucina e valina, constituem o grupo
de aminoécidos de cadeia ramificada que sdo metabolizados em vérios tecidos, podendo
cruzar com facilidade a barreira hematoencefalica (Oldendorf, 1971). O metabolismo
da leucina tem como produtos finais os corpos cetonicos acetoacetato e beta-
hidroxibutirato. Assim, no cérebro a leucina pode ser considerada como uma fonte
endogena de corpos cetdnicos, que participam juntamente com a glicose como fonte de
energia para o cérebro (Morris, 2005).

A figura 1 representa esquematicamente a rota de catabolismo da leucina que ¢
reversivelmente transaminada a 4&cido 2-cetoisocaproico (CIC) em uma reagdo
catalisada pela enzima transaminase dos aminodcidos de cadeia ramificada. O CIC sofre
descarboxilacao oxidativa a isovaleril-CoA em uma reagao catalisada pelo complexo da
desidrogenase dos 2-cetodcidos de cadeia ramificada. A seguir, a isovaleril-CoA ¢
convertida a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA em trés reacdes enzimaticas, catalisadas

pelas enzimas isovaleril-CoA desidrogenase, 3-metilcrotonil-CoA carboxilase e 3-



metilglutaconil-CoA hidratase. O produto da ultima reagdo ¢ 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA, que clivado em acetoacetato e acetil-CoA em uma reagdo catalisada pela enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase.

Além dessa via de degradagdo, a leucina pode ser metabolizada em uma rota
alternativa, a via de catabolismo da B-leucina. Essa rota metabdlica inicia com a
migragdo em uma reagdo cobalamina-dependente do grupo 2-amino para a posi¢ao 3 e
leva a formacao dos metabolitos acetil-CoA e isobutiril-CoA, este ultimo intermediario
do catabolismo da valina. Essa via metabdlica representa aproximadamente 1% do total

de leucina oxidada no tecido nervoso (Poston, 1984).
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Figura 1. Catabolismo da leucina. Adaptado de Sweetman e Williams (2001).



1.1.4. Erros Inatos do Metabolismo da Leucina

1.1.4.1. Acidemia Isovalérica

A acidemia isovalérica (IVAcidemia, OMIM # 243500) ¢ uma desordem
metabolica autossomica recessiva da via de catabolismo da leucina inicialmente descrita
por Tanaka e colaboradores em 1966 (Tanaka et al., 1966). Bioquimicamente, a
IVAcidemia ¢é causada pela deficiéncia na atividade da enzima mitocondrial isovaleril-
CoA desidrogenase (IVD), uma flavoenzima homotetramérica mitocondrial da familia
das desidrogenases de acil-CoAs (Tanaka et al., 1966), que catalisa a desidrogenacédo o.-
B do isovaleril-CoA produzindo B-metilcrotonil-CoA. A IVAcidemia foi o primeiro
disturbio do metabolismo de acidos orgénicos diagnosticado por cromatografia gasosa
(CG), sendo esta técnica até o momento o melhor método analitico para &cidos
organicos.  Mais de 70 casos de IVAcidemia ja foram relatados. Com o
desenvolvimento da metodologia da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa em Tandem (MS/MS ou Tandem MS) esta se tornou fundamental para o
diagnostico da IVAcidemia pela deteccao de elevagdes da isovalerilcarnitina no sangue
(Dionisi-Vici et al., 2006; Ensenauer et al., 2004; Millington et al., 1990; Vockley e
Ensenauer, 2006).

A deficiéncia na atividade da IVD leva ao acimulo de isovaleril-CoA, acido
isovalérico (IVA), acido 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA) e seus derivados de carnitina
(isovalerilcarnitina) e glicina (isovalerilglicina, IVG) nos tecidos e liquidos bioldgicos
dos pacientes (Tanaka et al., 1966). A concentragdo normal de IVA no plasma é menor
do que 10 uM e durante o periodo de remissdo da doenga em pacientes em tratamento
varia de 10 a 50 pM. No entanto, em episddios de descompensagdo esses niveis
alcangam até 100 a 500 vezes os niveis normais (600 a 5.000 uM) no sangue. A

quantidade de IVA excretado na urina dos pacientes afetados ¢ na ordem de 8 a 300



pmol/dia, enquanto em individuos normais ¢ inferior a 2 pmol/dia (Sweetman e
Williams, 2001).

O metabolito encontrado em maiores concentra¢des urinarias na deficiéncia da
atividade da IVD ¢ a IVG, um composto amidico produzido pela conjugacido do acido
isovalérico com a glicina (Tanaka e Isselbacher, 1967). Essa reagdo ¢ catalisada pela
enzima mitocondrial glicina N-acilase, que também forma benzoilglicina (acido
hipurico) a partir de benzoil-CoA e glicina (Bartlett e Gompertz, 1974; Gregersen et al.,
1986). A excrecao urinaria de IVG pelos pacientes com [VAcidemia varia de 2.000 a
15.000 pmol/dia, comparado com excre¢des normais de menos do que 15 pmol/dia. A
excrecdo dos metabdlitos acumulados ¢ maior durante episddios agudos, mas se
mantém elevada durante a remissdo da doencga. Durante episdédios agudos, quando a
quantidade de isovaleril-CoA ¢ muito aumentada, excede-se a capacidade catalitica da
glicina N-acilase, e entdo as concentragdes de IVA livre se tornam elevadas. Um
segundo metabolito do IVA ¢é o 3-OHIVA (Tanaka et al., 1968), que é excretado em
quantidades elevadas na urina principalmente durante episddios agudos, podendo atingir
3.000 umol/dia. A isovaleril-CoA pode formar também isovalerilcarnitina, que ¢
importante para o diagnostico da doenca com a metodologia MS/MS (Sweetman e

Williams, 2001).

1.1.4.1.1. Manifestacdes clinicas

Inicialmente, duas formas clinicas da IVAcidemia foram relatadas, com
aproximadamente metade dos pacientes apresentando a forma neonatal grave aguda e a
outra metade dos pacientes a forma intermitente e cronica. Recentemente, foi

identificado um terceiro tipo de [VAcidemia com expressdo fenotipica leve (Ensenauer



et al., 2004). As trés formas sdo devidas ao mesmo defeito bioquimico, ou seja, a
deficiéncia da atividade da IVD (Sweetman ¢ Williams, 2001).

Na forma aguda, 3 a 6 dias apds o nascimento os pacientes apresentam recusa
alimentar ¢ vomitos, tornando-se desidratados, desatentos e letargicos. Podem também
se apresentar hipotérmicos, com tremores e convulsdes (Cohn et al., 1978; Elsas e
Naglak, 1988). Um odor de pés suados devido a elevagdo da concentracdo de IVA ¢
caracteristico. Também ocorre acidose metabdlica com moderada cetonuria, acidemia
latica, hiperamonemia, trombocitopenia, neutropenia ou pancitopenia e¢ hipocalcemia
(Fischer et al., 1981; Hou e Wang, 1990; Mendiola et al., 1984; Wilson et al., 1984). Os
pacientes podem tornar-se ciandticos e entram em coma seguido de morte. Mais da
metade dos pacientes inicialmente relatados com a forma aguda ndo sobrevivem, mas
com o diagndstico precoce e com a terapia baseada em restricdo dietética protéica de
leucina, suplementada pela administracdo de glicina e carnitina, a evolu¢do dos
pacientes tem sido muito mais favoravel (Cohn et al., 1978; Naglak et al., 1988).

Na forma crbénica, o quadro clinico ¢ menos grave, sendo que o primeiro
episodio da doencga geralmente ocorre durante o primeiro ano de vida. Os episddios
subsequentes frequentemente ocorrem apds infecgdes respiratérias ou aumento da
ingestdo de alimentos ricos em proteinas, e tipicamente envolvem voOmitos, letargia
progredindo para o coma, acidose com cetonuria e o caracteristico odor de pés suados
(Shih et al., 1984; Sweetman ¢ Williams, 2001). Nestas situagdes enfatize-se a
necessidade de restricdo de proteinas e infusdo de glicose. Achados adicionais que
podem ocorrer com os episodios incluem diarréia, trombocitopenia, neutropenia,
pancitopenia, e em alguns casos alopecia e hiperglicemia; o Ultimo pode ser
erroneamente confundido com cetoacidose diabética (Attia et al., 1996; Williams et al.,

1981). Hiperglicemia pode ocorrer em varias acidemias organicas, incluindo a
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IVAcidemia. Alguns pacientes com a forma cronica intermitente da IVAcidemia tém
desenvolvimento psicomotor normal, mas alguns t€ém o desenvolvimento atrasado e
lento ou mesmo retardo mental severo (Budd et al., 1967; Duran et al., 1982; Shih et
al., 1984). Muitos pacientes adquirem uma aversdo natural para alimentos ricos em
proteinas (Gerdes et al., 1988).

A terceira variante menos comum ¢ a forma intermediaria causada por pequenas
alteragoes na func¢do da enzima IVD levando a um acimulo dos metabolitos em
concentragdes menores do que nas outras duas formas. Além disso, os pacientes
acometidos por essa forma de IVAcidemia sdo assintomaticos (Mohsen et al., 1998;
Nasser et al., 2004), e a necessidade de terapia para esses pacientes ainda ndo esta
definida (Vockley e Ensenauer, 2006).

Dentre as anormalidades neuropatoldgicas apresentadas pelos pacientes
acometidos pela IVAcidemia sdo encontradas alteracdes no globo pélido e trato
corticoespinhal do mesencéfalo, bem como edema cerebral difuso, hemorragia cerebelar
massiva, herniacdo transtentorial e degeneracdo focal de “clusters” de células gliais nas

substancias branca e cinza (Fischer et al., 1981; Sogut et al., 2004).

1.1.4.1.2. Diagnostico

O diagnostico da IVAcidemia requer andlise de acidos organicos, visto que os
aspectos clinicos sdo comuns para varias acidemias organicas. Um odor de pés suados
durante os episddios agudos pode ser sugestivo de IVAcidemia, mas deve ser
distinguido de um odor similar que pode ocorrer na aciduria glutarica tipo 2 devido ao
acimulo dos 4cidos isobutirico, 2-metilbutirico e isovalérico. A possibilidade da
IVAcidemia deve ser considerada em recém-nascidos ou em criangas que apresentem

uma combinagdo de recusa alimentar, vOmitos, letargia, coma, acidose metabdlica,
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cetose, hiperamonemia, hipocalcemia, neutropenia, trombocitopenia, ¢ pancitopenia. A
analise de acidos organicos volateis de cadeia curta no plasma mostra elevagao do IVA
sem elevacdo dos outros acidos de cadeia curta, sugerindo o diagnostico de
IVAcidemia. No entanto, analises acuradas dos acidos organicos de cadeia curta no
plasma sdo dificeis e com frequéncia ndo estdo disponiveis. Assim, prefere-se a analise
geral de acidos orgénicos na urina que mostram elevagdes da IVG e do 3-OHIVA
(Tanaka et al., 1980). Além disso, também se encontram grandes eleva¢des ndo
especificas de lactato, bem como dos acidos 3-hidroxibutirico e acetoacético. Durante a
remissdo, o Unico metabolito com concentragdes muito elevadas ¢ a IVG (1000 a 3000
mmol/mol de creatinina).

A analise dos ésteres de carnitina no sangue e urina ¢ complementar a anélise de
acidos organicos para o diagnostico da IVAcidemia. As acil-CoAs estdo em equilibrio
com as suas acilcarnitinas, sendo as ultimas presentes no plasma e prontamente
excretadas na urina. A isovalerilcarnitina, portanto, em pequenas concentracdes (10 a 20
mmol/mol de creatinina) tem sido identificada por MS em Tandem na urina de
pacientes com IVAcidemia mesmo durante a remissdo. A administragdo oral de
100mg/kg de L-carnitina aumenta a excrecdo de isovalerilcarnitina até
aproximadamente 3200 mmol/mol de creatinina, sugerindo que a administragdo de
carnitina aumentaria a confiabilidade do diagnodstico da acidemia isovalérica por
deteccdo de acilcarnitinas na urina.

O diagnostico da IVAcidemia pode ser confirmado pela deficiéncia severa da
atividade da IVD em fibroblastos através do ensaio da liberacao de tritio a partir de [2,3-
*Hlisovaleril-CoA na presenca do inibidor da IVD (Hyman e Tanaka, 1986).

O diagnostico pré-natal da [IVAcidemia pode ser feito pela medida da atividade

da IVD em cultura de amnidcitos ou pela detec¢do de concentracdes elevadas de IVA e
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IVG no liquido amnidtico ap6s aminiocentese (Hine et al., 1986). A IVG ¢é quase
indetectavel nos liquidos amnidticos normais, porém em mulheres com fetos afetados
com IVAcidemia, este composto aparece muito elevado (3,50 a 6,02 uM). Portanto a
quantificagdo deste composto no liquido amnidtico permite um diagnostico rapido e

preciso de IVAcidemia.

1.1.4.1.3. Tratamento

O tratamento de pacientes afetados pela IVAcidemia durante os episddios
agudos ¢ praticamente o mesmo dos afetados por outras acidemias organicas e consta
fundamentalmente de hidratagao, infusdo de glicose para prover calorias e reduzir o
catabolismo protéico endogeno e infusdo de bicarbonato de sodio para controlar a
acidose (Tanaka, 1986; Tanaka e Rosenberg, 1983). O tratamento cronico durante a
recuperacdo e remissdo geralmente consiste na restri¢cao dietética de proteina (1,5 g de
proteina/Kg por dia) e de leucina. Este tratamento tem sido efetivo na diminuigdo da
frequéncia dos episddios de descompensa¢do metabdlica.

Por outro lado, a concentracio de glicina no plasma de pacientes com
IVAcidemia tende a diminuir durante episddios agudos, sugerindo que a glicina foi
utilizada para a sintese da IVG (Krieger e Tanaka, 1976). Assim, o aumento da
concentragdo de glicina plasmatica através da ingestao de glicina (250 mg/Kg por dia de
glicina dividida em 3 doses) ¢ aconselhdvel no tratamento desses pacientes a longo
prazo, o que provocaria um aumento da razdo IVG/IVA por aumento da concentracdo
de IVG. Por outro lado, verificou-se que a suplementagdo de glicina com sobrecarga de
leucina para um paciente com IVAcidemia preveniu o aumento do IVA no plasma e

aumentou a excre¢do de IVG (Krieger e Tanaka, 1976).
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Além disso, varios pacientes com IVAcidemia apresentam deficiéncia de
carnitina total e uma alta percentagem de carnitina esterificada no plasma e na urina (de
Sousa et al., 1986; Mayatepek et al., 1991; Roe et al., 1984). Assim, ¢ aconselhavel
tratd-los rotineiramente com L-carnitina (100 mg/Kg por dia dividida em duas doses)

(Lee et al., 1998).

1.1.4.1.3. Fisiopatologia

Pouco se sabe sobre a fisiopatogenia do dano cerebral que ocorre nos pacientes
afetados pela IVAcidemia. Apesar do grande numero de metabolitos excretados ja
identificados, sua ocorréncia ndo explica os sintomas clinicos dos pacientes, e ¢ possivel
que esses metabolitos sejam toxicos e responsaveis por pelo menos parte dos sintomas
apresentados pelos pacientes. Considerando que as alteracdes neurologicas sdo
pronunciadas na IVAcidemia, os mecanismos do dano cerebral nessa doenga sdo pouco
conhecidos.

Assim, a investiga¢do do papel dos metabdlitos acumulados na IVAcidemia no
funcionamento e desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) podera levar a um
melhor entendimento da relagdo entre as condi¢des clinicas e a fisiopatologia dessa
doenca. Nesse contexto, resultados recentes demonstraram que a IVG induz estresse
oxidativo em maior grau em homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens,
enquanto o IVA provoca dano oxidativo protéico (Solano et al., 2008). Além disso, foi
demonstrado que o 3-OHIVA, que se acumula na IVAcidemia, bem como nas
acidemias 3-metilglutaconica e 3-hidroxi-3-metilglutarica, induz a producao de espécies
reativas de oxigénio (Leipnitz et al., 2008a; Leipnitz et al., 2009).

Considerando que os metabolitos acumulados na IVAcidemia sdo produzidos

dentro da mitocondria, e que alteracdes no metabolismo energético foram descritas em
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diversas desordens neurodegenerativas (Parker et al., 1990; Parker et al., 1994
Swerdlow et al., 1997; Swerdlow et al., 1996), é possivel que esses metabolitos
acumulados alterem a produ¢@o ou a utilizagdo de energia no tecido nervoso, causando
assim as alteragdes neuroldgicas apresentadas pelos pacientes afetados pela

IVAcidemia.

1.1.4.2. Acidemia 3-metilglutacénica
A acidemia 3-metilglutaconica (MGTA) corresponde a um grupo heterogéneo de
doengas metabolicas caracterizado pelo acimulo dos acidos 3-metilglutaconico (MGT)

e 3-metilglutarico (MGA). Atualmente, sdo conhecidos cinco tipos distintos de MGTA.

1.1.4.2.1. Acidemia 3-metilglutacénica (MGTA) tipo |

A MGTA tipo I (OMIM # 250950) ou deficiéncia da enzima 3-metilglutaconil-
CoA hidratase (EC 4.2.4.18) ¢ um erro inato do metabolismo da leucina, cujos sintomas
variam de minimos a severos. O bloqueio enzimatico leva ao acumulo e elevada
excrecdo urinaria do MGT, atingindo concentragdes em torno de 500 — 1000 mmol/mol
de creatinina (Gunay-Aygun, 2005). O MGA, derivado da hidrogenacdo do 3-
metilglutaconil-CoA, bem como o 3-OHIVA, que ¢ derivado do 3-metilcrotonil-CoA,
também se encontram elevados nos tecidos e liquidos bioldgicos dos pacientes afetados

por essa doenca (Sweetman e Williams, 2001).

1.1.4.2.1.1. Manifestacdes clinicas
Os sinais clinicos dessa desordem sdo variados e inespecificos, incluindo retardo
no desenvolvimento psicomotor e neuroldgico, retardo na linguagem, microcefalia leve,

hepatomegalia e distonia, bem como hipoglicemia e acidose metabolica (Arn e
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Funanage, 2006; 1JIst et al., 2002; Shoji et al., 1999; Sweetman e Williams, 2001).
Dentre os achados neuropatoldgicos, observa-se atrofia dos ganglios basais, com lesdes
principalmente no globo palido e ntcleo caudato (Arbelaez et al., 1999). Os tecidos
predominantemente afetados sdo os com maior dependéncia do metabolismo oxidativo,

como o SNC, figado e os musculos esquelético e cardiaco (Gunay-Aygun, 2005).

1.1.4.2.1.2. Diagnostico

O diagnostico da MGTA tipo 1 ¢ realizado a partir da analise quantitativa dos
acidos organicos na urina, com acimulo predominante do MGT e também de MGA e 3-
OHIVA. O diagnostico deve ser confirmado medindo-se a atividade da enzima
metilglutaconil-CoA hidratase em leucdcitos ou fibroblastos. O diagndstico pré-natal ¢
possivel através do acimulo do 3-OHIVA e do MGT no liquido amniotico (Sweetman e

Williams, 2001).

1.1.4.1.3. Tratamento
O tratamento ¢ realizado com a restricdo dietética da leucina e diminui¢ao da
ingesta protéica Além disso, um estudo evidenciou que a adi¢do de L-carnitina

melhorou o estado nutricional e a hepatomegalia nos pacientes afetados pela doenca

(Jooste et al., 1994).

