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RESUMO

Os acidos fitanico (Fit) e pristanico (Prist) sdo acidos graxos saturados
de cadeia lateral ramificada, cujas concentracbes estdo aumentadas em
diversas doencas peroxissomais. Os pacientes afetados por esses disturbios
apresentam predominantemente manifestagbes clinicas neurologicas. As
concentragdes elevadas do Fit e Prist, que podem chegar a 5000 uM e 300 uM,
respectivamente, no plasma dos individuos afetados, indicam que estes acidos
graxos possam ser neurotoxicos. Considerando que a fisiopatologia dos
sintomas neurolégicos dessas doengas ainda nao esta bem estabelecida, o
presente trabalho se propds a investigar os efeitos in vitro dos acidos Fit e Prist
sobre varios parametros do metabolismo energético e sobre a Na*',K*-ATPase
em cerebelo e cérebro de ratos jovens. Inicialmente, observamos que o Fit
diminuiu a atividade dos complexos da cadeia respiratéria I, |-, 1l e lI-1ll, sem
alterar o 1V, indicando que o funcionamento da cadeia respiratéria esta
prejudicado por esse acido graxo. Além disso, o Fit diminuiu o estado 3 da
respiracdo mitocondrial, achados que refletem uma inibicdo metabdlica. Por
outro lado, a atividade da enzima creatina quinase (CK), ndo foi alterada pelo
Fit, enquanto a atividade da enzima Na*,K'-ATPase foi diminuida de maneira
acentuada, indicando que a neurotransmissdo possa estar prejudicada por
esse metabdlito. Além disso, o Fit aumentou o estado 4 da respiracéo
mitocondrial e diminuiu os valores do indice de controle respiratério (RCR). O
Fit também diminuiu o potencial de membrana, que foi atenuado pela adi¢do de
NAC, e o conteudo de equivalentes reduzidos de NAD(P)H na matriz
mitocondrial, sugerindo um efeito desacoplador da fosforilagdo oxidativa. Ja o
Prist inibiu a producdo de '*CO, a partir de [1-'*C] acetato, sugerindo uma
reducdo da atividade do ciclo do acido citrico. O Prist também diminuiu
acentuadamente a atividade dos complexos [, Il e lI-lll sem interferir na
atividade do complexo IV, o que indica que esse acido graxo interfere no fluxo
dos elétrons pela cadeia respiratoria, podendo comprometer a geragao de ATP.
Além disso, o Prist diminuiu o estado 3 da respiragcdo e a razdo ADP/O,
achados que indicam uma inibicdo metabdlica e também uma diminuicdo na
eficiéncia da fosforilagdo oxidativa provocada por esse acido graxo. Também
determinamos as atividades da enzima CK, que nao foi alterada pelo Prist, e da
enzima Na* K*-ATPase que foi significativamente reduzida, o que indica que a
manutengdo do potencial de membrana necessario para o funcionamento da
neurotransmissao possa ser comprometida pelo Prist. Além disso, o Prist
aumentou o estado 4 da respiracdo mitocondrial e diminuiu os valores do indice
de RCR. O Prist também diminuiu o potencial de membrana e o conteudo de
equivalentes reduzidos (NAD(P)H) da matriz mitocondrial, achados que
sugerem um efeito desacoplador da fosforilagdo oxidativa. O Prist também
provocou inchamento mitocondrial que foi prevenido por ciclosporina e por N-
acetilcisteina, sugerindo o envolvimento do PTP nesse efeito, provavelmente
através de mecanismos oxidativos. Nossos resultados sugerem que os acidos
graxos Fit e Prist acumulados em algumas doengas peroxissomais
comprometem o metabolismo energético, atuando como desacopladores e
inibidores da fosforilagdo oxidativa, bem como a neurotransmissado. E possivel
que esses mecanismos possam estar envolvidos no dano neurolégico
apresentado pelos pacientes afetados por essas desordens.



