’ . N)[(#
O ACIDO 3-HIDROXITETRADECANOICO COMPROMETE A HOMEOSTASE %%

ENERGETICA EM PREPARACOES MITOCONDRIAIS DE CORACAO DE RATOS  &{|nicas

Fernanda Hickmann?, Tonin AM?, Busanello ENB?, Grings M}, Ritter L1, Ribeiro C!, Moacir Wajner 1.2

1Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS - RS, Brasil
2Hospital de Clinicas de Porto Alegre - RS, Brasil

&
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

INTRODUCAO E OBJETIVOS

A proteina trifuncional mitocondrial (MTP) € um complexo multienzimatico associado a membrana mitocondrial interna que
participa da oxidacao de acidos graxos de cadeia longa. A MTP possui as atividades cataliticas de 2-enoil-CoA hidratase, 3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase (LCHAD) e 3-cetoacil-CoA tiolase. Mutacoes nos genes que codificam o complexo da MTP podem
levar a deficiéncia nas trés atividades cataliticas caracterizando a deficiéncia da MTP ou, mais comumente, uma deficiéncia
isolada de uma unidade catalitica, como a deficiéncia da LCHAD. Disturbios cardiacos sao os achados clinicos mais proeminentes
nessas deficiéncias e incluem cardiomiopatia, arritmias, sindrome Reye-like, acidemia latica e morte neonatal. Considerando que
0s pacientes afetados apresentam acumulo de 3-hidroxiacidos de cadeia longa nos tecidos e liquidos corporais, o objetivo do
presente trabalho foi investigar o efeito do acido 3-hidroxitetradecandico (3HTA), acumulado nessas deficiéncias, sobre

homeostase mitocondrial em coracao de ratos jovens.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas preparacdes mitocondriais obtidas de coracao de ratos Wistar de 30 dias. Os parametros avaliados foram os
estados 3 e 4 da respiracao mitocondrial, a razao de controle respiratério (RCR), o potencial de membrana (Ay) (Akerman and
Wikstrom, FEBS Lett., 1976, 68(2):191-197) e o conteudo de NAD(P)H (Maciel et al., J. Neurochem, 2004, 90:1025-1035).

RESULTADOS

Observamos que o 3HTA aumentou o estado 4 da respiracao mitocondrial e diminuiu a razao de controle respiratorio tanto
utilizando glutamato/malato quanto sucinato como substratos, sugerindo um efeito desacoplador. O 3HTA também diminuiu o
Ay e o conteudo de NAD(P)H na matriz mitocondrial, além de diminuir a producao de peroxido reforcando a ideia de um efeito
desacoplador. Na tentativa de elucidar esse mecanismo, incubamos o 3HTA na presenca do atractilosideo (ATC), um inibidor do
translocador ADP/ATP (ANT), ja que acidos graxos de cadeia longa induzem desacoplamento via ANT. Observamos que o efeito
desacoplador nao envolve o translocador, ja que a presenca do ATC nao preveniu a dissipacao do potencial induzida pelo 3HTA.
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Figura 1. Consumo de oxigénio estimulado por ADP (estado 3) em preparacdes
mitocondriais (0,2 mg. mL1') de coracdo de rato usando glutamato/malato ou sucinato
como substratos na presenca do acido 3-hidroxitetradecandico (3HTA, 10,25,50,100 puM).
Os dados estao expressos como média + desvio padrdao para quatro experimentos

Figura 2. Efeitos in vitro do acido 3-hidroxitetradecandico (3HTA, 10,25,50,100 pM) sobre
o consumo de oxigénio nao estimulado por ADP (estado 4) em preparacdes mitocondriais
(0,2 mg. mL1) de coragdo de rato usando glutamato/malato ou sucinato como substratos.
Os dados estdao expressos como média + desvio padrao para quatro experimentos

Figura 3. Efeitos in vitro do acido 3-hidroxitetradecandico (3HTA, 10,25,50,100 uM) sobre
a razdao de controle respiratério (RCR) em mitocondrias de coracdo de rato usando
glutamato/malato ou sucinato como substratos. Os dados estdo expressos como média +
desvio padrdo para quatro experimentos independentes. * P < 0,05; ** P < 0,01
comparado com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan).

independentes e estdo expressos em nmol O,.min"t.mg proteinal. * P < 0,05; ** P < 0,01
comparado com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan).

independentes e estdo expressos em nmol O,.mint.mg proteina™. Ndo foram observadas
diferencas significativas (ANOVA de uma via).
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Figura 4. Efeitos in vitro do dacido 3-hidroxitetradecandico (3HTA, 10,25,50,100 uM) sobre o
conteudo de NAD(P)H usando glutamato/malato como substratos. Mitocéndrias de coracdo (0,2
mg proteina.mL?) e diversas concentracdes de 3HTA foram adicionados ao meio de incubacdo no
tempo 100s, como indicado pelas setas. No fim do experimento, rotenona (4uM) foi adicionada.
Os tracos representam dados de quatro experimentos diferentes e sdao expressos em unidades
arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

Figura 5. Efeitos in vitro do acido 3-hidroxitetradecandico (3HTA) sobre a producao de perdxido
usando sucinato como substrato. Mitocondrias de coracdo (0,2mg proteina.mL?!) foram
adicionadas ao meio de incubacdo no comeco do experimento. O 3HTA (100 uM) foi adicionado
como indicado pela seta. No fim do experimento, antimicina A (AA) (0,1 pg.mL?) foi adicionada. Os
tracos representam dados de quatro experimentos diferentes e sao expressos em unidades
arbitrdrias de fluorescéncia (UAF).
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Figura 7. Efeitos in vitro do 3-hidroxitetradecandico (3HTA) sobre o potencial de membrana (AW) em
mitocondrias de cora¢do de rato usando glutamato/malato como substratos. Mitocondrias de coracdo
(0,3mg de proteina . mL1) e varias concentracGes de 3HTA (10,25,50,100 uM) foram adicionadas ao
meio de incubac¢do, assim como indicado pelas setas, na presenga de 5uM de safranina O e 1ug.mL?* de
oligomicina. Apds 100s foi adicionado atractilosideo (ATC) ao meio de incubacdao e no final do
experimento, CCCP (1 uM). Os tracos representam quatro experimentos independentes e sao expressos
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

Figura 6. Efeitos in vitro do acido 3-hidroxitetradecandico (3HTA, 10,25,50,100 uM) sobre o potencial
de membrana (AW) em mitocondrias de coracdo de rato usando glutamato/malato como substratos.
Mitocondrias de coracdo (0,3 mg de proteina . mL1) e varias concentragdes de 3HTA foram
adicionadas ao meio de incubacdo, assim como indicado pelas setas, na presenca de 5uM de
safranina O e 1ug.mL-1 de oligomicina. No fim do experimento foi adicionado CCCP (1uM). Os tracos
representam quatro experimentos independentes e sao expressos em unidades arbitrarias de
fluorescéncia (UAF).

CONCLUSAO
Nossos resultados sugerem que o 3HTA, acumulado nas deficiéncias da MTP e LCHAD, age como desacoplador da fosforilagao
oxidativa, potencialmente prejudicando a homeostase mitocondrial no coracao de ratos.
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