1.1.4.2.2. Acidemia 3-metilglutacénica (MGTA) tipo |1
A MGTA tipo II (OMIM # 302060) ou sindrome de Barth ¢ uma desordem
ligada ao cromossomo X caracterizada pelo acimulo de MGT e MGA e por atividade

normal da enzima metilglutaconil-CoA hidratase. E uma doenga possivelmente
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relacionada a um defeito no metabolismo da cardiolipina devido a mutagdes no gene
TAZ (tafazina) (Bione et al., 1996). O quadro clinico ¢ caracterizado por cardiomiopatia,
neutropenia e miopatia esquelética (Arn e Funanage, 2006; Barth et al., 1983; Barth et
al., 2004). A disfung¢do cardiaca ¢ atribuida a dilatagdo biventricular e hipertrofia.
Também hé deposi¢ao de lipidios nos musculos esquelético e cardiaco com diminuig¢ao
nos niveis de carnitina e anormalidades mitocondriais (Sweetman e¢ Williams, 2001).
Além disso, estudos prévios demonstraram diminui¢@o nas atividades dos complexos I,
III, IV e V da cadeia de transporte de elétrons (CTE) em musculo esquelético dos
pacientes afetados (Barth et al., 1983; Besley et al., 1995; Christodoulou et al., 1994;

De Kremer et al., 2001; Ibel et al., 1993).

1.1.4.2.3. Acidemia 3-metilglutacénica (MGTA) tipo 111

A MGTA tipo III (OMIM # 258501) ou sindrome da atrofia optica de Costeft foi
detectada inicialmente em individuos do Iraque e Israel, ¢ relacionada a mutagdes no
gene OPA3, sendo caracterizada por dano neuroldgico (Anikster et al., 2001; Arn e
Funanage, 2006). Similarmente 8 MGTA tipo II, apenas o MGT e o MGA se encontram
acumulados nos liquidos bioldgicos e tecidos dos pacientes e a atividade da enzima 3-
metilglutaconil-CoA hidratase ¢ normal.

O quadro clinico da MGTA tipo III ¢ caracterizado por atrofia Optica bilateral
infantil, coreoatetose, retardo mental, ataxia cerebelar, defeitos cognitivos e outros
sintomas neurologicos (Anikster et al., 2001; Arn e Funanage, 2006; Gunay-Aygun,

2005; Sweetman e Williams, 2001).

1.1.4.2.4. Acidemia 3-metilglutacénica (MGTA) tipo IV
Na MGTA tipo IV ou nao-classificada (OMIM # 250951), ha heterogeneidade

de sintomas, incluindo retardo mental e psicomotor, espasticidade, hipertonia,
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hipotonia, convulsdes, atrofia optica, surdez, cardiomiopatia ¢ disfun¢do hepatica. Os
pacientes apresentam elevagdo nas concentracdes de acido latico e intermediarios do
ciclo de Krebs, bem como defeitos na cadeia mitocondrial de transporte de elétrons
(Besley et al., 1995; Ibel et al., 1993; Ruesch et al., 1996), tais como diminui¢do das
atividades dos complexos I, I, III, IV e V (Gibson et al., 1993; Gunay-Aygun, 2005;
Sperl et al., 2006; Sweetman ¢ Williams, 2001; Wortmann et al., 2006). O MGT ¢ o
MGA se encontram predominantemente acumulados na MGTA tipo IV. Por outro lado,

a deficiéncia enzimatica que leva a essa condi¢ao nao ¢ conhecida.

1.1.4.2.5. Acidemia 3-metilglutacénica (MGTA) tipo V

A MGTA tipo V (OMIM # 610198) ¢ uma doenca autossOmica recessiva
recentemente descrita por (Davey et al., 2006). Essa forma da MGTA foi identificada
em populagdes das planicies do Canadé e do nordeste dos Estados Unidos da América,
sendo caracterizada por cadiomiopatia dilatada, ataxia cerebelar ndo-progressiva,
disgenesia testicular e retardo no crescimento. Em comparacdo com as outras formas da
MGTA, as concentragdes de MGT e MGA encontram-se menos aumentadas. Foi
sugerido que a mutagdo responsavel por essa desordem ocorre no gene DNAJC19,
causando defeitos na importagdo de proteinas mitocondriais (Davey et al., 2006;

Wortmann et al., 2009).

1.1.4.2.6. Fisiopatologia

As caracteristicas clinicas dos diversos tipos de MGTA sdo diversas, mas tecidos
com alta demanda por metabolismo oxidativo, como SNC e musculos esquelético e
cardiaco, sdo predominantemente afetados. Considerando que os sintomas neurolégicos

sdo comuns na MGTA, os mecanismos envolvidos no dano cerebral nessa doenga ainda
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ndo estdo completamente estabelecidos. Nesse contexto, ¢ possivel que o acimulo de
MGT e MGA seja importante mecanismo responsavel pela fisiopatologia da MGTA.
Além disso, ja foram observadas disfungdes mitocondriais em individuos
portadores das formas II-V da MGTA. Na MGTA tipo II ou sindrome de Barth causada
por mutagdes no gene TAZ, observam-se anormalidades mitocondriais e disfungdo na
CTE (Barth et al., 1983; Besley et al., 1995; Christodoulou et al., 1994; De Kremer et
al., 2001; Ibel et al., 1993). Ja a MGTA tipo III ou sindrome de Costeff ocorre devido a
mutagdes no gene OPA3. Um estudo publicado recentemente descreve um modelo de
camundongos knockout para o gene da proteina OPA3, onde os animais homozigotos
apresentam caracteristicas fenotipicas similares as da MGTA tipo III, com perda de
células ganglionais da retina e desmielinizagdo dos axdnios do nervo Optico causando
atrofia oOptica, além de disfungdo extrapiramidal, espasticidade e ataxia (Davies et al.,
2008). Os pacientes acometidos pela MGTA tipo IV ou ndo-classificada apresentam, na
maioria dos casos, disfungdo na fosforilagdo oxidativa, que leva a diminuicdo na
producdo de ATP. Foi recentemente demonstrado que pacientes portadores da MGTA
tipo IV apresentam defeito na atividade de pelo menos um dos complexos da CTE de
elétrons em bidpsia muscular e/ou cultura de fibroblastos (Wortmann et al., 2009).
Assim, a deplecdo de energia poderia estar envolvida nos danos caracteristicos da
MGTA tipo IV. Com relagao a MGTA tipo V, foi identificada nos pacientes portadores
uma mutagdo no gene DNAJC19 (Davey et al., 2006), que codifica uma proteina com
similaridade a proteina TIM14, participante do sistema de importacdo de proteinas
mitocondriais em leveduras. Dessa forma, € possivel que o defeito nesse gene altere o
transporte de proteinas mitocondriais e possa ser responsavel pela patogénese da MGTA

tipo V.
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1.1.4.3. Acidemia 3-hidroxi-3-metilglutarica

A acidemia 3-hidroxi-3-metilglutarica (HMGA, OMIM # 246450), causada pela
deficiéncia da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase (HL; EC 4.1.3.4), ¢ uma
acidemia organica de heranca autossomica recessiva inicialmente descrita por Faull e
colaboradores (Faull et al., 1976a; Faull et al., 1976b). A HL catalisa a clivagem de 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a acetoacetato e acetil-CoA, sendo ¢ a tltima
reacdo da sintese de corpos cetonicos e do catabolismo da leucina (Figura 1). H4 90-100
casos de HMGA descritos, sendo que, com exce¢ao da Arabia Saudita e Peninsula
Ibérica (Portugal e Espanha), onde a doenca é muito prevalente, a HMGA ¢ rara em
outros paises (Menao et al., 2009; Vargas et al., 2007). No Brasil foram descritos 15
pacientes portadores da HMGA (Vargas et al., 2007).

Duas isoformas da HL s3o encontradas, uma localizada na mitocondria e a outra
nos peroxissomos. A HL mitocondrial madura ¢ um homodimero. O gene da enzima
estd localizado no cromossomo 1 (1p35.1-36.1), sendo composto por 9 éxons e 8
introns. A isoforma mitocondrial ¢ composta por 298 residuos de aminoacidos e contém
uma sequéncia peptidica de 27 residuos de aminoacidos na extremidade N-terminal, que
sinaliza a entrada da enzima na mitocondria. Dentro da mitocondria, o peptideo ¢
removido, formando a enzima madura com 298 residuos de aminoacidos. Por outro
lado, a isoforma peroxissomal possui 325 residuos de aminoacidos. Existe uma grande
diversidade e heterogeneidade de mutacdes na deficiéncia da HL, porém, o padrdo de
mutagdes ¢ homogéneo dentro de comunidades especificas. Neste particular, as
mutagdes ¢.122G>A e ¢.109G>A sao prevalentes na Arabia Saudita e Peninsula Ibérica,
respectivamente. Por outro lado, ndo héa correlagdo entre o gendtipo, a atividade
enzimatica ¢ o prognoéstico dos pacientes (Al-Sayed et al., 2006; Pie et al., 2007,

Sweetman e Williams, 2001).
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O principal metabdlito acumulado na HMGA ¢ o 4cido 3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMG) derivado da hidrélise do HMG-CoA. Na urina de pacientes
controlados com dieta, as concentragdes de HMG variam entre 200-4000 mmol/mol de
creatinina (valores normais nos primeiros meses de vida: 50-90 mmol/mol de
creatinina). Contudo, durante crises de descompensa¢dao metabolica, esse metabdlito
pode alcangar niveis de 1500-19000 mmol/mol de creatinina. O MGT também se
encontra acumulado nos tecidos e liquidos bioldgicos dos pacientes com HMGA devido
a reversibilidade da reacdo catalisada pela enzima 3-metilglutaconil-CoA hidratase.
Além disso, o MGT pode ser hidrogenado a MGA, que também se encontra com
concentragdes clevadas na doenca. Também devido a reversibilidade da enzima 3-
metilcrotonil-CoA carboxilase, altas concentracoes de 3-metilcrotonil-CoA sao
encontradas e este metabdlito pode ainda ser hidratado, gerando 3-OHIVA. Além disso,
durante as crises de descompensacdo metabdlica também s3o detectadas altas
concentragdes dos acidos glutdrico e adipico. Outros metabodlitos importantes
encontrados acumulados na urina e no sangue dos pacientes sdo as acilcarnitinas

derivadas dos acidos acumulados (Bonafe et al., 2000; Sweetman e Williams, 2001).

1.1.4.3.1. Manifestacdes clinicas

As manifestagdes clinicas da HMGA se apresentam usualmente no periodo
neonatal (Sweetman e Williams, 2001). Durante episddios agudos de descompensacao
metabolica (jejum prolongado ou outras situagdes catabolicas) os pacientes apresentam
vOmitos, diarréia, desidrata¢do, hipotonia, hipotermia, letargia e apnéia que pode
progredir ao coma (Funghini et al., 2001; Pospisilova et al., 2003; Sweetman e
Williams, 2001). Outros sintomas incluem hepatomegalia com hiperamonemia,

macrocefalia, microcefalia, pancreatite aguda, retardo no desenvolvimento e
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cardiomiopatia. Enfatize-se que a deficiéncia da HL ¢ fatal em aproximadamente 20 %
dos casos. Os pacientes também apresentam acidose metabolica com hipoglicemia
hipocetotica e elevagdo de transaminases no plasma. Os achados de ressonancia
magnética evidenciam lesdes na substidncia branca cerebral que, em alguns casos,
podem ser reversiveis com o tratamento baseado na restricdo alimentar de leucina
(Yalcinkaya et al., 1999; Yylmaz et al., 2006; Zafeiriou et al., 2007). Além disso, os
pacientes com a doencga apresentam alteragcdes dos nucleos caudato, denteado e globo
palido, bem como do trato corticoespinhal (Yalcinkaya et al., 1999; Yylmaz et al.,

2006).

1.1.4.3.2. Diagnostico

A deficiéncia da HL deve ser investigada principalmente em pacientes que
apresentam hipoglicemia hipocetdtica e acidose metabdlica. Geralmente a HMGA ¢
diagnosticada através do aumento dos metabdlitos acumulados HMG, MGT, MGA e 3-
OHIVA nos tecidos e liquidos bioldgicos dos pacientes (especialmente na urina)
medidos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. A determinagao
da atividade da HL também ¢ importante para a confirmacdo do diagndstico, podendo
ser medida espectrofotometricamente em leucocitos, fibroblastos e plaquetas. O
diagnostico molecular também ¢ 1til para a confirmagdo do diagnostico e ¢ um
instrumento importante para o diagndstico pré-natal em gestagdes futuras (Sweetman e

Williams, 2001).
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1.1.4.3.3. Tratamento

A HMGA possui tratamento efetivo. Os pacientes devem evitar situacdes de
jejum e ingesta excessiva de gordura. Além disso, a administragdo de glicose deve ser
feita em vigéncia de episddios de hipoglicemia que ocorre geralmente durante as crises.
A restri¢do de leucina em 87 mg/Kg/dia, além de diminui¢do da ingesta de gorduras ¢ a
administracdo de L-carnitina (100 mg/Kg dia) previne os sintomas dos pacientes com

HMGA (Dasouki et al., 1987).

1.1.4.3.4. Fisiopatologia

A patogénese na HMGA ¢ desconhecida. Acredita-se que a hipoglicemia que
ocorre principalmente durante as crises de descompensagdo metabolica possa contribuir
para a patogénese do dano cerebral nos afetados pela HMGA. A produgdo insuficiente
de glicose devido a inibi¢do da gliconeogénese por HMG-CoA ¢ o elevado consumo de
glicose pela falta de corpos cetdnicos circulantes podem estar implicados nas alteragdes
neuroldgicas caracteristicas da doenca. Assim, a hipoglicemia associada a diminui¢ao
na sintese de corpos cetonicos faz com que o cérebro fique sem a quantidade necessaria
de substratos energéticos. Assim, uma das possiveis consequéncias da falta de energia
no cérebro ¢ a hipomielinizacdo com lesdes na substancia branca, além de outros danos
neurolégicos encontrados em pacientes afetados pela HMGA. Além disso, a
hipoglicemia pode inibir a CTE, causando deplecdo de ATP, bem como induzir a
geracdo de espécies reativas através da ativacdo de receptores glutamatérgicos por
aumento no influxo de calcio (Singh et al., 2004; Suh et al., 2007).

Por outro lado, ¢ possivel que os metabolitos acumulados em tecidos e liquidos
bioldgicos dos pacientes afetados por essas doengas sejam toxicos e responsaveis por

pelo menos parte dos sintomas apresentados, embora os mecanismos pelos quais esses
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acidos organicos possam levar aos sintomas caracteristicos dessas desordens ainda ndo
foram desvendados. E possivel, entdo, que a hipoglicemia ¢ a hipocetonemia atuem
sinergicamente com os acidos organicos potencialmente neurotdxicos que se acumulam

nesta doenga, levando ao dano cerebral.

1.1.5. Metabolismo Energético no Cérebro de Mamiferos

O cérebro possui uma intensa atividade metabolica, porém suas reservas
energéticas sdo extremamente pequenas em relagdo a sua demanda. Assim, ha
necessidade continua de substratos energéticos para o cérebro de mamiferos, sendo a
glicose o principal deles, onde, em contraste com outros tecidos, ndo necessita de
insulina para ser captada e oxidada (Dickinson, 1996). O padrio de utilizacao de glicose
varia conforme a etapa de desenvolvimento do SNC, o estado nutricional do individuo e
o destino de sua cadeia de atomos de carbono (Erecinska et al., 2004; Lieberman e
Marks, 2008). Situagdes de jejum prolongado fazem com que o SNC passe a utilizar
corpos cetonicos para a obtengdo de energia, a fim de poupar o organismo de um
catabolismo protéico exacerbado resultante da necessidade da manutengdo da glicemia
via gliconeogénese (Lieberman e Marks, 2008). A glicose captada pelo cérebro é,
também, fonte de carbono para a sintese de diversas outras biomoléculas essenciais (por
exemplo, neurotransmissores), o que reforga a idéia de que a utilizagdo de glicose nao
esta atrelada somente a produgdo de energia.

Mitocondrias de mamiferos sdo organelas intracelulares ubiquas, responsaveis
pela producdo de ATP pelo metabolismo aerdbico, mas também desempenham outras
funcdes intracelulares além da producao de ATP, tendo um papel critico no processo de

apoptose e servindo como um tampao de calcio. Tecidos com alta atividade oxidativa,
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tais como cérebro, musculos esquelético e cardiaco, apresentam altas concentragdes de
mitocondrias (Orth e Schapira, 2001).

O ciclo do 4cido citrico que ocorre nas mitocondrias € a via comum de oxidacao
dos glicidios, aminoacidos e acidos graxos. O metabolismo energético cerebral se
mostra essencialmente oxidativo, sendo a glicose o principal substrato utilizado (Clark
et al., 1993), entrando no ciclo sob a forma de acetil-CoA, que ¢ entdo oxidada
completamente a CO,. Quando ndo ha hipdxia, a fosforilagcao oxidativa é dependente da
concentragdo de ATP, ADP e fosfato inorganico (Pi) e da razdo mitocondrial de
NADH/NAD" que é determinada pela atividade da CTE e pela transferéncia de elétrons
provenientes de reacdes catalisadas por enzimas mitocondriais. A cadeia transportadora
de elétrons oxida o NADH e o FADH, e bombeia protons para o espago intermembrana
da mitocondria, formando assim um gradiente de protons que através da passagem pela

ATP-sintase, produz ATP na fosforilagdo oxidativa (Erecinska e Silver, 1994).

1.1.5.1. Fosforilacdo Oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € o processo principal da produgdo de energia celular.
Todos os passos oxidativos na degradagdo de carboidratos, gorduras e aminoacidos
convergem a esse estagio final da respiragcdo celular, em que a energia da oxidagdo,
provida pelo fluxo de elétrons através das enzimas da CTE, promove a sintese de ATP
(Nelson e Cox, 2008). A CTE, composta por quatro complexos enzimaticos (complexos
[-1V) além da ATPase (complexo V), recebe elétrons das coenzimas NADH e FADH,, e
os transfere através de uma série de reagdes de oxidagdo-reducdo até o oxigénio
molecular e simultaneamente acopla essa reacdo exergdnica a translocacdo de prétons
através da membrana mitocondrial interna (Wallace, 1999). O fluxo de prétons

(gradiente eletroquimico de protons) gerado durante o transporte de elétrons na CTE
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leva a formagdo de ATP a partir de ADP e Pi pelo complexo V (ATP sintase) (Babcock
e Wikstrom, 1992; Wallace, 1999).

Os complexos da CTE sdo formados por varias cadeias polipeptidicas associadas
a grupos transportadores de elétrons: NADH desidrogenase (complexo I), sucinato:
ubiquininona oxirredutase (complexo II), complexo citocromo b-c¢; (complexo III) e
citocromo ¢ oxidase (complexo IV), além de elementos méveis que se localizam entre
os complexos. Sao eles a coenzima Q (CoQ), um componente nao protéico lipossolavel
que carreia elétrons entre os complexos I e III, e o citocromo C, uma proteina localizada
na face externa da membrana que transfere os elétrons do complexo III para o complexo

IV (Lieberman e Marks, 2008).