ABSTRACT

Phytanic acid (Phyt) and pristanic acid (Prist) are branched-chain
saturated fatty acids whose concentrations are elevated in various peroxisomal
disorders. Patients affected by these disorders present predominant
neurological involvement. The elevation of plasma Phyt and Prist
concentrations that can reach up to 5000 uM and 300 uM, respectively, indicate
that these fatty acids may be neurotoxic. Considering that the pathophysiology
of the neurological symptoms of these diseases are not well established, the
present work proposed to investigate the in vitro effects of Phyt and Prist on
various parameters of energy metabolism and Na',K'-ATPase in cerebellum
and brain of young rats. Initially, we observed that Phyt diminished the activities
of complexes I, |-, Il and II-IIl but not IV of the respiratory chain, indicating that
the respiratory chain function is impaired by this fatty acid. In addition, Phyt
decreased state 3 of respiration, reflecting a metabolic inhibition. On the other
hand, the activity of creatine kinase was not altered by this metabolite, whereas
the activity of Na’,K'-ATPase was drastically reduced, indicating that the
neurotransmission is probably compromised by this metabolite. Besides, Phyt
markedly increased state 4 respiration and reduced the respiratory control ratio.
Phyt also diminished the mitochondrial membrane potential, attenuated by
NAC, and the matrix NAD(P)H levels, suggesting an uncoupler effect of
oxidative phosphorylation. Regarding on Prist effects, this fatty acid decrease
“CO, production from labeled acetate suggesting an impairment of CAC
functioning. Prist also reduced the activities of the respiratory chain complexes
and observed that this fatty acid reduced the activity of complexes I, Il and II-llI
without interfering with complex 1V, indicating that this fatty acid compromises
ATP generation. In addition, Prist decreased state 3 of respiration and ADP/O
ratio, indicating a metabolic inhibition provoked by this fatty acid. We also
determined the activities of creatine kinase, that was not altered by Prist, and
Na",K*-ATPase, that was significantly reduced, indicating that the maintenance
of membrane potential necessary to a normal neurotransmission may be a
compromise by Prist. In addition, Prist increased state 4 respiration and
diminished the respiratory control ratio. Prist also diminished the mitochondrial
membrane potential, which was not prevented by NAC, and the matrix
NAD(P)H levels, suggesting an uncoupler effect of oxidative phosphorylation.
Prist also provoked mitochondrial swelling and this effect was prevented by both
cyclosporine and NAC, suggesting a PTP involvement on this effect probably
through oxidative mechanisms. Taken together, our results suggest that the
fatty acids Phyt and Prist accumulated in some peroxisomal diseases
compromise energy metabolism, acting as uncouplers and oxidative
phosphorylation inhibitors, as well as the neurotransmission. It is feasible that
these mechanisms may be involved with the neurological damage presented by
patients affected by these disorders.
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1. INTRODUGAO

1.1.1. Erros Inatos do Metabolismo

Em 1908, Sir Archibald E. Garrod usou o termo erros inatos do
metabolismo (EIM) para designar doengas como a alcaptonuria, em que 0s
individuos afetados excretam grandes quantidades de acido homogentisico na
urina. Garrod observou uma maior frequéncia desta doenga em individuos de
uma mesma familia e maior consanguinidade entre os pais dos pacientes.
Baseando-se nas leis de Mendel e no fato de que os pais dos individuos
afetados ndo apresentavam a doenca, Garrod propés um modelo de heranca
autossdmica recessiva para este disturbio. Através da observagao de que o
acido homogentisico presente em excesso na urina dos pacientes era um
metabdlito normal da degradagédo proteica, ele relacionou este acumulo a um
bloqueio na rota de catabolismo da tirosina. Com o surgimento de novos
disturbios relacionados a alteragdes genéticas e que envolviam o acumulo de
outras substancias nos liquidos biolégicos dos pacientes, postulou-se que
estas doencas resultavam da sintese qualitativa ou quantitativamente anormal
de uma proteina, enzimatica ou nado, pertencente ao metabolismo (Scriver et
al., 2001). Presumiu-se, entdo, que em consequéncia deste bloqueio
metabdlico pode ocorrer o acumulo de precursores da reacio catalisada pela
enzima envolvida, com a formacdo de rotas metabdlicas alternativas e a
deficiéncia de produtos essenciais ao organismo (Bickel 1987).

Até o momento foram descritos mais de 500 EIM, a maioria deles
envolvendo processos de sintese, degradagao, transporte e armazenamento
de moléculas no organismo (Scriver et al., 2001). Embora individualmente
raras, essas doengas em seu conjunto afetam aproximadamente 1 a cada 500
a 2.000 recém nascidos vivos (Bari¢ et al., 2001).