1.1.5.2. Creatina Quinase

A creatina quinase (CK) consiste de um grupo de isoenzimas com um papel
central no metabolismo energético, principalmente para tecidos com alta demanda
energética, como cérebro, musculo cardiaco e esquelético, onde funciona como um
efetivo sistema de tampao e transferéncia intracelular de energia. A CK catalisa a
transfosforilagdo reversivel entre ATP e creatina a ADP e fosfocreatina [MgATP™ +
creatina <> (fosfocreatina) + MgADP™ + H'], ajudando a manter os niveis dos
substratos fosforilados. Sabe-se que durante a excitagdo nervosa e neuromuscular ocorre
um aumento de dez vezes no turnover celular de ATP, e que durante essas mudancgas
rapidas, o sistema creatina/fosfocreatina ¢ necessario tanto como um tampao energético
quanto como um sistema de transporte entre os locais de producdo e consumo de ATP
pelas ATPases para evitar grandes flutuagdes nos niveis de ATP/ADP celulares nesses
tecidos excitaveis (Bessman e Carpenter, 1985; Schnyder et al., 1991; Wallimann et al.,

1992).
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As isoformas da CK estdo localizadas em sitios de demanda e producao
energética. A isoforma citosdlica (Ci-CK) consiste de dimeros e ¢ expressa de uma
maneira tecido-especifica, isto ¢, cérebro-especifica (BB-CK), musculo esquelético-
especifica (MM-CK) e um heterodimero musculo cardiaco-especifico (MB-CK)
(O'Gorman et al., 1996; Schnyder et al., 1991; Wallimann et al., 1992). As formas
mitocondriais da CK (Mi-CK) sdo dispostas em octdmeros e sao compostas da isoforma
sarcomérica musculo-especifica Mib-CK e da forma ubiqua Mia-CK, que é encontrada
nas mitocondrias do tecido cerebral (Gross et al., 1996; Saks et al., 1985; Schlegel et
al., 1988; Wallimann et al., 1992).

Devido a sua localizagdo proxima a sitios onde se da a geracdo de energia e
transporte de ions através de membranas, o sistema CK/fosfocreatina desempenha um
papel fundamental na homeostase energética neuromuscular. Assim, ¢ presumivel que
alteracdes na fun¢do da CK levem ao desenvolvimento de varios estados patoldgicos
envolvendo o cérebro, musculo esquelético e musculo cardiaco (Aksenov et al., 2000;

Aksenov et al., 1997; Aksenova et al., 1999; David et al., 1998; Hamman et al., 1995).

1.1.5.3. Na*",K*-ATPase

A Na',K'-ATPase é uma enzima transmembrana que catalisa o transporte ativo
de sdédio e potassio através da membrana celular. Esse transporte ¢ de grande
importancia ja que mais de um ter¢co do ATP consumido ¢ utilizado para bombear tais
jons (Aperia, 2007). A Na", K"-ATPase esta presente em praticamente todas as células,
incluindo o cérebro e os musculos esquelético e cardiaco (Aperia, 2007).

A Na',K'-ATPase desempenha um papel fundamental no SNC, sendo
responsavel pela manutengdo dos gradientes i0nicos e pela propagacdo do impulso

nervoso ja que as fungdes neuronais responsdveis por geragdo, transmissdo e
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propagacdo do impulso nervoso dependem da atividade do neurdnio e esta estd
intimamente ligada aos ions e seus potenciais de agdo através da membrana (Kaplan,
2002).

Considerando a importancia da Na", K -ATPase para o funcionamento normal do
organismo ¢ do SNC, e seu papel fundamental na manuten¢ao do gradiente elétrico da
membrana celular, a inibi¢do dessa enzima tem sido associada a fisiopatologia de
diversas doengas, como a isquemia cerebral (Wyse et al., 2000), epilepsia (Grisar,
1984), desordens neurodegenerativas (Yu, 2003), crises convulsivas (Renkawek et al.,

1992) e doenca de Alzheimer (Hattori et al., 1998).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi inicialmente verificar os efeitos dos acidos
isovalérico (IVA), 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA), 3-metilglutaconico (MGT), 3-
metilglutdrico (MGA) e 3-hidroxi-3-metilglutairico (HMGA), bem como da
isovalerilglicina (IVG) sobre parametros de metabolismo energético em cortex cerebral
de ratos jovens na expectativa de melhor entender os mecanismos neurotoxicos desses
compostos acumulados nas acidemias isovalérica, 3-metilglutaconica e 3-hidroxi-3-

metilglutarica.

1.2.2. Objetivos Especificos

o Determinar os efeitos in vitro dos acidos isovalérico (IVA), 3-hidroxiisovalérico
(3-OHIVA), bem como da isovalerilglicina (IVG) sobre a produciao de CO,, bem como
sobre as atividades dos complexos da cadeia transportadora de elétrons I-IV e das
enzimas creatina quinase e Na' ,K'-ATPase em cortex cerebral de ratos de 30 dias de
vida.

. Determinar os efeitos ex vivo da administragdo intracerebroventricular do acido
isovalérico (IVA) sobre a producdo de CO,, bem como sobre as atividades dos
complexos da cadeia transportadora de elétrons I-IV e das enzimas creatina quinase e
Na',K'-ATPase em cortex cerebral de ratos de 30 dias de vida.

. Determinar os efeitos in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-
metilglutarico (MGA) sobre a producdo de CO,, bem como sobre as atividades dos
complexos da cadeia transportadora de elétrons I-IV e das enzimas creatina quinase e

Na",K'-ATPase em cortex cerebral de ratos de 30 dias de vida.
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. Determinar os efeitos in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMGA)
sobre a producdo de CO,, bem como sobre as atividades dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons I-IV e das enzimas creatina quinase ¢ Na', K'-ATPase em
cortex cerebral de ratos de 30 dias de vida.

. Determinar os efeitos ex Vivo da administra¢do intracerebroventricular do acido
3-hidroxi-3-metilglutarico (HMGA) sobre a producdo de CO,, bem como sobre as
atividades dos complexos da cadeia transportadora de elétrons I-IV e das enzimas

creatina quinase e Na',K'-ATPase em cortex cerebral de ratos de 30 dias de vida.
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SUMMARY

1. Patients affected by isovaleric acidemia (IV Acidemia) suffer from acute episodes of
encephalopathy. However, the mechanisms underlying the neuropathology of this disease
are poorly known. The objective of the present study was to investigate the in vitro effects
of the metabolites that predominantly accumulate in IV Acidemia, namely isovaleric acid
(IVA), 3-hydroxyisovaleric acid (3-OHIVA) and isovalerylglycine (IVG), on important
parameters of energy metabolism, such as '4CO, production from acetate and the activities
of the respiratory chain complexes I-1V, creatine kinase and Na*, K*-ATPase in synaptic
plasma membranes from cerebral cortex homogenates of 30-day-old rats.

2. We observed that 3-OHIVA acid and IVG did not affect all the parameters an-
alyzed. Similarly, ¥CO, production from acetate (Krebs cycle activity), the activities of
creatine kinase, and of the respiratory chain complexes was not modified by IVA. In
contrast, IVA exposition to cortical homogenates provoked a marked inhibition of Na*,
K*-ATPase activity. However, this activity was not changed when IVA was directly ex-
posed to purified synaptic plasma membranes, suggesting an indirect effect of this organic
acid on the enzyme. Furthermore, pretreatment of cortical homogenates with a-tocopherol
and creatine totally prevented IVA-induced inhibition on Na™, K*-ATPase activity from
synaptic plasma membranes, whereas glutathione (GSH) and the NO synthase inhibitor
N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) did not alter this inhibition.

3. These data indicate that peroxide radicals were probably involved in this inhibitory
effect. Since Na*, K*-ATPase is a critical enzyme for normal brain development and func-
tioning and necessary to maintain neuronal excitability, it is presumed that the inhibitory
effect of IVA on this activity may be involved in the pathophysiology of the neurological
dysfunction of isovaleric acidemic patients.

KEY WORDS: Na'; K*-ATPase; energy metabolism; isovaleric acid; isovaleric
acidemia; respiratory chain; citric acid cycle; cerebral cortex.
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INTRODUCTION

Isovaleric acidemia (IV Acidemia, MIM 243500) is an autosomal recessive inherited
metabolic disorder of leucine metabolism caused by a deficiency of isovaleryl-CoA
dehydrogenase (IVD; E.C. 1.3.99.10), a homotetrameric mitochondrial flavoenzyme
of the family of acyl-CoA dehydrogenases (Tanaka et al., 1966). IVAcidemia is
considered a severe, potentially life-threatening disorder that manifests with acute
neonatal encephalopathy with recurrent episodes of vomiting, lethargy, and coma
in about half of the affected individuals with poor feeding; tachypnea, dehydra-
tion, and varying degrees of developmental delay in the other half of the patients
(Sweetman and Williams, 2001). IVD deficiency leads to accumulation of the
isovaleyryl-CoA derivatives, i.e., isovaleric acid (IVA), 3-hydroxyisovaleric acid
(3-OHIVA) and isovalerylglycine (IVG), which are highly excreted in the urine
and detected by gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) or in plasma
and blood spots identified by MS/MS (IVG and isovalerylcarnitine). The diag-
nosis of IVA is based on clinical symptoms and the presence of high amounts
of predominantly IVG and 3-OHIVA, with some other metabolites appearing at
lower amounts in urine (Tanaka and Isselbacher, 1967; Tanaka et al., 1980). The
incidence of IVAcidemia varies from 1/62,500 live births in Germany (Schulze
et al., 2003) to 1/250,000 in the United States (Zytkovicz et al., 2001; Chase ef al.,
2003).

Despite the large number of already identified excreted metabolites, their oc-
currence does not explain the clinical symptoms of the affected patients, so that the
investigation on the role of these metabolites on the functioning and development
of the central nervous system will eventually lead to a better understanding of the
relationship between the clinical conditions and their biological abnormalities, as
well as the pathophysiology of this disorder.

Since the major metabolites accumulating in IV Acidemia are produced inside
the mitochondria, it seems appropriate to evaluate the role of these compounds
on cellular energy metabolism, which basically occurs in this organelle. Thus, the
present study was undertaken to investigate the in vitro influence of IVA, 3-OHIVA
and IVG on important parameters of energy metabolism, such as '*CO, production
from [1-'*C] acetate and the activities of the respiratory chain complexes I-IV, cre-
atine kinase and Na*t, K*-ATPase in cerebral cortex homogenates of young rats in
order to clarify the mechanisms involved in the neuropathology of IV Acidemia. The
effect of antioxidants on the inhibition caused by IVA on Na*t, K*-ATPase activity
was also investigated.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

All chemicals were purchased from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA,
except for [1-*C] acetate, which was purchased from Amersham International plc,
UK.



Nat, K*-ATPase and Isovaleric Acid 531

Animals

A total of 140 thirty-day-old Wistar rats obtained from the Central Animal
House of the Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS, were used. Rats were
kept with dams until weaning at 21 days of age. The animals had free access to water
and to a standard commercial chow and were maintained on a 12:12 h light/dark cy-
cle in an air-conditioned constant temperature (22 + 1°C) colony room. The “Prin-
ciples of Laboratory Animal Care” (NIH publication 85-23, revised 1985) were fol-
lowed in all experiments. The experimental protocol was approved by the Ethics
Committee for Animal Research of the Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, Brazil.

Cerebral Cortex Preparation

Thirty-day-old rats were sacrificed by decapitation, the brain was rapidly re-
moved and the cerebral cortex was homogenized in the specific buffer used for each
technique. For *CO, production, the cerebral cortex was homogenized (1:10, w/v)
in Krebs—Ringer bicarbonate buffer, pH 7.4. For determination of the activities of
the respiratory chain complexes II, I-I1I and IV, the cortex was homogenized (1:20,
w/v) in SETH buffer, pH 7.4 (250 mM sucrose, 2.0 mM EDTA, 10 mM Trizma base
and 50 UI mL~! heparin). The homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min,
and the supernatants were kept at — 70 °C until being used for enzyme activity de-
termination. For total creatine kinase activity determination, the cerebral cortex was
homogenized (1:1000 w/v) in isosmotic saline solution. The mitochondrial fractions
prepared according to Cassina and Radi (1996) were used for the determination
of the activities of complexes I of the respiratory chain. The period between tissue
preparation and measurement of these parameters was always less than 5 days.

The biochemical parameters were determined in the presence of various con-
centrations of IVA (0.01-5.0 mM), 3-OHIVA (0.01-1.0 mM) or IVG (0.01-1.0 mM),
whereas the control group did not contain any of these metabolites in the incubation
medium. The solutions of the organic acids and of IVG were prepared on the day
of the experiments and had their pH adjusted to 7.4. Some experiments were per-
formed in the presence of 1 mM Trolox («-tocopherol), glutathione (GSH), creatine
or the nitric oxide synthase inhibitor N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME).

Preparation of Synaptic Plasma Membrane from Rat Cerebral Cortex

Cerebral cortex was homogenized in 10 volumes of 0.32 mM sucrose solution
containing 5.0 mM HEPES and 1.0 mM EDTA. Cortical homogenates were prein-
cubated at 37°C for 1 h in the presence of 1.0-5.0 mM IVA, 1.0 mM 3-OHIVA or
1.0 mM IVG and the synaptic plasma membranes were prepared afterwards accord-
ing to the method of Jones and Matus (1974) using a discontinuous sucrose density
gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8 and 1.0 M. After centrifugation at
69,000 x g for 2 h, the fraction at the 0.8-1.0 M sucrose interface was taken as the
membrane enzyme preparation. In other experiments, synaptic membranes were
first purified from cortical homogenates and then incubated with the same doses of
these metabolites.
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14CO, Production

14CO, production was measured according to Dutra et al. (1995). Briefly, ho-
mogenates prepared in Krebs—Ringer bicarbonate buffer, pH 7.4, were added to
small flasks (11cm?) in a volume of 0.45mL. The flasks were preincubated at
35°C for 15min in the presence of 3-OHIVA (0.1-1.0mM), IVG (0.1-1.0 mM)
or IVA (0.01-5mM) in a metabolic shaker (90 oscillations min~!) with 625 uM
n-dodecyl-g-D-maltoside in order to permeate the mitochondrial membranes. Con-
trols did not contain the tested metabolites in the incubation medium. After prein-
cubation, 0.055 1.Ci [1-*C] acetate and 1.0 mM of unlabeled acetate were added to
the incubation medium. The total volume of incubation was 550 L. The flasks were
gassed with an O,/CO, (95:5) mixture and sealed with rubber stoppers and Parafilm
M. Glass center wells containing a folded 60 mm/4 mm piece of Whatman 3 filter pa-
per were hung from the stoppers. After 60 min of incubation at 35°C in a metabolic
shaker (90 oscillations min~1), 0.2 mL of 50% trichloroacetic acid was supplemented
to the medium and 0.1 mL of benzethonium hydroxide was added to the center of
the wells with needles introduced through the rubber stopper. The flasks were left
to stand for 30 min to complete *CO, trapping and then, were opened. The filter
papers were removed and added to vials containing scintillation fluid, and radioac-
tivity was counted. Results were calculated as pmol *CO, h~! mg protein~! and
expressed as the percentage of controls.

Spectrophotometric Analysis of the Respiratory Chain Complexes I-1V

The activities of succinate-2,6-dichloroindophenol (DCIP)-oxidoreductase
(complex IT) and succinate:cytochrome ¢ oxidoreductase (complex II-IIT) were de-
termined in homogenates from cerebral cortex according to Fischer et al. (1985)
and that of cytochrome c oxidase (complex 1V) according to Rustin ez al. (1994). The
methods described to measure these activities were slightly modified, as described in
detail in a previous report (da Silva et al., 2002). NADH dehydrogenase (complex I)
was measured in mitochondrial preparations from cerebral cortex. Complex I was
determined by the rate of NADH-dependent ferricyanide reduction at A = 420 nm
(e=1mM~! em~!) according to Cassina and Radi (1996). The metabolites evalu-
ated were added to the reaction medium at the beginning of the assays, while none
was added to the controls. The activities of the respiratory chain complexes were
calculated as nmol min~—! mg protein~! or mmol min—! mg protein~! and the results
were expressed as the percentage of controls.

Creatine Kinase Activity

Creatine kinase (CK) activity was measured in total homogenates according to
Hughes (1962) with slight modifications (Schuck et al., 2002). Briefly, the reaction
mixture consisted of 50 mM Tris buffer, pH 7.5, containing 7.0 mM phosphocreatine,
7.5 mM MgSOy, and 0.5-1.0 ug protein in a final volume of 0.1 mL. The metabolites
3-OHIVA (0.01-1.0 mM), IVG (0.01-1.0 mM), or IVA (0.01-5 mM) were supple-
mented to the medium and submitted to a preincubation at 37°C for 15 min. The
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reaction was then started by the addition of 4.0 mM ADP and stopped after 10 min
by the addition of 0.02 mL of 50 mM p-hydroxy-mercuribenzoic acid. The creatine
formed was estimated according to the colorimetric method of Hughes (1962). The
colour was developed by the addition of 0.1 mL of 20% «-naphtol and 0.1 mL of
20% diacetyl in a final volume of 1.0 mL and read after 20 min at A = 540 nm. Re-

sults were expressed as umol of creatine min~! mg protein~.

Nat, Kt-ATPase Activity

The reaction mixture for the Na™, K*-ATPase assay contained 5 mM MgCl,,
80mM NaCl, 20 mM KCI, 40 mM Tris—HCI buffer, pH 7.4, and purified synap-
tic membranes (approximately, 3 ug of protein) in a final volume of 200 uL.
The enzymatic assay occurred at 37°C within 5 min and started concentrating by
the addition of ATP (disodium salt, vanadium free) to a final concentration of
3 mM. The reaction was stopped by the addition of 200 L of 10% trichloroacetic
acid. The ouabain-insensitive Mg?*-ATPase was assayed under the same conditions
with the addition of 1 mM ouabain. Na*, K*-ATPase activity was calculated by
the difference between the two assays (Tsakiris and Deliconstantinos, 1984). Re-
leased inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of Chan et al. (1986).
In some experiments, 3-OHIVA (1.0 mM), IVG (1.0 mM), or IVA (1.0-5.0 mM)
were preincubated for 1 h with cortical homogenates and the synaptic membrane
prepared afterwards, whereas in others these metabolites were directly incubated
with the purified synaptic membranes. Enzyme-specific activities were expressed as
nmol Pi released min~! mg protein—! and results were expressed as the percentage
of controls.

Protein Determination

Protein was measured by the method of Lowry et al. (1951) using bovine serum
albumin as standard.

Statistical Analysis

Unless otherwise stated, the results are presented as mean + SEM. Assays were
performed in duplicate or triplicate and the mean or median was used for statis-
tical analysis. Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the posthoc Duncan multiple range test when F was significant. The
Student ¢ test for paired samples was used for the comparison of two means. Only
significant F and ¢ values are shown in the text. Differences between groups were
rated significant at P < 0.05. All analyses were carried out on an IBM-compatible
PC computer using the statistical package for the social sciences (SPSS) software.

RESULTS

First, we investigated the in vitro effect of IVA, 3-OHIVA and IVG on CO,
production from [1-'#C] acetate in cerebral cortex from 30-day-old rats in order to
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Fig. 1.  Effect of isovaleric acid (IVA) (A) 3-hydroxyisovaleric acid
(3-OHIVA) (B) and isovalerylglycine (IVG) (C) on Na*, KT-ATPase
in synaptic plasma membranes from cerebral cortex homogenates of
young rats. Values are means =+ SEM for 4-6 experiments (animals)
performed in duplicate and expressed as the percentage of controls
(899.1 + 68.9 nmol Pi released min~!). IVA, 3-OHIVA and IVG were
preincubated at 37°C for 1 h with cortical homogenates, after which the
synaptic membranes were isolated and the activity measured afterwards.
*P < 0.05, different from controls (one-way ANOVA followed by Duncan
multiple range test).
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Fig. 2. Effect of isovaleric acid (IVA, 5.0 mM) on Nat, KT-ATPase in
synaptic plasma membranes from cerebral cortex homogenates of young rats
in the presence of glutathione (GSH, 1.0 mM), N®-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME, 1.0mM) (A) or Trolox (1.0mM) and creatine (1.0mM)
(B). Cortical homogenates were coincubated at 37°C for 1h with IVA plus
GSH and L-NAME (A) or IVA plus Trolox and creatine (B), after which the
synaptic membranes were purified and the activity measured afterwards. Val-
ues are means = SEM for 4-6 experiments (animals) performed in duplicate
and expressed as the percentage of controls *P < 0.05, different from con-
trols, *P < 0.05, different from IVA (one-way ANOVA followed by Duncan
multiple range test).

evaluate whether these metabolites could affect the citric acid cycle activity. We
found that this parameter was not changed by these metabolites at concentrations
as high as 1.0 mM 3-OHIVA and IVG and 5.0 mM IVA (data not shown).

We also evaluated the effect of IVA, 3-OHIVA and IVG on the various respi-
ratory chain enzyme activities in an attempt to elucidate whether the respiratory
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chain activity could be altered by the major metabolites accumulating in IVA.
Again, no significant alteration of the various activities was observed, although a
mild inhibition of complex II and activation of complex I by IVA occurred. In ad-
dition, we verified that IVA, 3-OHIVA and IVG did not modify creatine kinase
activity from cortical homogenates (data not shown).

The next set of experiments was carried out to test the influence of IVA,
3-OHIVA and IVG on Na*, K*-ATPase activity in synaptic plasma membranes
from cortical homogenates. In these experiments, cortical homogenates were first
preincubated with the metabolites, and the synaptic plasma membranes isolated
afterwards. Figure 1A shows that 5.0 mM IVA exposition to homogenates pro-
voked a significant inhibition of Na*, K*-ATPase activity (up to 38% inhibition)
[F2,12) = 5.44; P < 0.05], in contrast to 3-OHIVA (Fig. 1B) and IVG (Fig. 1C)
which did not change this activity. Further experiments were conducted to inves-
tigate the direct effect of IVA, 3-OHIVA and IVG on Na*, K*t-ATPase activity on
purified synaptic membranes and showed that under these conditions, the metabo-
lites did not alter the enzyme activity (data not shown). Therefore, it may be pre-
sumed that IVA-induced inhibitory action on Na*, K*-ATPase activity was through
an indirect mechanism. Since Na*t, K*-ATPase activity is susceptible to free radi-
cal attack, we then tested whether the pretreatment of cortical homogenates with
1.0 mM of the antioxidants GSH, L-NAME, Trolox and creatine could affect the
inhibitory action of 5.0 mM IVA on Na', K*-ATPase activity (Fig. 2). We ob-
served that GSH and L-NAME did not alter the IVA-induced inhibitory effect
[F3.19) = 5.53; P < 0.05], suggesting that nitric oxide and oxidation of sulphydryl
residues of this enzyme were not involved in this action (Fig. 2A). In contrast,
trolox and creatine completely prevented the inhibition provoked by IVA on Na™,
K*-ATPase activity [F(3,16) = 3.69; P < 0.05], indicating that mainly peroxide radi-
cals were responsible for this inhibition probably by acting on critical groups of the
enzyme (Fig. 2B).

DISCUSSION

Patients affected by IV Acidemia, an autosomal recessive disorder, commonly
present severe neurological dysfunction. In approximately half of them, the symp-
toms begin early as an acute neonatal presentation with vomiting, lethargy, coma,
and seizures; in the other half, they begin later, with a chronic phenotype present-
ing nonspecific failure to thrive, and physical and psychomotor delay. Both the
groups are prone to develop intermittent acute episodes with metabolic acidosis and
metabolic decompensation following infectious or other physiological stress situa-
tions including fasting (Tanaka, 1990). The biochemical hallmark of this disorder is
the accumulation of IVA and their carnitine (isovalerylcarnitine) and glycine (IVG)
derivatives, as well as 3-OHIVA. The amount of free IVA during episodes of acute
decompensation can achieve several hundred times in the blood, while isovalerylcar-
nitine and IVG are the hallmark of this disorder in plasma and urine, respectively.

Although severe cerebral damage is usually seen in the affected patients,
the underlying mechanisms involved in the neuropathology of this disease are
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practically unknown. Thus, in the present study we investigated whether the main
accumulating metabolites in this disorder, i.e., IVA, 3-OHIVA, and IVG, could
compromise energy metabolism in cerebral cortex from young rats. This approach
seems valid since these metabolites are basically generated inside the mitochon-
dria, which is the organelle responsible for cellular energy production. The maximal
doses of IVA utilized in the in vitro assays were those appearing in the plasma of
isovaleric acidemic patients (up to 5 mM), whereas for 3-OHGA and IVG, which
accumulate in lower amounts, we used 1 mM concentration.

We first verified that these metabolites provoked no alteration of CO, produc-
tion from acetate and of the activities of complexes I-IV of the respiratory chain.
The data indicate that these compounds at the concentrations used did not affect
the citric acid cycle activity and the respiratory chain. Furthermore, creatine kinase
activity, a crucial enzyme activity involved in intracellular ATP transfer, was also
not modified by these substances. Taking together these observations, it can be pre-
sumed that IVA, 3-OHIVA, and IVG probably do not compromise in vitro energy
production and transfer in the cerebral cortex of rats. In contrast, Na*, K*-ATPase
activity from synaptic plasma membranes was selectively inhibited by 5.0 mM IVA
when cerebral cortex homogenates from young rats were preincubated for 1 h with
the acid and the synaptic membranes prepared afterwards. Further experiments re-
vealed that direct exposition of IVA to the purified plasma synaptic membranes did
not provoke any inhibition of Na*, KT-ATPase activity. Therefore, it may be con-
cluded that IVA acted via an indirect mechanism that ultimately provoked a reduc-
tion of Na*, K*-ATPase activity. In contrast, 3-OHIVA and IVG were not able to
inhibit this enzyme activity when exposed to cortical homogenates and to purified
synaptic membranes, indicating that TVA-induced inhibition of Nat, K*-ATPase
activity was selective.

We should emphasize that the inhibitory action of IVA on synaptic Na*t, K*-
ATPase activity could not be attributed to lack of energy, as occurs in some in vivo
situations, since the present data showed that IVA did not affect the citric acid cycle
or the respiratory chain activity and the in vitro assay used to measure this activity
was carried out with excess ATP.

Increasing evidence is emerging demonstrating that Na*, K*-ATPase is highly
vulnerable to free radical attack (Lees, 1993; Kurella et al, 1997; Yousef et al.,
2002). Thus, the next experiments were carried out to test the effect of various
antioxidants on the TVA-induced inhibition of Nat, K*-ATPase activity. Pretreat-
ment of homogenates with Trolox (a-tocopherol) totally prevented the inhibition
caused by IVA, indicating that peroxide radicals were mainly responsible for IVA
effect by acting on critical groups of the enzyme. Creatine was also able to prevent
IVA inhibition completely. In contrast, preincubation of cortical homogenates with
L-NAME and GSH did not alter the inhibition provoked by the acid, suggesting
that nitric oxide attack and modifications of sulthydryl groups of the enzyme were
not involved in the IVA inhibitory effect.

With regard to the mechanisms underlying the inhibitory effect of IVA on Na™,
K*-ATPase activity, it may be presumed that they might be, at least in part, due to
lipid peroxidation of the synaptic plasma membrane in which the enzyme is embed-
ded; since, we also demonstrated in the present study that IV A-induced inhibition
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was prevented by Trolox, which acts preferentially by removing or preventing the
formation of peroxide radicals. Also, we cannot rule out that hydroxyl radicals were
involved in the decrease of Nat, KT-ATPase activity since creatine is considered to
be a direct scavenger of reactive oxygen species, particularly hydroxyl radicals, the
most toxic in vivo free radical (Sestili et al., 2006).

There is increasing evidence suggesting that alterations in Na®™, K*-ATPase ac-
tivity may be a link between common neurotoxic mechanisms in neurons, in relation
to the possible consequences of the inhibition of Na*, K*-ATPase activity provoked
by IVA and the neural cellular function (Sweadner, 1979; Lees, 1991; Satoh and
Nakazato, 1992; Lees, 1993). Furthermore, reduction of Na*, K*-ATPase activity
in the cerebral cortex of a neonate was considered to be directly involved in its sta-
tus convulsivus and spongiform encephalopathy (Renkawek et al., 1992). Inhibition
of Na™, KT-ATPase was also associated with excitotoxicity and epilepsy (Grisar,
1984; Ben-Ari, 1985; Choi and Rothman, 1990; Cousin et al., 1995; Lees and Leong,
1995). Our present results may, therefore, be implicated in the brain injury and es-
pecially, in the encephalopathic crises that occur in patients affected by IV Acidemia
following infections or other stress situations characterized by catabolism, since the
plasma levels of IVA during these acute episodes reach 5.0 mM, which is similar to
those found to significantly reduce Nat, K*-ATPase activity (Tanaka et al., 1966;
Tanaka and Isselbacher, 1967; Tanaka, 1990; Sweetman and Williams, 2001).

In conclusion, the present study demonstrated for the first time that IVA, the
major metabolite accumulating in [V Acidemia, inhibits a crucial enzyme, which is
responsible for maintaining the basal potential membrane necessary for a normal
neurotransmission. In case our in vitro results could be extrapolated to the hu-
man condition, it is feasible that inhibition of Nat, K*-ATPase activity might con-
tribute, at least in part, to the encephalopathy of IV Acidemic patients, especially
during crises when the concentrations of these toxic metabolites dramatically in-
crease (Tanaka et al., 1966; Tanaka and Isselbacher, 1967; Tanaka, 1990; Sweetman
and Williams, 2001).
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ABSTRACT

Isovaleric acidemia (IVAcidemia) is an inborn error of metabolism due to deficiency of
isovaleryl-CoA dehydrogenase activity, leading to predominant accumulation of isovaleric
acid (IVA). Patients affected by IVAcidemia suffer from acute episodes of encephalopathy,
whose underlying mechanisms are poorly known. In the present study we investigated
whether an intracerebroventricular injection of IVA could compromise energy metabolism
in cerebral cortex of young rats. IVA administration significantly inhibited **CO, production
from acetate (22%) and citrate synthase activity (20%) in cerebral cortex homogenates
prepared 24 h after injection. However, no alterations of these parameters were observed 2 h
after injection. In contrast, no significant differences were found in the activities of
succinate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, electron transfer chain complexes or
creatine kinase in rats sacrificed 2 or 24 h after IVA administration. Moreover, IVA injection
significantly inhibited Na*,K*-ATPase activity (25%) in cerebral cortex of rats 2 or 24 h after
IVA administration, while pre-treatment of rats with creatine completely prevented the
inhibitory effects of IVA on Na"K'-ATPase. In conclusion, in vivo administration of IVA
inhibits the citric acid cycle probably through the enzyme citrate synthase, as well as Na*,K*-
ATPase, a crucial enzyme responsible for maintaining the basal potential membrane
necessary for a normal neurotransmission. It is presumed that inhibition of these activities
may be involved in the pathophysiology of the neurological dysfunction of isovaleric
academic patients. The present findings are of particular interest because treatment with
creatine supplementation may represent a potential novel adjuvant therapeutic strategy in
IVAcidemia.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Isovaleric acidemia (IVAcidemia, MIM 243500) is an autosomal
recessive inherited metabolic disorder of leucine metabolism
caused by a deficiency of isovaleryl-CoA dehydrogenase (IVD;
E.C. 1.3.99.10), a homotetrameric mitochondrial flavoenzyme
of the family of acyl-CoA dehydrogenases (Tanaka et al., 1966).
IVD catalyses the conversion of isovaleryl-CoA to 3-methyl-
crotonyl-CoA, and its deficiency leads to accumulation of the
isovaleryl-CoA derivatives isovaleric acid (IVA) and their
carnitine (isovalerylcarnitine) and glycine (isovalerylglycine,
IVG) derivatives, as well as 3-hydroxyisovaleric acid (3-
OHIVA). The amount of free IVA during episodes of acute
decompensation can achieve several hundred times the
normal values (up to 5 mM) (Sweetman and Williams, 2001)
in the blood, while isovalerylcarnitine and IVG are the
hallmark of this disorder in plasma and urine, respectively.
IVAcidemia is considered a severe, potentially life-threatening
disorder that manifests with acute neonatal encephalopathy
with recurrent episodes of vomiting, lethargy, coma in about
half of the affected individuals, and with poor feeding,
tachypnea, dehydration and varying degrees of developmen-
tal delay in the other half of the patients (Lee et al., 2007; Lin
et al., 2007; Sweetman and Williams, 2001). Neuropathological
abnormalities include alterations in the globi pallidi and
corticospinal tracts of the mesencephalon on MRI (Sogut
et al., 2004), as well as diffuse cerebral edema, massive
cerebellar hemorrhage, upward transtentorial herniation,
and focal degeneration of clusters of glial cells in white and
gray matter (Fischer et al., 1981).

The incidence of IVAcidemia varies from 1/62,500 live
births in Germany (Schulze et al., 2003) to 1/250,000 in the
United States (Chace et al., 2003; Zytkovicz et al., 2001). The
diagnosis of IVAcidemia is based on the presence of high
amounts of predominantly IVG and 3-OHIVA in urine, with
other metabolites appearing at lower amounts (Tanaka and
Isselbacher, 1967; Tanaka et al., 1980).

Despite the large number of accumulating and excreted
metabolites in this disorder, their occurrence do not explain
the clinical symptoms of the affected patients, so that
investigation on the role of these metabolites on the central
nervous system (CNS) function and development will even-
tually lead to a better understanding of the relationship
between the clinical conditions and their biochemical
abnormalities, as well as the pathophysiology of the cerebral
damage in this disorder. Furthermore, although neurological
alterations are pronounced in IVAcidemia, the exact mechan-
isms of brain damage in this disease are poorly understood. It
was recently reported that IVG, but not IVA, induces oxidative
stress in cerebral cortex of rats (Solano et al., 2008). Further-
more, we previously described that in vitro exposure of cortical
homogenates to IVA provoked a significant reduction of Na*,
K*-ATPase activity (Ribeiro et al., 2007).

Since IVA is the major accumulating metabolite in IVAci-
demia and is produced inside the mitochondria, it seems
appropriate to evaluate its role on cellular energy metabolism,
which basically occurs in this organelle. Thus, the present
study was undertaken to investigate the influence of in vivo
intracerebroventricular (icv) administration of IVA to rats on

important parameters of energy production, transfer and
utilization in order to clarify the mechanisms involved in the
neuropathology of IVAcidemia. We evaluated the activity of
the citric acid cycle (by measuring **CO, production from
[1-'*C]acetate and the activities of citrate synthase, isocitrate
dehydrogenase and succinate dehydrogenase), as well as the
activities of the electron transfer chain complexes I-1V,
creatine kinase and Na'K"-ATPase and respiratory para-
meters in cerebral cortex of young rats at distinct periods
after IVA injection. We also examined the role of creatine on
the bioenergetic alterations caused by IVA to clarify the
involved mechanisms of its effects.

2. Results

We first examined the influence of IVA treatment on citric
acid cycle (CAC) rate by measuring **CO, production from
[1-*C]acetate in total homogenates prepared from cerebral
cortex of rats that received IVA or NaCl 2 or 24 h after
injection. **CO, production from acetate was significantly
reduced by about 22% in cerebral cortex of IVA-injected
animals sacrificed 24 h after IVA administration (P<0.01).
However, no differences in *CO, formation were found 2 h
after IVA injection (Fig. 1).

The activities of some CAC enzymes were determined in
cerebral cortex homogenates prepared 2 or 24 h after IVA or
Nacl injection to clarify the reduction of CAC functioning.
The activity of citrate synthase (CS) remained unmodified in
cerebral cortex of IVA-injected rats sacrificed 2 h after IVA
administration but was significantly reduced (up to 20%,
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Fig. 1 - **CO, production from [1-'*C]acetate in cerebral
cortex obtained at different periods (2-24 h) after icv
administration of 5 pmol isovaleric acid (IVA) or NaCl.
Animals received NaCl or IVA into each the lateral ventricule
as described in Experimental procedures. Data are
represented as mean = SEM for 4-5 independent experiments
performed in triplicate and are expressed as pmol oxidized
acetate/h/mg protein. **P<0.01 compared to NaCl (Student’s
t test for unpaired samples).
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Table 1 - Activities of citric acid cycle enzymes, complexes I-III, II, II-III and IV of the electron transfer chain and creatine

kinase in cerebral cortex homogenates of rats at different times after isovaleric acid (IVA) or NaCl icv administration

Activities 2h 24h
NacCl IVA NacCl IVA

Citrate synthase 150+8.40 (n=4) 161+13.8 (n=5) 161+9.02 (n=9) 130+7.45 (n=8)*
Isocitrate dehydrogenase 12.9+1.53 (n=4) 14.2+1.72 (n=4) 11.5+0.08 (n=3) 11.4+0.49 (n=3)
Succinate dehydrogenase 9.88+0.34 (n=6) 9.31+0.39 (n=5) 11.7+0.31 (n=8) 10.5+0.44 (n=7)
Complex I-II 7.04+0.61 (n=4) 7.54+1.15 (n=5) 7.98+0.42 (n=4) 7.86+0.46 (n=4)
Complex II 3.82+0.19 (n=6) 3.15+0.43 (n=5) 5.34+0.49 (n=8) 5.07+0.36 (n=7)
Complex II-III 27.2+1.57 (n=6) 26.4+1.44 (n=5) 28.6+1.09 (n=5) 25.8+0.72 (n=4)
Complex IV 123£7.45 (n=6) 126+2.35 (n=5) 111£10.1 (n=5) 104+9.52 (n=4)
Creatine kinase 2.50+0.12 (n=6) 2.73+0.29 (n=5 2.54+0.14 (n=5) 2.83+0.11 (n=4)

Values represent mean + SEM for four to nine independent experiments (animals) per group performed in duplicate and are expressed as nmol/
min/mg protein for citrate synthase, succinate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, complexes I-II, II, II-III and IV and as pmol creatine/
min/mg protein for creatine kinase. Two microliters of a 2.5 M IVA or NaCl solution was injected in each lateral ventricule.

# P<0.05, different from NaCl (Student’s t test for unpaired samples).

P<0.05) in cerebral cortex of rats sacrificed 24 h after IVA icv
injection. In contrast, no significant differences were found in
the activities of succinate dehydrogenase (SDH) and isocitrate
dehydrogenase (IDH) in rats sacrificed 2 or 24 h after IVA icv
administration relatively to controls. These data suggest that
the reduction of **CO, synthesis found in cerebral cortex of
IVA-treated rats could be explained by the reduction of CS
activity (Table 1). It can be also seen in the table that the
activities of the electron transfer chain (ETC) complexes and
total creatine kinase activity (CK), a key enzyme involved in
high energy phosphate transfer, were not changed in cerebral
cortex homogenates from rats sacrificed 2 or 24 h after IVA
icv administration, as compared to NaCl-injected animals.