1.1.2. Metabolismo dos acidos fitanico e pristanico

O acido fitanico (acido 3,7,11,15-tetrametilhexadecandico; Fit) € um
acido graxo saturado de cadeia lateral ramificada derivado da clorofila. O Fit
nao € produzido no intestino humano, mas microorganismos presentes no
sistema gastrointestinal de ruminantes podem metabolizar a clorofila,
liberando fitol, que é entdo convertido nesse acido (Allen et al., 2008). Esse
acido graxo é proveniente da dieta, principalmente de carne e laticinios e,
inicialmente, entra no peroxissomo a partir da proteina carreadora de esterdis
2 (SCP2). O metabolismo peroxissomal do Fit ocorre por a-oxidagao
principalmente nos rins e no figado, onde atuam quatro enzimas que
transformam o Fit em acido pristanico (acido 2,6,10,14-tetramethyl
pentadecandico, Prist) (Figura 1). O Prist € posteriormente degradado atraves
de 3 ciclos da B-oxidagao peroxissomal, seguido pela -oxidagado mitocondrial
(Figura 2). Esse acido graxo também pode ser proveniente diretamente da
dieta de fontes como gordura bovina e alguns tipos de peixes, entrar no
peroxissomo e sofrer a p-oxidacédo (Wanders et al., 2001; Wanders e Komen
2007; Wierzbicki 2007).

Como apenas o isbmero com o grupamento 2-metil na configuragédo S
pode ser degradado via -oxidagao peroxissomal, &€ necessario que o Prist-2R
seja convertido em um isémero 2S pela a-metil-acil CoA racemase (AMACR)
antes de sua degradacado. Essa enzima cataliza a conversao de varios (2R)-
metil-acil-CoAs de cadeia ramificada aos seus Isbmeros S correspondentes e
nao esta diretamente envolvida com a p-oxidagdo peroxissomal, mas é
importante para que ela ocorra normalmente, além de também estar envolvida
na degradagé&o dos sais biliares (Figura 3).

O primeiro passo da f-oxidag&do peroxissomal € catalizado pela proteina
multifuncional 2 (MFP 2), também chamada de proteina D-bifuncional, que
exerce atividades de hidratase e desidrogenase. O ultimo passo dessa via de
degradagéao é catalizada por uma tiolase e o produto final dos trés ciclos da f3-
oxidagdo € o composto 4,8-dimetilnonanoil-CoA, que €& exportado do

peroxissomo para a mitocondria, onde segue a f-oxidagdo mitocondrial.



(Ferdinandusse et al., 2000; Ferdinandusse et al., 2006; Mclean et al., 2002;
Smith et al., 2010; Verhoeven e Jakobs 2001).
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Figura 1. a-Oxidagado peroxissomal. Adaptado de (Verhoeven e Jakobs 2001)
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1.1.3. Peroxissomos

Os peroxissomos s&do organelas presentes em praticamente todas as
células eucariotas. Na maioria das células humanas, sua presenga pode
variar de menos de cem a mais de mil peroxissomos por célula. Sua matriz
granular contem mais de 50 enzimas que participam de varios processos
metabdlicos, incluindo a B-oxidagcdo de certos acidos graxos e também a
biossintese de fosfolipideos, acidos biliares e compostos isoprendides
(Scriver et al., 2001). Essa organela representa um dos principais sitios na
célula onde radicais de oxigénio sdo gerados e eliminados (Yeldandi et al.,
2000).

Ha um amplo grupo de erros inatos do metabolismo (EIM) onde ha
alteragdes peroxissomais. A incidéncia estimada dessas desordens é de
1:20.000 a 1:100.000 nascidos vivos. Elas sdo divididas em dois grupos: a)
defeitos com alteragdo em uma proteina envolvida na o ou B-oxidagcéo e b)
doencgas hereditarias causadas por defeitos na biogénese peroxissomal. Os
acidos graxos Fit e Prist se acumulam em diversas dessas doengas

hereditarias de ambos os grupos (Mclean et al., 2002; Scriver et al., 2001).