In order to assess the overall consequences of CS inhibitory
effect elicited by IVA icv administration on mitochondrial
respiration we also investigated whether the respiratory state
4, state 3 (ADP-stimulated respiration) and respiratory control
ratio parameters were altered in cerebral cortex of rats 24 h
after IVA administration. Table 2 shows that the respiration
states 4 and 3 and the RCR values were not modified by IVA icv
injection when mitochondria was stimulated with pyruvate/
malate (NAD-linked substrates).

Table 2 - Effect of isovaleric acid (IVA) icv injection on
oxygen consumption in ADP-stimulated (state 3), non-

ADP-stimulated (state 4) and on the respiratory control
ratio (RCR) in rat brain mitochondria supported by
pyruvate/malate

24 h
NaCl IVA
State 3 76.2+0.70 81.7+2.45
State 4 4.05+0.05 4.36+0.34
RCR 19.6+0.23 19.18+2.00

Values are means+SEM for three to four independent experiments
(animals). States 3 and 4 of mitochondrial respiration are expressed
as nmol O, min~' mg of protein". No difference between groups was
found (Student’s t test for unpaired samples).

The next set of experiments was carried out to test the
influence of IVA icv administration on Na*,K*-ATPase activity
in synaptic plasma membranes from cerebral cortex of rats
sacrificed 2 or 24 h after IVA or NaCl administration. Fig. 2
shows that IVA icv injection provoked a significant inhibition
of Na*,K"-ATPase activity (up to 25% inhibition, P<0.01) in
cerebral cortex of rats sacrificed 2 h after IVA administration
and that this activity remains reduced by 25% in rats sacrificed
24 h after IVA administration (P<0.01).

Considering our previous in vitro results indicating that
creatine was able to totally prevent the inhibitory effect
elicited by IVA on Na*,K*-ATPase from cerebral cortex (Ribeiro
et al., 2007), the effect of i.p. creatine (50 mg/kg) or saline (0.9%
NaCl) pre-treatment for 7 days, twice a day, on the inhibitory
Na*"K"-ATPase properties of IVA was examined 24 h after
injection. As shown in Fig. 3, creatine pre-treatment fully
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Fig. 2 - Effect of intracerebroventricular administration of

5 pmol isovaleric acid (IVA) on Na*,K*-ATPase activity from
synaptic plasma membranes from rat cerebral cortex at2 h
and 24 h after injection. Data are expressed as mean + SEM for
5-6 independent experiments (animals) performed in
duplicate. **P<0.01 compared to rats that received icv NaCl
injection (Student’s t test for unpaired samples).
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Fig. 3 - Effects of creatine (50 mg/kg) on the inhibition of Na+,
K+-ATpase caused by IVA icv injection. Animals were treated
with saline or creatine i.p. for 7 days, twice a day, before
isovaleric acid (IVA) injection and sacrificed 24 h later. Data
are represented as mean+SEM for 4-5 independent
experiments (animals) performed in duplicate and are
expressed as nmol Pi/min/mg protein.”P<0.05 compared to
rats pre-treated with saline and treated with NaCl; “P<0.05,
compared to rats pre-treated with saline and treated with IVA
(ANOVA followed by Duncan’s multiple range test).

prevented the inhibitory effects of IVA on Na*,K*-ATPase. This
conclusion is based on the fact that creatine per se did not
stimulate Na*,K*-ATPase activity.

3. Discussion

Patients affected by IVAcidemia, an autosomal recessive
disorder, commonly present severe neurological dysfunction.
They develop intermittent encephalopathic acute episodes
with metabolic acidosis following infectious or other physio-
logical catabolic stress situations (Sweetman and Williams,
2001; Tanaka, 1990; Vockley and Ensenauer, 2006). The
biochemical hallmark of this disorder is the accumulation of
IVA and their carnitine and glycine derivatives, as well as 3-
OHIVA. The amount of free IVA during episodes of acute
decompensation can achieve several hundred times the
normal values in the blood, while isovalerylcarnitine and
IVG are the biochemical hallmark of this disorder in plasma
and urine, respectively.

Although severe cerebral damage characterized by marked
lesions in globi pallidi and corticospinal tracts are seen in the
affected patients, the underlying mechanisms involved in the
neuropathology of this disorder are poorly known. Thus, in the
present study we investigated whether the icv injection of IVA,
the major accumulating metabolite in IVAcidemia, could
compromise energy metabolism in cerebral cortex of young
rats. This approach seems valid since this metabolite is
basically generated inside the mitochondria, which is the
organelle responsible for cellular energy production.

We first examined the overall activity of CAC cycle by
measuring the production of *CO, from acetate. We found

that icv IVA administration did not alter this parameter in
rats sacrificed 2 h after icv injection. However, 24 h after icv
IVA administration '*CO, production was significantly
reduced (up to 25%) compared to rats that received NaCl.
This reduction could be due to a blockage of the ETC or
because of inhibition of one or more enzymes of the CAC. In
this context, we observed that the activities of the complexes
of ETC in cerebral cortex homogenates from rats sacrificed 2
or 24 h after icv administration were not altered by IVA.
Further experiments revealed that the activity of CS was
significantly reduced (up to 20%) in rats that received icv IVA
administration compared to those that received NaCl
(Table 1). It should be emphasized that the reduction of CS
activity elicited by IVA was not due to reduction of
mitochondrial content or viability since the activities of the
ETC complexes and other CAC enzymes (SDH and IDH) were
not influenced by IVA icv administration. It is therefore
conceivable that the IVA-induced inhibitory effect on CS
activity could possibly explain the reduction of *CO,
production elicited by icv IVA injection, indicating that IVA
compromises the metabolite flux through the CAC cycle.

We also observed that IVA did not modify the respiratory
parameters state 3, state 4 and the RCR in mitochondrial
preparations obtained after icv IVA injection. These results
suggest that IVA action on brain energy production is not
strong enough to change mitochondrial oxygen consumption.
Furthermore, CK activity was also not changed by IVA
administration, implying that this organic acid does not
interfere with energy transfer.

Considering our previous in vitro results indicating that
IVA inhibits Na*,K"-ATPase activity in vitro (Ribeiro et al,,
2007), and that inhibition of this activity is found in various
neuropathological conditions, including cerebral ischemia
(Wyse et al., 2000), epilepsy (Grisar, 1984), neurodegenerative
disorders (Yu, 2003) and in secondary spinal cord edema
(Yang and Piao, 2003), the next step of this study was to
investigate the effects of IVA icv administration on Na*K*-
ATPase activity from synaptic plasma membranes isolated
from cerebral cortex of rats. We found that IVA significantly
inhibited this activity up to 25% in animals sacrificed 2 or 24 h
after IVA administration, reinforcing the view that IVA
indeed inhibits this important enzyme activity in the brain.
Na*,K*-ATPase is a crucial enzyme responsible for the
generation of the membrane potential, through the active
transport of sodium and potassium ions in the CNS,
necessary to maintain neuronal excitability and cellular
volume control. It is present at high concentrations in the
brain cellular membrane, consuming about 40-50% of the
ATP generated in this tissue, and is highly responsive to
changes in membrane fluidity (Erecinska and Silver, 1994;
Erecinska et al., 2004; Wheeler et al., 1975). Maintenance of
Na*,K*-ATPase activity is critical for normal brain function,
and reduction of its activity is related to selective neuronal
damage in the rat and human brain (Cousin et al., 1995; Lees
et al,, 1990; Lees, 1993; Lees and Leong, 1995). Relatively to the
possible consequences of the inhibition of Na*,K"-ATPase
activity provoked by IVA to neural cellular function, there is
increasing evidence suggesting that alterations in Na*K*-
ATPase activity may be a link between common neurotoxic
mechanisms in neurons (Lees, 1991; Lees, 1993; Satoh and
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Nakazato, 1992; Sweadner, 1979). Furthermore, reduction of
Na*,K*-ATPase activity in the cerebral cortex of a neonate was
considered to be directly involved in its status convulsivus
and spongiform encephalopathy (Renkawek et al., 1992) and
inhibition of Na*K*-ATPase has also been associated with
excitotoxicity and epilepsy (Benari, 1985; Choi and Rothman,
1990; Cousin et al., 1995; Grisar, 1984; Lees and Leong, 1995).
Our present results may therefore be implicated in the brain
injury and especially in the encephalopathic crises that occur
in patients affected by IVAcidemia following infections or
other stress situations characterized by catabolism, when
plasma levels of IVA during these acute episodes are highly
increased (Sweetman and Williams, 2001; Tanaka et al., 1966;
Tanaka and Isselbacher, 1967; Tanaka, 1990).

Considering that previous studies showing neuroprotective
effects of creatine supplementation against energy deficit
toxicity in vivo (Brustovetsky et al., 2001; Matthews et al., 1998;
Ribeiro et al., 2006), we also evaluated whether creatine
preadministration could change the IVA-induced inhibition
of Na*,K*-ATPase activity. We found that pre-treatment with
creatine completely abolished the inhibitory effect induced by
IVA on Na*K*-ATPase. This effect cannot be attributed to a
stimulation of brain Na*,K*-ATPase activity by creatine, since
this compound did not increase this activity per se.

As regards to the mechanism of these effects, increasing
evidence is emerging demonstrating that Na*,K*-ATPase is
highly vulnerable to free radical attack (Kurella et al., 1997,
Lees, 1993; Yousef et al., 2002). Moreover, creatine supple-
mentation was demonstrated to have antioxidant properties
via a mechanism involving a direct scavenging of reactive
oxygen species (Sestili et al., 2006). Alternatively, creatine may
reduce the production of generated reactive oxygen species
through its stimulatory effects on mitochondrial respiration
(Kay et al., 2000) that allows for efficient recycling of ADP
inside mitochondria by CK, leading to tight coupling of
mitochondrial respiration (Meyer et al., 2006). Other mechan-
isms of creatine-mediated neuroprotection include enhanced
energy storage and the stabilization of the mitochondrial
permeability transition pore by an octomeric conformation of
CK (O’Gorman et al., 1997; Wyss and Kaddurah-Daouk, 2000).
Thus, it is therefore believed that creatine improves the
overall bioenergetic status of the cell, making it more resistant
to injury (Zhu et al., 2004). One or more of these mechanisms
might be involved in the prevention of IVA-induced inhibition
of Na*,K*-ATPase activity observed for creatine in the present
investigation.

In conclusion, the present study demonstrated that in vivo
administration of the major metabolite accumulating in
IVAcidemia, IVA, inhibits the citric acid cycle probably through
the enzyme citrate synthase and also a crucial enzyme (Na*,
K*-ATPase) responsible for maintaining the basal potential
membrane necessary for a normal neurotransmission. It is
feasible that inhibition of these activities might contribute, at
least in part, to the encephalopathy of IVAcidemic patients,
especially during crises when the concentrations of this toxic
metabolite dramatically increase (Sweetman and Williams,
2001; Tanaka et al., 1966; Tanaka and Isselbacher, 1967,
Tanaka, 1990). Since creatine administration is well tolerated
by newborns (Bohnhorst et al., 2004), the present findings are
of particular interest because treatment with creatine supple-

mentation may represent a potential novel adjuvant ther-
apeutic strategy in [VAcidemia.

4. Experimental procedures
4.1.  Animals and reagents

A total of 90 30-day-old Wistar rats obtained from the Central
Animal House of the Departmento de Bioquimica, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil, were used in the in vivo
studies. The animals were maintained on a 12:12 h light/dark
cycle in an air-conditioned constant temperature (22 °C+1 °C)
colony room, with food and water ad libitum. All reagents used
were of analytical grade and purchased from Sigma Co. (St
Louis, MO, USA).

4.2, Isovaleric acid administration

The rats were deeply anesthetized with ketamine plus xilazine
(75 and 10 mg/kg i.p., respectively) and placed in a stereotaxic
apparatus. Two small holes were drilled in the skull for
microinjection, and 2 pL of a 2.5 M isovaleric acid solution (pH
7.4 adjusted with NaOH) or NaCl (controls) at the same volume
and concentration, was slowly injected bilaterally over 4 min
into the lateral ventricules via needles connected by a
polyethylene tube to a 10 pL Hamilton syringe. The needles
(one in each ventricule) were left in place for another 1 min
before being softly removed. The coordinates for injections
were as follows: 0.6 mm posterior to bregma, 1.0 mm lateral to
midline and 3.2 mm ventral from dura (Paxinos and Watson,
1986). The correct position of the needle was tested by
injecting 0.5 pL of methylene blue injection (4% in saline
solution) and carrying out histological analysis. The experi-
mental protocol was approved by the Ethics Committee for
animal research of the Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, Brazil and followed the NIH Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH publication 85-23, revised
1985). All efforts were made to minimize the number of
animals used and their suffering. The effect of creatine
administration on IVA-induced energetic dysfunction was
also evaluated by preinjecting the animals with creatine
(50 mg/kg, i.p.) or NaCl (0.9%, 10 mL/kg, i.p.) for 5 days, two
injections per day (Vasques et al.,, 2006), after which the
animals received the icv injection of IVA.

4.3. Cerebral cortex preparation

Animals were sacrificed by decapitation 2 or 24 h after icv
injection of either IVA or NaCl. The brain was rapidly removed
and the cerebral cortex was homogenized in the specific buffer
used for each technique. For *CO, production, the cerebral
cortex was homogenized (1:10, w/v) in Krebs-Ringer bicarbo-
nate buffer, pH 7.4. For the determination of the activities of
the electron transfer chain complexes I-111, II, II-III and IV, as
well as creatine kinase and the citric acid cycle enzyme
activities, the cortex was homogenized (1:20, w/v) in SETH
buffer, pH 7.4 (250 mM sucrose, 2.0 mM EDTA, 10 mM Trizma
base and 50 UI mL~! heparin). The homogenates were
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centrifuged at 800 xg for 10 min and the supernatants were
kept at =70 °C until being used for enzyme activity determina-
tion. The period between tissue preparation and measure-
ment of these parameters was always less than 5 days.

Mitochondrial fractions used for the determination of
oxygen consumption were prepared according to Rosenthal
et al. (1987) with slight modifications. Animals were sacrificed
by decapitation, had their brains rapidly removed, the cerebral
cortex isolated and put into ice-cold isolation buffer contain-
ing 225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 1 mM EGTA, 0.1% bovine
serum albumin (BSA,; free fatty acid), 10 mM HEPES pH 7.2 and
5 mg protease. The tissue was cut into small pieces using
surgical scissors, extensively washed and then manually
homogenized in a Dounce homogenizer using both a loose-
fitting and a tight-fitting pestle. The homogenate was
centrifuged for 3 min at 2000 xg. After centrifugation, the
supernatant was again centrifuged for 8 min at 12,000 xg. The
pellet was resuspended in 20 mL of isolation buffer containing
10 pL of 10% digitonin and recentrifuged for 8 min at 12,000 xg.
The supernatant was discarded and the final pellet was gently
washed and resuspended in isolation buffer devoid of EGTA, at
an approximate protein concentration of 15-20 mg/mL. This
preparation results in a mixture of synaptosomal and non-
synaptosomal mitochondria similar to the brain composition.

For isolation of synaptic plasma membranes cerebral
cortex was homogenized in 10 volumes of 0.32 mM sucrose
solution containing 5.0 mM HEPES and 1.0 mM EDTA and the
synaptic plasma membranes were prepared afterwards
according to the method of Jones and Matus (1974) using a
discontinuous sucrose density gradient consisting of succes-
sive layers of 0.3, 0.8 and 1.0 M. After centrifugation at
69,000 xg for 2 h, the fraction at the 0.8-1.0 M sucrose interface
was taken as the membrane enzyme preparation.

4.4.  CO, production from [1-*C]acetate

For CO, production, cerebral cortex homogenates containing
1.5-2 mg protein were added to small flasks (11 cm®), which
were pre-incubated in a metabolic shaker at 37 °C for 15 min.
After pre-incubation, 0.1 uCi [1-'*C]-acetate and 25 uL of a
20 mM unlabeled acetate solution (1.0 mM of unlabeled
acetate) were added to the incubation medium in a final
incubation volume of 500 pL. The flasks were gassed with a O,:
CO, (95:5) mixture and sealed with rubber stoppers and
Parafilm M. Glass center wells containing a folded 65 mm/
5 mm piece of Whatman 3 filter paper were hung from the
stoppers. After 60 min of incubation at 37 °C, 0.1 mL of 50%
trichloroacetic acid was added to the medium and 0.1 mL of
benzethonium hydroxide was added to the center wells with
needles introduced through the rubber stopper. The flasks
were left to stand for 30 min to complete **CO, trapping and
then opened. The filter papers were removed and added to
vials containing scintillation fluid, and radioactivity was
measured (Dutra-Filho et al., 1995). Results correspond to
pmol acetate oxidized/h/mg protein.

4.5. Electron transfer chain complexes activities

Mitochondrial respiratory chain enzyme activities (complexes
I-111, 11, II-IIT and IV) were measured in cortical supernatants

with a protein concentration varying from 1.5-4.0 mg protein/
mL. The activity of NADH:cytochrome c¢ oxidoreductase
(complex I-1II) was assessed as described by Schapira et al.
(1990). The activities of succinate: DCIP-oxidoreductase (com-
plex II) and succinate:cytochrome c oxidoreductase (complex
[I-I1I) were determined according to the method of Fischer
et al. (1985) and that of cytochrome c oxidase (complex IV)
according to Rustin et al. (1994). The methods described to
measure these activities were slightly modified, as described
in details in previous reports (da Silva et al., 2002). The
activities of the respiratory chain complexes were expressed
as nmol/min/mg protein.

4.6. Creatine kinase (CK) activity determination

CK activity was measured in cerebral cortex supernatants in a
reaction mixture consisting of 60 mM Tris-HCI, pH 7.5, contain-
ing 7 mM phosphocreatine, 9 mM MgSO,4, 0.625 mM lauryl
maltoside and approximately 0.4-1.2 pg protein in a final
volume of 100 pL. After 10 min of pre-incubation at 37 °C, the
reaction was started by the addition of 0.3 pmol ADP. The
reaction was stopped after 10 min by the addition of 1 umol of p-
hydroxymercuribenzoic acid. The creatine formed was esti-
mated according to the colorimetric method of Hughes (1962)
with slight modifications as described previously (da Silva et al.,
2004). The color was developed by the addition of 100 uL 2% a-
naphtol and 100 pL 0.05% diacetyl in a final volume of 1 mL and
read spectrophotometrically at 540 nm after 20 min. Results
were expressed as pmol creatine/min/mg protein.

4.7.  Citric acid cycle (CAC) enzyme activities

The activity of succinate: phenazine oxireductase (soluble
succinate dehydrogenase, SDH) was determined as described
by Sorensen and Mahler (1982), whereas the activities of NAD-
specific isocitrate dehydrogenase (isocitric acid dehydrogen-
ase, ICDH) and citrate synthase (CS) were accessed by the
methods of Plaut (1969) and Shepherd and Garland (1969),
respectively. SDH, ICDH and CS activities were measured in
cortical homogenates and were calculated as nmol/min/mg
protein.

4.8. Oxygen consumption

The rate of oxygen consumption was measured polarographi-
cally using a Clark-type electrode in a thermostatically
controlled (37 °C) and magnetically stirred incubation cham-
ber of 1.0 mL capacity. The assay was performed in mitochon-
drial preparations (0.75 mg/mL protein) incubated in a buffer
containing 0.3 M sucrose, 5 mM MOPS, 5 mM potassium
phosphate, 1 mM EGTA and 0.1% BSA, in the presence of
pyruvate/malate (2.5 mM each) as substrates. State 3 mito-
chondrial respiration was measured after addition of 1 mM
ADP to the incubation medium. In order to measure state 4
mitochondrial respiration, 1 pM oligomycin A was added to
the incubation medium. The respiratory control ratio (RCR;
state 3/state 4) was then calculated. States 3 and 4 were
expressed as nmol O, consumed/min/mg of protein. Only
mitochondrial preparations with RCR higher than 4 were used
in the experiments.
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4.9. Na*,K*-ATPase activity

The reaction mixture for the Na*,K*-ATPase assay contained
5 mM MgCl,, 80 mM Nacl, 20 mM KCl, 40 mM Tris-HCl buffer,
PH 7.4, and purified synaptic membranes (approximately 3 nug
of protein) in a final volume of 200 uL. The enzymatic assay
occurred at 37 °C during 5 min and started by the addition of
ATP (disodium salt, vanadium free) to a final concentration of
3 mM. The reaction was stopped by the addition of 200 pL of
10% trichloroacetic acid. Mg®*-ATPase ouabain-insensitive
was assayed under the same conditions with the addition
of 1 mM ouabain. Na"K*'-ATPase activity was calculated
by the difference between the two assays (Tsakiris and
Deliconstantinos, 1984). Released inorganic phosphate (Pi)
was measured by the method of Chan et al. (1986). Enzyme-
specific activities were expressed as nmol Pi released/min/mg
protein.

4.10. Protein determination

Protein content was measured by the method of Lowry et al.
(1951), using bovine serum albumin as standard.

4.11.  Statistical analysis

Data were expressed as means+SEM for absolute values or
percentage of control. Assays were performed in duplicate or
triplicate and the mean or median was used for statistical
analysis. Results were assessed with a computerized statis-
tical program (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS)
on an IBM-compatible PC. Comparisons between mean values
were calculated using the unpaired Student’s t tests. Differ-
ences between the groups were considered statistically
significant when P<0.05.
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Capitulo I11.

Efeitos in vitro dos compostos acumulados na acidemia 3-
metilglutacénica sobre alguns parametros do metabolismo energético

em cortex cerebral de ratos jovens
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111.1. Introducéo

A acidemia 3-metilglutaconica (MGTA) compreende um grupo de desordens
metabolicas caracterizadas pela excre¢do urindria aumentada dos 4acidos 3-
metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico (MGA). Cinco formas distintas da MGTA ja
foram descritas. A MGTA tipo I, causada pela deficiéncia da atividade da enzima 3-
metilglutaconil-CoA hidratase, ¢ um erro inato do catabolismo da leucina e se diferencia
dos outros tipos pela excre¢do aumentada também de acido 3-hidroxiisovalérico (3-
OHIVA). As caracteristicas clinicas da MGTA tipo I sdo varidveis e nao-especificas,
com sintomas minimos € severos, incluindo atraso na fala e no desenvolvimento da
linguagem, com hipoglicemia e acidose metabdlica (Sweetman e Williams, 2001).
Retardo psicomotor, microcefalia e deterioragdo neuroldgica progressiva, com
quadriplegia espastica, convulsdes e distonia também foram descritos em varios
pacientes (Arn e Funanage, 2006; Di Rosa et al., 2006; 1Jlst et al., 2002; Shoji et al.,
1999). Além disso, tecidos com grande demanda energética, como SNC e musculos
esquelético e cardiaco, sdo predominantemente afetados.

A sindrome de Barth (MGTA tipo II) ¢ uma doenga ligada ao cromossomo X,
caracterizada por cardiomiopatia dilatada, neutropenia e miopatia esquelética (Barth et
al., 2004), possivelmente relacionada a reducdo no metabolismo da cardiolipina devida
a mutacdes no gene tazafina (Bione et al., 1996). A MGTA tipo III ¢ uma sindrome
autossoOmica recessiva com atrofia Optica bilateral infantil e defeitos neurologicos
causados pela mutagdo no gene OPA3 (Anikster et al., 2001; Arn ¢ Funanage, 2006).
Além dessas formas definidas de MGTA, a MGTA tipo IV ou ndo-classificada ¢
composta por um grupo muito heterogéneo de sintomas, incluindo retardo mental e
psicomotor, espasticidade, hipertonia, hipotonia, convulsdes, atrofia Optica, surdez,

cardiomiopatia e disfun¢do hepatica. Os pacientes apresentam elevacdo nas
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concentragdes de acido latico e intermediarios do ciclo de Krebs, bem como defeitos na
cadeia de transporte de elétrons (Besley et al., 1995; Ibel et al., 1993; Ruesch et al.,
1996), tais como diminuic¢ao das atividades dos complexos I, II, III, IV e V (Gibson et
al., 1993; Gunay-Aygun, 2005; Sperl et al., 2006; Sweetman e Williams, 2001;
Wortmann et al., 2006), sugerindo disfungdo mitocondrial. O MGT ¢ o MGA se
encontram predominantemente acumulados na MGTA tipo IV. Por outro lado, a
deficiéncia enzimatica que leva a essa condi¢do ndo ¢ conhecida.

Apesar dos pacientes afetados pela MGTA apresentarem principalmente
sintomas neuroldgicos, os mecanismos envolvidos no dano cerebral nessa doenca ainda
ndo estdo bem estabelecidos. Neste contexto, resultados recentes demonstraram que o
MGT, MGA e 3-OHIVA induzem a produgdo de espécies ativas (Leipnitz et al., 2008a;
Leipnitz et al., 2009). Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos in
vitro do MGT e MGA sobre alguns parametros do metabolismo energético em cortex

cerebral de ratos jovens.

I11.2. Material e Métodos
[11.2.1. Reagentes

Todos os reagentes foram obtidos da SigmaChemical Co., St. Louis, MO, USA,
a excecdo da [U-"*C]glicose, que foi obtida da Amersham Internacional, UK, ¢ do
MGT, que foi sintetizado pelo Dr. Ernesto Brunet com 99% de pureza (Universidade

Autonoma de Madri, Espanha).

111.2.2. Animais
Ratos Wistar de 30 dias de vida obtidos do Biotério do Departamento de

Bioquimica, ICBS, UFRGS foram utilizados. Os ratos tinham livre acesso a dgua e
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racdo comercial padrao e foram mantidos em ciclo de 12:12 h de claro/escuro em sala
de temperatura controlada (22+1°C). Todos os experimentos foram realizados de acordo
com “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication 85-23, revised 1996). O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

I11.2.3. Preparacgdo do Cortex Cerebral

Os ratos foram sacrificados por decapitagdo, o cérebro rapidamente removido e
o cortex cerebral homogeneizado em tampdes especificos de cada técnica. Para a
produgdo de CO, o cortex cerebral foi homogeneizado (1:10, p/v) em tampao Krebs-
Ringer bicarbonato, pH 7.4. Para a determinagdo das atividades dos complexos I-I11, II,
II-III e IV da cadeia de transporte de elétrons e da enzima creatina quinase o cortex
cerebral foi homogeneizado (1:20, p/v) em tampao SETH pH 7.4 (sacarose 250 mM,
EDTA 2,0 mM, Trizma Base 10 mM e heparina UI . mL™). Os homogeneizados foram
centrifugados a 800 x g durante 10 min e os sobrenadantes armazenados a -70°C até sua
utilizagdo para determina¢ao das atividades enzimaticas.

Para determinacdo dos pardmetros respiratorios foram utilizadas preparagdes
mitocondriais obtidas de acordo com Rosenthal e colaboradores (1987) com algumas
modificacdes. Os animais foram sacrificados por decapitagdo, seu cérebro foi
rapidamente removido e colocado em tampao de isolamento (manitol 225 mM, sacarose
75 mM, EGTA 1 mM, albumina sérica bovina livre de acidos graxos 0,1%, HEPES 10
mM, pH 7,2, ¢ 5 mg de protease). O cérebro foi cortado em pedagos pequenos e
homogeneizado manualmente. O homogeneizado foi centrifugado por 3 minutos a 2000
x g. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente centrifugado por 8 minutos a

12.000 x g. O sedimento obtido foi entdo ressuspendido em 20 mL de tampdo de
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isolamento contendo 10 pL de digitonina 10% e centrifugado novamente por § minutos
a 12.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento final foi gentilmente lavado e
ressuspendido em tampao de isolamento desprovido de EGTA, em uma concentragdo de
proteinas de aproximadamente 15-20 mg/mL. Essa preparagao resulta em uma mistura
de mitocondrias sinaptossomais e ndo-sinaptossomais similar & composi¢ao cerebral.

Os parametros bioquimicos foram determinados na presengca de varias
concentragdes de MGT (0,1-5 mM) ou MGA (0,1-10 mM), enquanto que o grupo

controle ndo continha nenhum desses acidos organicos no meio de incubacio.

[11.2.4. Preparacéo da membrana plasmatica sinaptica de cortex cerebral de ratos

O cortex cerebral foi homogeneizado 1:10 (p/v) em uma solugdo tampao
(HEPES 5,0 mM e EDTA 1,0 mM), pH 7,4. As membranas plasmaticas sinapticas
foram preparadas de acordo com o método de Jones e Matus (1974), usando-se
gradiente de densidade descontinuo de sacarose constituido de sucessivas camadas de
sacarose a 0,3, 0,8 e | mM. Apds centrifugacao a 69.000 x g por 2 h a 4°C, a fragdo na
interface de sacarose entre 0,8-1 mM foi removida e utilizada como preparagao de
membranas plasmaticas sinapticas. Em alguns experimentos, homogeneizados de cortex
cerebral foram pré-incubados a 37°C durante 1 hora na presenca de MGT (0,1-5 mM)

ou MGA (0,1-10 mM) e entdo as membranas plasmaticas foram isoladas.

I11.2.5. Producéo de CO,

A produgao de C0, foi medida utilizando-se a D-[U-"*C] glicose como
substrato. Um volume de 450 uL. de homogeneizado de cortex cerebral, preparado na
propor¢ao 1:10 (p/v), utilizando-se tampdo Krebs-Ringer bicarbonato de pH 7,4, foi

pré-incubado na presenca de MGT (0,1-5 mM) ou MGA (0,1-10 mM), exceto nos
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controles, durante 15 minutos a 35°C em banho metabdlico com agitagdo. Apds a pré-
incubacdo, foi adicionado ao meio de incubagdo 5 mM de glicose fria contendo 0,05
uCi de D-[U-"*C] glicose. Os frascos foram fechados com tampas de borracha contendo
pogos de vidro com papel filtro dobrado em forma de “W”, vedados com Parafilm M e
devolvidos ao banho. Transcorrida 1 hora de incubacgdo, a reagdo foi interrompida pela
adi¢ao de 0,1 mL de TCA 50% ao homogeneizado. Foram adicionados entao 0,1 mL de
hidroxido de benzetoénio no centro dos pogos de vidro com auxilio de seringas. Os
frascos foram devolvidos ao banho por 30 minutos para que o *CO, fosse incorporado
ao papel filtro impregnado com hidroxido de benzetonio. Os papéis filtro foram entdo
removidos e colocados em tubos plasticos contendo liquido de cintilagio e a
radioatividade contada. Os resultados foram calculados como nmol de "*CO, / h / mg de

proteinas.

I11.2.6. Determinacdo das atividades dos complexos da cadeia de transporte de
elétrons.

As atividades da sucinato-2,6-diclorofenolindofenol (DCIP)-oxidoredutase
(complexo II) e succinato:citocromo c oxidoredutase (complexo II-III) foram
determinadas em homogeneizados de cortex cerebral de acordo com Fischer e
colaboradores (1985). A atividade da NADH:citocromo ¢ oxidoredutase sensivel a
rotenona (complexo I-IIT) foi determinada de acordo com Schapira e colaboradores
(1990) e a da citocromo ¢ oxidase (complexo V) determinada de acordo com Rustin e
colaboradores (1994). Os métodos descritos para medida dessas atividades foram
ligeiramente modificados, como descrito em detalhes em um trabalho anterior (da Silva
et al., 2002). As atividades dos complexos da cadeia de transporte de elétrons foram

calculadas como nmol / min / mg de proteinas.
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I11.2.7. Atividade da Creatina Quinase

A atividade da creatina quinase (CK) foi medida em homogeneizado de cortex
cerebral de acordo com Hughes (1962) com algumas modificagdes (Schuck et al.,
2002). A mistura reacional foi composta de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, MgCl,
7,5 mM, fosfocreatina 7 mM, lauril maltosideo 0,625 mM e aproximadamente 0,4-1,2
ug de proteina em um volume final de 100 pL. Os metabolitos MGT (0,1-5 mM) e
MGA (0,1-10 mM) foram adicionados ao meio de incubacdo e submetidos a pré-
incubacdo por 30 minutos a 37°C. A reacao foi iniciada com a adi¢do de ADP (4 mM) e
parada apds 10 minutos com a adi¢do de 0,02 mL de acido p-hidroximercuribenzodico
(50 mM). A creatina formada foi estimada de acordo com o método colorimétrico de
Hughes (1962). A reacdo de cor foi obtida pela adi¢do de 0,1 mL de a-naftol 20% e 0,1
mL de diacetil 20% em um volume final de 1 mL seguida de incubag@o por 20 minutos
em banho-maria a 37°C. A coloragdo résea foi lida espectrofotometricamente a 540 nm.

Os resultados foram expressos como umol de creatina / min / mg de proteinas.

111.2.8. Atividade da Na*,K*-ATPase

A mistura reacional para determinagdo da atividade da Na',K'-ATPase consistiu
de MgCl, 5 mM, NaCl 80 mM, KCI 20 mM, tampao Tris-HCl 40 mM, pH 7,4 e as
membranas plasmadticas purificadas (aproximadamente 3pg de proteinas) em um
volume final de 0,2 mL. Os &acidos MGT (0,1-5 mM) e MGA (0,1-10 mM) foram
adicionados ao meio de incubagdo e submetidos a pré-incubagao por 30 minutos a 37°C.
O ensaio enzimatico ocorreu durante 5 minutos e se iniciou com a adi¢cdo de ATP em
uma concentragdo final de 3 mM. A reagdo foi interrompida com a adi¢do de 0,2 mL de
TCA 10 %. A atividade Mg*"-ATPase insensivel a ouabaina foi determinada nas

mesmas condi¢cdes com a adi¢do de 1 mM de ouabaina ao meio de reacional. A
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atividade da Na',K'-ATPase foi calculada pela diferenca entre as duas atividades
(Tsakiris e Deliconstantinos, 1984). A liberagdo do fosfato inorganico (Pi) foi medida
pelo método de Chan (1986). A atividade enzimatica especifica foi expressa como

nmol de Pi/ min / mg de proteinas.

111.2.9. Determinacao do conteudo protéico
O conteudo protéico das amostras foi determinado pelo método de Lowry e

colaboradores (1951) usando albumina sérica bovina como padrio.

[11.2.10. Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média e foram
analisados através da analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de
Duncan quando o valor de F for significativo. A andlise estatistica foi realizada através

do programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).
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111.3. Resultados

111.3.1 Efeito in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre a producéo de CO, a partir de [U-**C]glicose em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos jovens

A figura I11.3.1 (painel A) mostra que 0 MGT em concentragdes tdo altas quanto
5 mM, nio alterou significativamente a produgdo de CO, em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos [Fsi9= 0,682; P=0,576]. Da mesma maneira, o MGA, em
concentragdes tdo altas quanto 10 mM, ndo alterou significativamente a produgdo de
CO, em homogeneizado de cortex cerebral de ratos [F319=1,839; P=0,181] (Figura

II1.3.1.1 (painel B).
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Figura 111.3.1. Efeito in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre a producdo de CO, a partir de [U-HC]glicose em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos. Os valores representam média + erro padrdo da média (n=6). A
diferenga entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA).

Nao houve diferencga significativa entre os grupos.
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111.3.2. Efeito in vitro dos &cidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre a atividade dos complexos I-1V da cadeia de transporte de elétrons
em homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens

A figura II1.3.2 mostra que o MGT em concentracoes de 0,1-5 mM, ndo alterou
significativamente a atividade dos complexos I-III (painel A) [F323=1,308; P = 0,300],
IT (painel B) [F3,19=0,290; P = 0,832], II-III (painel C) [F323=0,043; P = 0,988] e IV
(painel D) [F323=1,667; P = 0,206] da cadeia de transporte de elétrons em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos.

Da mesma maneira, observamos na figura I11.3.3 que 0o MGA, em concentragdes
variando entre 0,1-10 mM, ndo alterou a atividade dos complexos I-III (painel A)
[F3.23=1,432; P = 0,263], II (painel B) [F3,5=0,223; P = 0,879], II-1II (painel C)
[F3,15=0,421; P = 0,741] e IV (painel D) [F3,5=0,127; P = 0,942] da cadeia de

transporte de elétrons em homogeneizado de cortex cerebral de ratos.
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Figura 111.3.2. Efeito in vitro do acido 3-metilglutaconico (MGT) sobre a atividade dos
complexos I-IV da cadeia de transporte de elétrons em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos. Os valores representam média + erro padrdo da média (n=5-6). A
diferenga entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA).

Nao houve diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 111.3.3. Efeito in vitro do acido 3-metilglutarico (MGA) sobre a atividade dos
complexos I-IV da cadeia de transporte de elétrons em homogeneizado de cortex
cerebral de ratos. Os valores representam média + erro padrdo da média (n=4-6). A
diferenga entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA).

Nao houve diferencga significativa entre os grupos.



66

111.3.3. Efeito in vitro dos &cidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre os parametros respiratorios em preparacdes mitocondriais de cortex
cerebral de ratos jovens

A figura II1.3.4 mostra que 0o MGT em concentragdes de 0,1-5 mM (painel A)
ndo alterou o estado 3, o estado 4, bem como a razdo de controle respiratorio (RCR)
quando utilizamos tanto glutamato/malato (GM) quanto succinato (SUC) como
substratos para a respiracdo mitocondrial (Estado 3: GM = [F11)=1,616; P = 0,251],
SUC = [F,11)=0,006; P = 0,994]; Estado 4: GM = [F(2,11)=0,397; P = 0,683], SUC =
[F2.11)=0,122; P = 0,887]; RCR: GM = [F(3,11)=0,357; P = 0,709], SUC = [F(2,11)=0,904;
P =0,439)).

Da mesma maneira, observamos que o MGA (0,1-5 mM, painel B), ndo alterou
os estados 3 e 4 bem como o (RCR), quando utilizamos tanto GM quanto SUC como
substratos para a respiragdo mitocondrial (Estado 3: GM = [F214=0,47; P = 0,640],
SUC = [F(2,17)=0,250; P = 0,780]; Estado 4: GM = [F(2,14=1,250; P = 0,320], SUC =
[F(2,17=0,180; P = 0,840]; RCR: GM = [F(2,14=0,410; P = 0,670], SUC = [F(2,17)=0,350;

P =0,710]).
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Figura I11.3.4. Efeito in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT, painel A) e 3-
metilglutarico (MGA, painel B) sobre os parametros respiratorios (estado 3, estado 4 e
razao de controle respiratorio (RCR) em preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos.