1.1.4. Defeitos peroxissomais com alteragao em uma proteina envolvida na

o ou f-oxidacao

1.1.4.1. Doenca de Refsum classica ou adulta

A doencga de Refsum classica ou adulta (OMIM 26650) € uma doencga
neurometabodlica rara caracterizada por um defeito no gene estrutural que
codifica a enzima fitanoil-CoA hidroxilase, levando ao acumulo do Fit nos
tecidos e liquidos biolégicos dos pacientes. Essa enzima cataliza o primeiro
passo da a-oxidagdo peroxissomal, convertendo fitanoil-CoA em 2-hidroxi-
fitanoil CoA (Reiser et al., 2005; Wierzbicki e Lloyd 2007). Quando ocorre um
bloqueio na atividade da enzima fitanoil-CoA hidroxilase, as concentragdes
plasmaticas de Fit nos pacientes podem atingir até 5000 pyM (niveis em



individuos normais: até 30 uM) (Wanders et al., 2003). Os pacientes afetados
pela doenga de Refsum classica apresentam multiplos sintomas clinicos que
geralmente comegam a aparecer durante a infancia. Os principais sinais
clinicos incluem retinite pigmentosa, polineuropatia periférica e ataxia
cerebelar, todos neurologicos. Outros achados menos comuns incluem
arritmias cardiacas, déficits auditivo e olfatorio, ictiose, perda de viséo,
disturbios psiquiatricos e proteinuria. Todos os pacientes afetados apresentam
sinais de retinite pigmentosa (degeneracdo da retina), sendo considerado o
sintoma inicial da doenca, precedendo até mesmo os achados bioquimicos
caracteristicos. Essa degeneracgao retinal caracteristica parece ser devida ao
acumulo excessivo de Fit no tecido ocular. Exames patoldgicos revelam quase
uma perda completa dos fotorreceptores, afinamento da camada nuclear
interna e redugdo no numero de células ganglionais da retina. Por outro lado,
as disfuncbes cerebelares também sdo bem estabelecidas, incluindo ataxia e
tremores. Contudo, essas disfungcbes cerebelares se manifestam em um
periodo mais tardio quando comparadas com a retinopatia e a neuropatia
caracteristicas. A autdpsia de um paciente com doenca de Refsum revelou
anormalidades histopatolégicas cerebelares, incluindo células de Purkinje
proeminentes. A neuropatia periférica afeta a parte motora e sensorial, sendo
caracterizada por fraqueza e atrofia muscular e disturbios sensoriais.
Diferentemente da retinite, pode n&o ser detectada no inicio da doenga. (Chow
et al., 1992; Wierzbicki 2007; Wierzbicki e Lloyd 2007).

1.1.4.2. Deficiéncia da o -metil-acil CoA racemase

A deficiéncia da atividade da o-metil-acil CoA racemase (AMACR)
(OMIM 604489) é uma desordem rara que resulta no acumulo de R-isbmeros
do Prist e intermediarios de sais biliares e se manifesta principalmente em
adultos. Pacientes portadores dessa desordem apresentam neuropatia
periférica que afeta a parte motora e sensorial, embora ha o relato de pelo
menos um caso com coagulopatia e colestase no periodo neonatal devido a

anormalidade nos sais biliares (Setchell et al., 2003). Nos pacientes afetados



observa-se o0 acumulo de Fit e Prist (em torno de 25 e 300uM no plasma,
respectivamente), além de intermediarios de sais biliares (Ferdinandusse et al.,
2002). A mutacdo predominante dessa enzima é a c.154T>C que foi
encontrada na maioria dos casos descritos da deficiéncia de AMACR. Essa
mutacado tem carater de heranga autossémica recessiva e esta relacionada
tanto com a forma adulta quanto a forma neonatal dessa desordem (Smith et
al., 2010).

1.1.4.3. Defeito da proteina D-bifuncional

A deficiéncia da proteina D-bifuncional (OMIM 261515) pode ser
classificada em 3 tipos: tipo | com deficiéncia das unidades hidratase e
desidrogenase, tipo Il com deficiéncia isolada na hidratase e tipo Ill com
deficiéncia isolada na desidrogenase. Os pacientes portadores dessa
desordem normalmente morrem no primeiro ano de vida (Mdller et al., 2001).
Os achados clinicos s&o hipotonia, dismorfismo facial, atraso psicomotor,
convulsdes neonatais, defeitos de migracdo neonatal ou desmielinizagdo. Os
pacientes afetados acumulam acidos graxos de cadeia muito longa,
intermediarios dos sais biliares, Prist (até 80 uM em plasma) e/ou Fit (mais de
190 uM em plasma) (Ferdinandusse et al., 2002; Khan et al., 2010; Verhoeven
e Jakobs 2001).