Os valores representam média + erro padrao da média (n=5-6). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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111.3.4. Efeito in vitro dos &cidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre a atividade da enzima creatina quinase (CK total) em

homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens

A figura II1.3.5 (painel A) mostra que o MGT nas concentragdes de 0,1, 1 ¢ 5 mM
ndo exerceu nenhum efeito significativo sobre a atividade da enzima creatina quinase
(CK) [F3,19= 0,349; P=0,791]. Da mesma maneira, o painel B mostra que o0 MGA, nas
concentragdes de 0,1, 1 e 10 mM, ndo provocou nenhum efeito significativo sobre a

atividade da enzima CK [F 3= 0,251; P=0,860].
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Figura 111.3.5. Efeito in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT, painel A) e 3-
metilglutdrico (MGA, painel B) sobre a atividade da enzima creatina quinase em
homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens. Os valores representam média +
erro padrdo da média (n=5-6). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de

variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferencga significativa entre os grupos.
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111.3.5. Efeito in vitro dos &cidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre a atividade da enzima Na’,K*-ATPase em membranas plasmaticas
sinapticas de cortex cerebral ratos jovens

A figura II1.3.6 mostra que o MGT (painel A) nas concentragdes de 0,1, 1 ¢ 5
mM ndo exerceu nenhum efeito sobre a atividade da enzima Na',K'-ATPase em
membranas plasmaticas sindpticas isoladas de cortex cerebral de ratos jovens
[F319=1,253; P=0,324]. Além disso, o painel B demonstra que o MGA, nas
concentragdes de 0,1, 1 e 10 mM [F3,9=0,605; P=0,621] ndo alterou a atividade da
enzima Na',K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas isoladas de cortex

cerebral de ratos jovens.
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Figura 111.3.6. Efeito in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT, painel A) e 3-

metilglutarico (MGA, painel B) sobre a atividade da enzima Na'K'-ATPase em

membranas plasmaticas sindpticas isoladas de cortex cerebral de ratos jovens. Os

valores representam média + erro padrao da média (n=5-6). A diferenca entre as médias

foi calculada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.



72

111.3.6. Efeito in vitro dos &cidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico
(MGA) sobre a atividade da Na*,K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas
de homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens quando pré-incubados
durante 1 hora a 37°C

A figura II1.3.7 mostra que o0 MGT (painel A) quando pré-incubados durante 1
hora a 37°C nas concentra¢des de 0,1, 1 ¢ 5 mM ndo exerceu nenhum efeito sobre a
atividade da enzima Na',K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de
homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens [F(;5=0,407; P=0,751]. Além
disso, o painel B demonstra que 0 MGA, quando pré-incubados durante 1 hora a 37°C
nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 mM [F323=1,004; P=0,411] ndo alterou a atividade da
enzima Na' K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de homogeneizados de

cortex cerebral de ratos jovens.
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Figura I11.3.7. Efeito in vitro dos acidos 3-metilglutaconico (MGT, painel A) e 3-
metilglutarico (MGA, painel B) sobre a atividade da enzima Na'K'-ATPase em
membranas plasmaticas sindpticas de homogeneizados de cortex cerebral de ratos
jovens quando pré-incubados durante 1 hora a 37°C. Os valores representam média +
erro padrdo da média (n=5-6). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de

variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferencga significativa entre os grupos.



111.4. Discusséo

A discussdo dos resultados presentes neste capitulo esta contida no final desta

tese no topico “Discussdo” (parte I1I).
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Capitulo IV.

Efeitos in vitro e da administracdo intracerebroventricular do acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico sobre alguns pardmetros do metabolismo energético em cortex

cerebral de ratos jovens
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IV.1. Introducéo

A acidemia 3-hidroxi-3-metilglutdirica (HMGA, OMIM # 246450) é uma
acidemia organica causada pela deficiéncia da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
liase (HL, EC 4.1.3.4), que participa no catabolismo da leucina e também na
cetogénese. A apresentacdo clinica da HMGA ocorre durante o primeiro ano de vida. Os
episoddios agudos sdo comuns e caracterizados por vOmitos, hipotonia, taquipnéia,
convulsdes, letargia as vezes progressiva a coma, acidose metabdlica com hipoglicemia
hipocetotica, hiperamonemia variavel e eleva¢do das transaminases plasmaticas com
hepatomegalia (Funghini et al., 2001; Sweetman ¢ Williams, 2001; Vargas et al., 2007,
Zafeiriou et al., 2007). Os pacientes afetados também apresentam macrocefalia e atraso
no desenvolvimento fisico e psicomotor (Funghini et al., 2001; Gibson et al., 1988;
Gibson et al., 1994; Pospisilova et al., 2003; Wysocki ¢ Hahnel, 1976; Zafeiriou et al.,
2007).

A HMGA ¢ caracterizada bioquimicamente por acumulo tecidual e elevada
excre¢do urindria do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG), bem como dos acidos 3-
metilglutaconico (MGT), 3-metilglutarico (MGA) e 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA) e
também de 3-metilcrotonilglicina (Bonafe et al., 2000; Sweetman e Williams, 2001).
Durante a descompensa¢dao metabdlica podem também ser encontrados na urina em
concentragdes elevadas os acidos glutarico, latico, adipico e outros acidos dicarboxilicos
(Gibson et al., 1988). Crises recorrentes ocorrem especialmente apos jejum prolongado
e infecgdes caracterizadas por aumento no catabolismo.

As alteragdes mais comuns encontradas em imagens de ressonancia magnética
envolvem lesdes coalescentes multiplas na substancia branca subcortical periventricular,
principalmente nas regides frontal e parietal, que podem ser reversiveis apds uma dieta

livre de leucina (Zafeiriou et al., 2007). Envolvimento dos nucleos caudado e denteado
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¢ comumente observado em pacientes afetados pela HMGA (van der Knaap et al., 1998;
Yalcinkaya et al., 1999; Yylmaz et al., 2006).

Apesar dos pacientes com HMGA apresentarem sintomas neurologicos
pronunciados, os mecanismos envolvidos no dano tecidual nessa desordem ainda nao
estdo bem estabelecidos. No entanto, foi recentemente descrito que o HMGA, MGT,
MGA e 3-OHIVA induzem dano oxidativo protéico e lipidico e reduzem as defesas
antioxidantes ndo-enzimaticas no cortex cerebral de ratos (Leipnitz et al., 2008a;
Leipnitz et al., 2008b). Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos in
vitro e da administra¢do intracerebroventricular do HMG sobre alguns parametros do

metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens.

IV.2. Material e Métodos
O material utilizado e os métodos desenvolvidos neste capitulo, a excecdo do
procedimento para administragdo intracerebroventricular que sera descrito a seguir, sao

essencialmente semelhantes aos descritos no capitulo anterior dessa tese.

IV.2.1. Administracéo intracerebroventricular (icv) do HMG

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (75 e 10 mg/kg, i.p.,
respectivamente) e colocados em um aparelho estereotdxico. Dois pequenos orificios
foram feitos no cranio para a microinjecao, e 2 pL de uma solucio 2.5 M de HMG (pH
7,4 ajustado com NaOH) ou NaCl no mesmo volume e concentra¢do (controles), foi
lentamente injetado bilateralmente durante 4 minutos nos ventriculos laterais utilizando-
se agulhas conectadas por um tubo de polietileno a uma seringa Hamilton de 10 pL. As
agulhas (uma em cada ventriculo) foram mantidas por mais 1 minuto e entdo

suavemente removidas. As coordenadas para injecdo foram as seguintes: 0,6 mm
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posterior ao bregma, 1,0 mm lateral a linha média e 3,2 mm ventral a partir da dura-
mater (Paxinos ¢ Watson, 1986). A posi¢ao correta da agulha foi testada através da
injecdo de 0,5 uL de solugdo de azul de metileno (4% em solug¢do salina) e entdo
realizada a analise histologica. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e foi realizado de acordo com
“Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication 85-23, revised 1985).

Os animais que receberam administragdo icv de HMGA ou NaCl foram
divididos em grupos e sacrificados 2 ou 24 horas apos a injecdo. O cortex cerebral foi
entdo dissecado, homogeneizado e utilizado nas determinagdes bioquimicas conforme

descrito no capitulo anterior.
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1VV.3. Resultados - Estudos in vitro

IVV.3.1 Efeito in vitro do acido 3-hidrdxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a producéo
de CO, a partir de [U-**C]glicose em homogeneizado de cortex cerebral de ratos
jovens

A figura IV.3.1 mostra que o HMG, em concentragdes tdo altas quanto 10 mM,
ndo alterou significativamente a produgdo de CO, em homogeneizado de cortex cerebral

de ratos [F3,19)=0,230; P=0,874].
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Figura 1V.3.1. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a
produgio de CO, a partir de [U-"*C]glicose em homogeneizado de cortex cerebral de
ratos. Os valores representam média + erro padrao da média (n=6). A diferencga entre as
médias foi calculada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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IVV.3.2. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a atividade
dos complexos I-1V da cadeia de transporte de elétrons em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos jovens

A figura IV.3.2 mostra que 0o HMG em concentracdes de 0,1-10 mM, nio alterou
significativamente a atividade dos complexos I-III (painel A) [F,19=1,023; P = 0,409],
IT (painel B) [F3,15=0,713; P = 0,563], II-1II (painel C) [F,15=1,493; P = 0,266] e IV
(painel D) [F3,5=0,450; P=0,722 da cadeia de transporte de elétrons em

homogeneizado de cortex cerebral de ratos.
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Figura 1V.3.2. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a
atividade dos complexos I-IV da cadeia de transporte de elétrons em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos. Os valores representam média + erro padrao da média (n=4-6).
A diferenga entre as médias foi calculada por andlise de varidncia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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111.3.3. Efeito in vitro do &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre os
parametros respiratorios em preparacdes mitocondriais de cortex cerebral de
ratos jovens

A figura IV.3.3 mostra que o HMG em concentracdes de 0,1-5 mM nao alterou o
estado 3, estado 4 bem como a razdo de controle respiratorio (RCR) quando utilizamos
tanto glutamato/malato (GM) quanto succinato (SUC) como substratos para a respiragao
mitocondrial (Estado 3: GM = [F(;,,7=0,853; P = 0,446], SUC = [F(2,14=0,105; P =
0,9017]; Estado 4: GM = [F(217=0,692; P = 0,516], SUC = [F(2,14=1,039; P = 0,383];

RCR: GM = [F(2,17):O,580; P= 0,572], SUC = [F(2,14):3,540; P= 0,383])
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Figura 1V.3.3. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre os

parametros respiratorios (estado 3, estado 4 e razdo de controle respiratorio (RCR) em

preparagdes mitocondriais de cérebro de ratos. Os valores representam média + erro

padrao da média (n=5-6). A diferenga entre as médias foi calculada por andlise de

variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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I1VV.3.4. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a atividade
da enzima creatina quinase (CK total) em homogeneizados de cortex cerebral de

ratos jovens

A figura 1V.3.4 mostra que o HMG nas concentragdes de 0,1, 1 ¢ 10 mM nio
exerceu nenhum efeito significativo sobre a atividade da enzima creatina quinase (CK)

[Fi.19= 0,661; P=0,588].
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Figura 1V.3.4. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMGA) sobre a
atividade da enzima creatina quinase total em homogeneizados de cortex cerebral de
ratos jovens. Os valores representam média =+ erro padrao da média (n=5-6). A diferenca
entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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IVV.3.5. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a atividade
da enzima Na' K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cortex
cerebral ratos jovens

A figura IV.3.5 mostra que o HMG, nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 mM nao
exerceu nenhum efeito sobre a atividade da enzima Na',K'-ATPase em membranas
plasmaticas sinapticas isoladas de cortex cerebral de ratos jovens [F(323=0,223;

P=0,879].
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Figura 1V.3.5. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a
atividade da enzima Na',K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas isoladas de
cortex cerebral de ratos jovens. Os valores representam média + erro padrao da média
(n=5-6). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferencga significativa entre os grupos.
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IVV.3.6. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a atividade
da Na',K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de homogeneizados de
cortex cerebral de ratos jovens quando pré-incubados durante 1 hora a 37°C

A figura IV.3.6 mostra que o HMG, quando pré-incubados durante 1 hora a 37°C
nas concentragoes de 0,1, 1 e 10 mM ndo exerceu nenhum efeito sobre a atividade da
enzima Na' K'-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de homogeneizados de

cortex cerebral de ratos jovens [F323=0,379; P=0,769].
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Figura 1V.3.6. Efeito in vitro do acido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre a
atividade da enzima Na'K'-ATPase em membranas plasmaticas sindpticas de
homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens quando pré-incubados durante 1
hora a 37°C. Os valores representam média + erro padrao da média (n=6). A diferenca
entre as médias foi calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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1V.4. Resultados - Estudos ex vivo

IV.4.1 Efeito da administracdo intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidréxi-3-
metilglutarico (HMG) sobre a producdo de CO, a partir de [1-'*Clacetato em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens

A figura IV.4.1 mostra que a producdo de CO, a partir de [1-'*CJacetato em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos nao foi alterada pela administragao icv de
HMG (5 umol) tanto em ratos sacrificados 2 horas (t7=0,001; P=1,00) quanto em ratos

sacrificados 24 horas (t3=0,119; P=0,908) apds a inje¢ao intracerebral.
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Figura IV.4.1. Efeito da administrac¢do intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidroxi-
3-metilglutdrico (HMG) sobre a producdo de CO, a partir de [1-"*Clacetato em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos sacrificados 2 ou 24 horas apds a inje¢ao
icv. Os valores representam média + erro padrdo da média (n=4-5). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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IV.4.1 Efeito da administracdo intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidréxi-3-
metilglutarico (HMG) sobre a atividade dos complexos I-1V da cadeia de
transporte de elétrons em homogeneizado de cortex cerebral de ratos jovens

A figura IV.4.2 mostra que a atividade dos complexos I-III (painel A), IT (painel
B), II-1II (painel C) e IV (painel D) da cadeia de transporte de elétrons nao foi alterada
significativamente pela administragdo icv de HMG (5 umol) tanto em ratos sacrificados
2 horas (Complexo II: t©=0,306; P=0,767; Complexo II-III: t©)=-0,067; P=0,948;
Complexo IV: t9=-0,341; P=0,741) quanto em ratos sacrificados 24 horas (Complexo
[-IIT: t=-1,336; P=0,230; Complexo II: t;1)=-1,076; P=0,305; Complexo II-III: tg)=-

0,343; P=0,740; Complexo IV: t=-0,839; P=0,426) apos a inje¢ao intracerebral.
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Figura 1V.4.2. Efeito da administracdo intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidroxi-
3-metilglutarico (HMGQG) sobre a atividade dos complexos [-IV da cadeia de transporte
de elétrons em homogeneizado de cortex cerebral de ratos sacrificados 2 ou 24 horas
apos a inje¢do icv. Os valores representam média + erro padrdo da média (n=5-6). A
diferencga entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA).

Nao houve diferencga significativa entre os grupos.
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1VV.3.4. Efeito da administracdo intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMG) sobre a atividade da enzima creatina quinase total (CK) em

homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens

A figura 1V.4.3 mostra que a atividade da creatina quinase (CK) em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos nao foi alterada pela administragao icv de
HMG (5 pmol) tanto em ratos sacrificados 2 horas (t=-0,221; P=0,830) quanto em

ratos sacrificados 24 horas (t;5=1,564; P=0,156) apds a inje¢do intracerebral.
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Figura 1V.4.3. Efeito da administrac¢do intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidroxi-
3-metilglutdrico (HMG) sobre a atividade da enzima creatina quinase total em
homogeneizados de cortex cerebral de ratos sacrificados 2 ou 24 horas ap6s a injecao
icv. Os valores representam média + erro padrao da média (n=5-6). A diferenga entre as
médias foi calculada por andlise de varidncia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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IVV.3.5. Efeito da administracdo intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidréxi-3-
metilglutarico (HMG) sobre a atividade da enzima Na*,K*-ATPase em membranas
plasmaticas sinapticas de cortex cerebral ratos jovens

A figura TV.4.4 mostra que a atividade da enzima Na',K'-ATPase em
membranas plasmaticas sinapticas isoladas de cortex cerebral de ratos ndo foi alterada
pela administragdo icv de HMG (5 pmol) tanto em ratos sacrificados 2 horas (t(9=0,428;
P=0,679) quanto em ratos sacrificados 24 horas (t=1,176; P=0,284) apos a injegdo

intracerebral.
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Figura 1V.4.3. Efeito da administrac¢do intracerebroventricular (icv) do acido 3-hidroxi-
3-metilglutarico (HMG) sobre a atividade da enzima Na",K'-ATPase em membranas
plasmaticas sinapticas isoladas cortex cerebral de ratos sacrificados 2 ou 24 horas apds a
injecdo icv. Os valores representam média = erro padrao da média (n=6-7). A diferenca
entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.

1VV.4. Discussao

A discussao dos resultados presentes neste capitulo esta contida no final desta

tese no topico “Discussao” (parte III).
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111.1- DISCUSSAO

A acidemia isovalérica (IVAcidemia) ¢ uma doenga hereditaria do catabolismo
do aminoacido leucina, com transmissdo autossOmica recessiva, causada pela
deficiéncia da atividade da enzima isovaleril-CoA desidrogenase (Sweetman e
Williams, 2001; Tanaka et al., 1966), levando ao acimulo preponderante dos acidos
isovalérico (IVA), 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA) e da isovalerilglicina (IVG). As
concentragdes de IVA atingem 5 mM no sangue dos pacientes, principalmente durante
episoddios agudos, enquanto as concentragdes do 3-OHIVA e do IVG s3o menores
(Sweetman e Williams, 2001; Tanaka et al., 1966; Vockley e Ensenauer, 2006).

Os pacientes afetados pela IVAcidemia geralmente apresentam dois tipos de
fenotipos clinicos: a forma neonatal, grave, aguda e a forma crénica, menos grave, com
inicio de apresentagdo mais tardio (Sweetman e Williams, 2001). Em ambas as
variantes, que sdo devidas ao mesmo defeito bioquimico, os sintomas neurologicos,
como hipotonia, letargia, coma e convulsdes sdo predominantes. Os achados
laboratoriais sdo de acidose metabodlica, moderada cetontiria, acidemia/aciduria latica e
hiperamonemia (Fischer et al., 1981). Além disso, um terceiro variante foi recentemente
descrito com um fenotipo bioquimico leve (Vockley e Ensenauer, 2006).

Apesar de sintomas clinicos serem predominantemente neurologicos, a
fisiopatogenia do dano cerebral nesta doenca ¢ pouco conhecida. Neste contexto,
recentemente foi demonstrado que o 3-OHIVA, que se acumula na [VAcidemia, bem
como nas acidemias 3-metilglutaconica e 3-hidroxi-3-metilglutdrica, induz estresse
oxidativo em cérebro de ratos (Leipnitz et al., 2008a; Leipnitz et al., 2009).
Considerando que os metabdlitos acumulados na IVAcidemia sdo produzidos na
mitocondria e que os mesmos podem potencialmente contribuir para a neuropatogénese

dessa patologia, no presente trabalho investigamos os efeitos in vitro do IVA, 30-HIVA
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e da IVG sobre alguns parametros do metabolismo energético no cortex cerebral de
ratos jovens. Testamos o efeito destes compostos (0,1-5 mM IVA, 0,1-1 mM 3-OHIVA
e 0,01-1 mM IVG) sobre a producao de CO,, as atividades dos complexos da cadeia
respiratoria e das enzimas creatina quinase (CK) e Na',K'-ATPase em cortex cerebral
de ratos jovens.