1.1.5. Disturbios da biogénese de peroxissomos

Os disturbios da biogénese de peroxissomos ocorrem devido a
mutagdes nos genes PEX, os quais codificam proteinas chamadas de
peroxinas que sao responsaveis pela importacdo de proteinas do citosol para a
matriz peroxissomal, bem como de proteinas que serdo introduzidas na
membrana peroxissomal. As proteinas que deverdo ser direcionadas para a
matriz peroxissomal possuem dois tipos de sequéncias sinalizadoras (PTS1 e
PTS2) que s&o reconhecidas pelas peroxinas. A maioria das proteinas de



matriz peroxissomal possui a sequéncia do tipo PTS1. Essas desordens sao
geralmente classificadas em dois espectros clinicos: o espectro de Zellweger
que inclui a doenga de Refsum infantil, a sindrome de Zellweger e a
adrenoleucodistrofia neonatal e os variantes da condrodisplasia rizomélica
punctata tipo | (CRPI). Geralmente, as células de pacientes portadores das
doengas do espectro de Zellweger podem apresentar defeito tanto na
importacdo de proteinas com sequéncia PTS1 quanto na importacdo de
proteinas com sequéncia PTS2. Por outro lado, células de individuos afetados
pela CRP | apresentam defeito no transporte de proteinas com sequéncia
PTS2.

1.1.5.1. Sindrome de Zellweger

A sindrome de Zellweger (SZ) (OMIM 214100) constitui-se em um grupo
de desordens com diferentes defeitos genéticos que apresentam em comum a
auséncia de peroxissomos funcionais, levando a varias anormalidades
bioquimicas, bem como sintomas clinicos variaveis (Verhoeven e Jakobs
2001). A SZ é a doencga peroxisomal que apresenta fendtipo clinico mais
severo, sendo caracterizada por malformacdes que afetam o desenvolvimento
do cérebro, figado, rins e esqueleto. Os pacientes portadores dessa desordem
apresentam anormalidades craniofaciais e oculares caracteristicas, além de
hipotonia, fraqueza e convulsdes no periodo neonatal. Normalmente os
pacientes morrem no primeiro ano de vida. A SZ €& originada a partir de
mutagdes dos genes PEX, que codificam proteinas (peroxinas) necessarias
para a formacao de importantes proteinas na matriz e membrana peroxissomal
(Mdller et al., 2010). Por outro lado, alguns defeitos da biogénese peroxissomal
podem manifestar sintomas menos severos, como retardo psicomotor,
disfungéo neuroldgica leve e expectativa de vida superior a 10 anos. No plasma
dos pacientes afetados pela SZ, Fit e Prist estdo presentes em concentragdes
elevadas, podendo atingir niveis plasmaticos superiores a 500 e 90 uM,
respectivamente (Ferdinandusse et al., 2002; Scriver et al., 2001; Verhoeven e
Jakobs 2001).



1.1.5.2. Adrenoleucodistrofia neonatal

A adrenoleucodistrofia neonatal (OMIM 202370) é uma doenga menos
severa que a sindrome de Zellweger. Os pacientes afetados apresentam
leucodistrofia progressiva, hipotonia, perda de audi¢ao, retinopatia, retardo no
desenvolvimento psicomotor, convulsdes, problemas cardiacos e normalmente
morrem durante a infancia. A desmielinizacao é difusa, afetando o cérebro e o
cerebelo com envolvimento no nucleo dentado e peridentado. Nos tecidos e
liquidos biologicos dos pacientes sao encontrados niveis elevados de Fit,
acidos graxos de cadeia muito longa, acido pipecolico e acidos biliares (Kelley
et al., 1986; Poll-The et al., 2004).

1.1.5.3. Condrodisplasia rizomélica punctata tipo | (CRP I)

A CRP | também é classificada como um disturbio da biogénese de
peroxissomos e € causada por um defeito no gene que codifica o receptor
Pex7p que é uma importante proteina participante da sintese dessas
organelas. Esse receptor reconhece proteinas peroxissomais que possuem a
sequéncia sinalizadora PST2. Dessa forma, todas as proteinas com essa
sequéncia nao sao direcionadas corretamente para o interior do peroxissomo,
ja que o receptor se encontra defeituoso. O acumulo de Fit é explicado pelo
fato de que a enzima fitanoil-CoA hidroxilase, enzima participante da a-
oxidagéo do Fit, possui PST2. O acumulo de Fit € a caracteristica bioquimica
marcante da CRP |, pois as concentragbes encontradas desse metabdlito sao
maiores que em outras desordens da biogénese de peroxissomos. O fendtipo
da CRP | é severo e acompanhado por catarata congénita e anormalidades no
desenvolvimento, incluindo atrasos na mielinizagdo e outras anormalidades,
além de atrofia cerebelar progressiva. Além disso, grande parte dos pacientes
portadores de CRP | n&o sobrevive ao periodo neonatal e os demais n&o

ultrapassam os 5 anos de vida, normalmente devido a complicacdes



respiratorias. (Bams-Mengerink et al., 2006; Braverman et al., 2010; Powers et
al., 1999).