Verificamos, conforme demonstrado no capitulo I dessa tese, que esses
metabolitos ndo alteraram a produgdo de CO, a partir de acetato (avaliagdo da atividade
do ciclo do 4cido citrico) e tampouco as atividades dos complexos I-IV da cadeia de
transporte de elétrons (cadeia respiratdria). Da mesma maneira, a atividade da CK,
critica para a transferéncia e o tamponamento de energia intracelular, também nao foi
alterada pelos metabdlitos testados. Assim, podemos presumir que o IVA, o 3-OHIVA e
a IVG provavelmente ndo comprometem a producdo e a transferéncia de energia em
cortex cerebral in vitro.

Nossos achados também apontam que a atividade da Na", K'-ATPase isolada de
membranas sinapticas ndo foi alterada quando da exposicdo direta dessas membranas
plasmaticas ao IVA, 3-OHIVA e IVG. No entanto, observamos que a atividade dessa
enzima foi inibida significativamente por IVA apds pré-incubacdo de homogeneizados
de cortex cerebral e posterior isolamento das membranas sinapticas, indicando um efeito
indireto desse 4cido sobre essa importante enzima crucial para a neurotransmissao
sinaptica. Por outro lado, a atividade da Na',K'-ATPase ndo foi alterada pela pré-
incubacdo com o 3-OHIVA e IVG, sugerindo que o efeito inibitério do IVA sobre a
atividade da Na',K'-ATPase foi seletivo. Considerando, portanto, que o IVA ndo
exerceu nenhum efeito sobre essa atividade quando as membranas purificadas contendo
a enzima foram expostas diretamente ao metabolito, concluimos que o IVA inibiu de

maneira indireta a atividade da Na', K'-ATPase.
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Demonstramos no capitulo Il que a administra¢do intracerebroventricular (icv)
do IVA inibiu a produgdo de CO; a partir de acetato em ratos sacrificados 24 horas apos
a injecdo, sem alterar esse pardmetro nos animais sacrificados 2 horas apds a injegao. A
reducdo na producao de CO, causada pela administragdo icv do IVA pode ser devida a
inibi¢do nas atividades dos complexos da cadeia de transporte de elétrons ou na
atividade de uma ou mais enzimas do ciclo do acido citrico. Nosso estudo demonstrou
que as atividades dos complexos I-IV da cadeia de transporte de elétrons ndo foram
alteradas nos ratos sacrificados 2 ou 24 horas apo6s a inje¢ao icv de IVA. No entanto, a
administracao icv de IVA inibiu significativamente a atividade da enzima citrato sintase
(CS). Assim, ¢ possivel que a redugdo da producdo de CO; causada pela injecdo de [IVA
seja devida ao efeito inibitério causado na atividade da CS, sugerindo que a
administragdo in vivo de IVA compromete a oxidagao de substratos pelo ciclo do acido
citrico.

Por outro lado, a administragdo icv de IVA ndo modificou os parametros
respiratorios estado 3, estado 4 e RCR em preparagdes mitocondriais obtidas 24 horas
apos a inje¢do icv de IVA, utilizando piruvato/malato como substratos respiratorios.
Assim, nossos resultados sugerem que a acdo inibitéria do IVA sobre a atividade da
citrato sintase nao foi suficiente para alterar o consumo de oxigénio mitocondrial. Da
mesma maneira, a administragdo de IVA ndo alterou a atividade da CK, sugerindo que
esse acido ndo interfere na transferéncia de energia intracelular.

Um achado interessante de nosso estudo foi que a administragdo icv de IVA
inibiu a atividade da Na",K'-ATPase em cortex cerebral de ratos sacrificados 2 ou 24
horas apds a inje¢do. Esses resultados corroboram com aqueles demonstrados no
Capitulo I que demonstraram que o IVA inibe a atividade da Na",K'-ATPase in vitro,

reforcando que esse composto inibe a atividade dessa importante enzima no cérebro.
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A Na',K'-ATPase é uma enzima responsavel pela geragdo do potencial de
membrana, através do transporte ativo de sodio e potassio no SNC, necessario para a
manuten¢do da excitabilidade neuronal e controle do volume celular. Estd presente em
grande concentracdo na membrana celular, consumindo cerca de 40-50% do ATP
gerado no tecido nervoso, podendo sua atividade ser modificada por alteracdes na
fluidez de membrana (Erecinska et al., 2004; Erecinska e Silver, 1994; Wheeler et al.,
1975). Enfatize-se que a manutencdo da atividade normal da Na', K'-ATPase ¢é critica
para a funcdo cerebral normal e reducdes na sua atividade estdo relacionadas a dano
neuronal no cérebro de ratos ¢ humanos (Cousin et al., 1995; Lees, 1991; Lees, 1993;
Lees et al., 1990; Lees e Leong, 1995; Satoh ¢ Nakazato, 1992; Sweadner, 1979).
Assim, inibigio da atividade da Na"K'-ATPase ocorre em vérias condigdes
neuropatologicas, dentre elas isquemia cerebral (Wyse et al., 2000), excitotoxicidade e
epilepsia (Benari, 1985; Choi ¢ Rothman, 1990; Cousin et al., 1995; Grisar, 1984; Lees
e Leong, 1995) e desordens neurodegenerativas comuns (Yu, 2003). Além disso, a
reducdo da atividade da Na',K'-ATPase em cortex cerebral de um neonato foi
considerada estar diretamente envolvida no status convulsivo e encefalopatia
espongiforme apresentada pelo paciente (Renkawek et al., 1992).

Com relagio as possiveis consequéncias da inibicio da atividade da Na', K'-
ATPase provocada pelo IVA, esses resultados podem estar relacionados com o dano
cerebral apresentado pelos pacientes afetados por [VAcidemia, especialmente durante as
crises encefalopaticas que ocorrem apos infecgdes ou situacdes de estresse metabolico,
caracterizadas por catabolismo intenso levando a aumento marcado dos niveis
plasmaticos de IVA (Sweetman ¢ Williams, 2001; Tanaka, 1990; Tanaka et al., 1966;

Tanaka e Isselbacher, 1967).
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Verificamos ainda no capitulo I que o pré-tratamento dos homogeneizados
corticais com trolox (a-tocoferol) preveniu a inibi¢do da Na',K'-ATPase causada pelo
IVA, sugerindo o envolvimento de radicais peroxido nesse efeito. No entanto,
demonstramos ndo haver envolvimento de oxida¢do de grupamentos SH no efeito
inibitorio do IVA,visto que a co-incubagdo com GSH, um agente protetor de tidis, ndo
preveniu esse efeito. Da mesma maneira, ndo parece haver participacdo de 6xido nitrico
visto que a co-incubagdo com L-NAME, inibidor da enzima 6xido nitrico sintase,
também ndo alterou a inibicdo causada pelo IVA. Nossos resultados estdo de acordo
com as observagdes de que a enzima Na' K'-ATPase ¢ altamente vulneravel ao ataque
de radicais livres (Kurella et al., 1997; Lees, 1993; Yousef et al., 2002). Por outro lado,
a creatina foi capaz de prevenir completamente os efeitos inibitorios in vitro e ex vivo
causados pelo IVA sobre a atividade da Na',K'-ATPase (Capitulos I e II). Diversos
estudos anteriores demonstraram efeitos neuroprotetores para a creatina (Brustovetsky
et al., 2001; Matthews et al., 1998; Ribeiro et al., 2006), além de apresentar
propriedades antioxidantes via mecanismos envolvendo o sequestro de espécies reativas
de oxigénio (Sestili et al., 2006), reforcando entdo nossos achados de um possivel
envolvimento de radicais peréxido na inibigdo da atividade da Na',K'-ATPase.

Tomados em seu conjunto, os efeitos inibitérios do IVA sobre o ciclo do &cido
citrico (produgdo de CO; e citrato sintase), bem como sobre a atividade da enzima
Na' K'-ATPase (capitulos I e II) sugerem que esse acido organico que se acumula em
concentragdes elevadas na IVAcidemia pode causar disfungdo mitocondrial e
prejudicar a neurotransmissdo. Tais alteracdes podem representar mecanismos de
neurotoxicidade que afetam os pacientes com a doenga e que apresentam atrofia
cerebral progressiva, bem como convulsdes durante as crises encefalopaticas quando as

concentragdes desse metabolito estdo muito aumentadas (Sweetman e Williams, 2001;
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Tanaka, 1990; Tanaka et al., 1966; Tanaka e Isselbacher, 1967). Outrossim, tendo em
vista que a IVG nao apresentou qualquer efeito sobre os parametros analisados, ¢
possivel que a combinagdo da glicina ao IVA possa inativar as agdes deletérias desse
acido organico. Esse achado reveste-se de importancia, pois os pacientes com
IVAcidemia melhoram com a suplementacdo de glicina. Finalmente, postulamos que a
suplementagdo com creatina pode representar uma nova estratégia terap€utica na
IVAcidemia, visto que a administragdo de creatina ¢ bem tolerada por neonatos
(Bohnhorst et al., 2004).

A acidemia 3-metilglutaconica (MGTA) corresponde a um grupo heterogéneo de
desordens metabodlicas hereditdrias caracterizadas bioquimicamente pela excregdo
aumentada dos 4cidos 3-metilglutaconico (MGT) e 3-metilglutarico (MGA). Vérios
trabalhos observaram alteragdes na estrutura ou na fungdo mitocondrial nos cinco tipos
de MGTA conhecidos (Barth et al., 1983; Besley et al., 1995; Christodoulou et al.,
1994; Davey et al., 2006; Davies et al., 2008; De Kremer et al., 2001; Gunay-Aygun,
2005; Ibel et al., 1993; Wortmann et al., 2009). Desta forma, o préximo passo de nossa
investigagao (capitulo III) foi investigar os efeitos in vitro dos acidos 3-metilglutaconico
(MGT) e 3-metilglutarico (MGA) encontrados em concentragdes aumentadas nos
pacientes portadores de MGTA sobre alguns pardmetros de metabolismo energético em
cortex cerebral de ratos jovens.

Observamos que o MGT, nas concentragdes de 0,1-5 mM, e o MGA, nas
concentragdes de 0,1-10 mM, ndo causaram qualquer efeito sobre a producao de CO, a
partir de glicose (via glicolitica) e a atividade dos complexos I-IV da cadeia de
transporte de elétrons (cadeia respiratdria) em homogeneizados de cortex cerebral, bem
como sobre os pardmetros respiratorios estado 3, estado 4 e RCR em preparacdes

mitocondriais de cérebro de ratos, utilizando-se glutamato/malato ou succinato como
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substratos respiratorios, sugerindo assim que esses acidos ndo alteram a produgdo de
energia cerebral.

Da mesma maneira, observamos que 0 MGT e o MGA ndo alteraram a atividade
da creatina quinase em homogeneizados de cortex cerebral, indicando que esses
compostos ndo afetam a transferéncia de energia intracelular. Finalmente, verificamos
que 0 MGA e MGT ndo alteraram a atividade da enzima Na",K'-ATPase obtida de
membranas plasmaticas sinapticas.

No entanto, foi demonstrado previamente que tanto o MGT quanto o MGA
induzem dano oxidativo lipidico e protéico in vitro em homogeneizados de cortex
cerebral de ratos (Leipnitz et al., 2008a). Considerando que as enzimas creatina quinase
e Na'-K'-ATPase sdo sensiveis a ataque por espécies reativas (Kurella et al., 1997;
Stachowiak et al., 1998; Venkataraman et al., 2009; Yousef et al., 2002) e que em nosso
presente trabalho ndo verificamos qualquer efeito do MGT e do MGA sobre essas
atividades enzimaticas, ¢ possivel presumir que o dano oxidativo induzido por esses
compostos nao foi capaz de alterar essas atividades.

Concluindo, nossos resultados demonstram que os metabodlitos acumulados na
MGTA n2o causam qualquer alteragdo in vitro nos pardmetros examinados de
metabolismo energético em cortex cerebral de ratos, sugerindo assim que as alteragdes
neurologicas apresentadas pelos pacientes ndo parecem ser devidas a reducdo na
produgdo, na transferéncia ou na utilizacdo de energia pelo cérebro.

A acidemia 3-hidroxi-3-metilglutarica (HMGA) ¢ uma doenga metabdlica rara
causada pela deficiéncia na atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase
(HL) que compromete a cetogénese e o catabolismo da leucina. A HMGA ¢
caracterizada bioquimicamente por acumulo tecidual e elevada excre¢do urindria do

acido 3-hidréxi-3-metilglutarico (HMG), bem como dos acidos 3-metilglutaconico



107

(MGT), 3-metilglutarico (MGA) e 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA) e também da 3-
metilcrotonilglicina (Bonafe et al., 2000; Sweetman ¢ Williams, 2001). Durante a
descompensagdo metabdlica podem ser encontrados na urina, em concentragdes também
consideraveis, porém menores, os acidos glutarico, latico, adipico e outros acidos
dicarboxilicos (Gibson et al., 1988).

Os pacientes acometidos da HMGA apresentam no periodo neonatal ou infantil
hipoglicemia hipocetdtica severa, acidose metabolica, hiperamonemia, vOmitos e
hipotonia. A doenga pode progredir rapidamente para coma ¢ morte e resulta em dano
neurologico permanente (Vargas et al., 2007). As altera¢cdes mais comuns encontradas
em imagens de ressondncia magnética envolvem lesdes coalescentes multiplas e
marcadas na substincia branca subcortical periventricular, principalmente nas regides
frontal e parietal, que podem ser reversiveis no inicio da doenga apds uma dieta livre de
leucina (Zafeiriou et al., 2007). Além disso, sdo comumente observados anormalidades
nos nucleos caudado e denteado em pacientes afetados pela HMGA (van der Knaap et
al., 1998; Yalcinkaya et al., 1999; Yylmaz et al., 2006). No entanto, apesar dos
pacientes com HMGA apresentarem sintomas neuroldgicos pronunciados, os
mecanismos envolvidos no dano tecidual nessa desordem ainda ndo estdo bem
estabelecidos.

Assim, no capitulo IV avaliamos os efeitos in vitro e da administragdo
intracerebroventricular (icv) do HMG sobre alguns pardmetros do metabolismo
energético em cortex cerebral de ratos jovens.

Verificamos que a presenga do HMG no meio de incubagdo nas concentragdes
de 0,1-10 mM (ensaios in vitro) ou a administrag@o icv do acido, ndo alterou a produgao
de CO, a partir de glicose ou acetato, a atividade dos complexos I-IV da cadeia de

transporte de elétrons e os pardmetros respiratorios estado 3, estado 4 e RCR medidos
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através do consumo de oxigénio em cortex cerebral de ratos jovens. Também
observamos que nessas concentragdes o HMG ndo alterou in vitro e ex vivo as
atividades da CK em homogeneizado e da Na',K'-ATPase de membranas sinapticas
isoladas de cortex cerebral. Resultados prévios de nosso laboratoério evidenciaram que o
HMGA, MGT, MGA ¢ 3-OHVA induzem dano oxidativo protéico e lipidico e reduzem
as defesas antioxidantes nao-enzimaticas no cortex cerebral de ratos (Leipnitz et al.,
2008a; Leipnitz et al., 2009; Leipnitz et al., 2008b). Tendo em vista que as enzimas CK
e Na",K"-ATPase sido vulneraveis a dano oxidativo causado por espécies ativas (Kurella
et al., 1997; Stachowiak et al., 1998; Venkataraman et al., 2009; Yousef et al., 2002),
concluimos que o dano oxidativo a proteinas e lipidios em homogeneizados de cortex
cerebral ndo foi suficiente para alterar a produgdo e transferéncia intracelular de energia
em cortex cerebral de ratos.

Em resumo, nossos resultados demonstram que o HMG ndo causa qualquer
alteracdo tanto in vitro quanto ex vivo nos parametros analisados no em coértex cerebral
de ratos, indicando assim que o as alteragdes neurologicas apresentadas pelos pacientes
ndo parecem ser devidas a inibi¢cdes na produ¢do, na transferéncia ou na utilizagdo de
energia pelo cérebro.

Tomados em seu conjunto, concluimos que os compostos acumulados nas
MGTA e HMGA ndo alteram importantes pardmetros da bioenergética em cortex
cerebral de ratos jovens, indicando que alteragdes importantes do metabolismo
energético ndo poderiam explicar o dano cerebral que acomete esses pacientes. Em
contraste, na [VAcidemia o principal composto acumulado inibe significativamente uma
enzima crucial para a neurotransmissdo sindptica e bloqueia ciclo do acido citrico

provavelmente por inibi¢do da enzima citrato sintase.
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I11.2- CONCLUSOES

111.2.1. Efeitos in vitro dos metabdlitos acumulados na acidemia isovalérica sobre
alguns parametros do metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens

o Os 4acidos isovalérico (IVA), 3-hidroxiisovalérico (3-OHIVA) bem como a
isovalerilglicina (IVG) ndo alteraram in vitro a producao de CO, a partir de acetato, a
atividade dos complexos I-IV da cadeia respiratdria, bem como nas atividades da
creatina quinase e da Na'-K'-ATPase de membranas plasmaticas sinapticas isoladas de
cortex cerebral de ratos jovens.

. A atividade da enzima Na'-K'-ATPase foi inibida significativamente em
membranas isoladas ap6s pré-incubacdo dos homogeneizados na presenga do IVA,
indicando um efeito indireto do metabolito sobre essa atividade enzimatica.

. A inibigdo da atividade da Na'-K'-ATPase causada pelo IVA foi completamente
prevenida por a-tocoferol e creatina, sugerindo envolvimento de espécies reativas no

efeito inibitorio.

111.2.1. Efeitos da administracgdo intracerebroventricular de &cido isovalérico sobre
alguns parametros do metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens

. A administragdo intracerebroventricular (icv) de IVA reduziu significativamente
a producdo de CO, a partir de acetato e a atividade da enzima citrato sintase em
homogeneizado de ratos sacrificados 24 horas ap6s a injecao.

o As atividades dos complexos I-IV da cadeia respiratéria e da creatina quinase,
bem como os pardmetros respiratorios estado 3, estado 4 e RCR ndo foram alteradas

em cortex cerebral de ratos jovens apods a administracdo icv de IVA.
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o A injecdo icv de IVA reduziu significativamente a atividade da Na'-K -ATPase
em membranas plasmaticas sindpticas isolada de cortex cerebral de ratos jovens apds a
administracao de IVA.

. O efeito inibitorio causado pela injecdo icv de IVA sobre a atividade da Na'-K'-

ATPase foi completamente prevenido pela pré-administragdo i.p. de creatina nos ratos.

111.2.3. Efeitos in vitro dos metabolitos acumulados nas acidemias 3-
metilglutacbnica e 3-hidroxi-3-metilglutarica sobre alguns parametros do
metabolismo energético em cdrtex cerebral de ratos jovens

. Os éacidos 3-metilglutaconico (MGT), 3-metilglutarico (MGA) e -3-hidroxi-3-
metilglutarico (HMG) nao alteraram in vitro a producao de CO; a partir de glicose, bem
como as atividades dos complexos I-IV da cadeia respiratoria, da creatina quinase em
homogeneizados e da Na'-K'-ATPase em preparagdes de membranas plasmaticas

sinapticas de cortex cerebral de ratos.

111.2.4. Efeitos ex vivo do &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico sobre alguns parametros

do metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens

. A administragdo intracerebroventricular (icv) de HMG nao alterou a produgado
de CO; a partir de acetato, a atividade dos complexos I-IV da cadeia respiratoria bem
como as atividades da creatina quinase em homogeneizados ¢ da Na'-K'-ATPase em
preparacdes de membranas plasmaticas sinapticas de cortex cerebral de ratos

sacrificados 2 ou 24 horas ap6s a inje¢cdo do metabolito.
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