1.1.5.4. Doenca de Refsum Infantil

A doenga de Refsum infantil (OMIM 266510) representa o fendtipo
menos severo dentre os disturbios do espectro de Zellweger. Clinicamente, ela
se distingue da doenga de Refsum classica devido ao fato de que os pacientes
apresentam retardo no desenvolvimento fisico e mental, hepatomegalia e
osteopenia, além de retinite pigmentosa e déficit auditivo. Bioquimicamente, os
individuos afetados apresentam elevados niveis plasmaticos de acidos graxos
de cadeia muito longa, acidos di- e trihidroxicolestandico, acido pipecalico,
além do Fit (Cakirer e Savas 2005Tran, 2011).

1.1.6 Diagnéstico das doengas com acumulo dos acidos fitanico (Fit) e

pristanico (Prist)

O diagnéstico das doengas metabdlicas com acumulo do Fit e Prist deve
ser realizado com base na analise das concentracbes plasmaticas desses
acidos graxos por cromatografia gasosa, além da medida da atividade da
enzima defeituosa em fibroblastos para confirmar o defeito nos processos de a
ou p-oxidagdo. Também a analise mutacional e medida de outros compostos
que possam estar acumulados nessas doengas podem auxiliar no diagnaostico.
(Ferdinandusse et al., 2002; Johnson et al., 2003; Muller et al., 2010; Smith et
al., 2010).

1.1.7 Tratamento

Os tratamentos disponiveis até o momento para as doencgas

peroxissomais sao usualmente de suporte, com o objetivo de tratar as



convulsdes, disfungdes hepaticas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes
(Steinberg 1995). Alguns estudos mostraram que a administragcéo oral de acido
biliar melhorou a fungdo hepatobiliar em muitas criangas com SZ (Maeda et al.,
2002; Setchell et al., 1992).

Considerando que o Fit € obtido exclusivamente da dieta, principalmente
de carne vermelha e laticinios, o tratamento para a doenga de Refsum e para a
deficiéncia de AMACR é baseado na restricdo dietética desse acido graxo
(Ferdinandusse et al., 2002; Smith et al., 2010). O primeiro paciente portador
da doenca de Refsum tratado com restricao dietética de Fit obteve a diminuicéo
significativa nos niveis plasmaticos do metabdlito, melhora significativa na
polineuropatia, além da estabilizagdo da retinite pigmentosa, indicando que o
Fit & toxico para células neurais (Wanders et al., 2001). Muitos outros pacientes
que foram submetidos a esse tratamento obtiveram diminuicdo nas
concentragdes de Fit (Scriver et al., 2001). Contudo, no inicio do tratamento os
niveis de Fit podem aumentar, sugerindo que reservas teciduais sao
mobilizadas quando a ingesta é diminuida. Dessa forma, além da restricdo de
Fit na dieta, é indicado um rigoroso controle na ingesta calorica para evitar a
mobilizacdo excessiva de gordura que possa causar um aumento significativo
nos niveis de Fit. Entretanto, deve-se destacar que esse tratamento esta longe
de ser efetivo, provavelmente porque a fisiopatogenia da doenga é pouco
conhecida.

1.1.8 Fisiopatologia das doengas com acumulo dos acidos fitanico (Fit) e

pristanico (Prist)

Os mecanismos de dano cerebral dos pacientes portadores de doencgas
com acumulo dos acidos Fit e/ou Prist ndo estdo completamente esclarecidos,
embora haja evidéncias apontando para uma agéo téxica dos mesmos.

Recentemente, um estudo estabeleceu um modelo genético nocaute
para a SZ, onde foi observado estresse oxidativo, morte celular neuronal e
prejuizo no desenvolvimento cerebelar (Muller et al., 2010). Também foi

desenvolvido recentemente um modelo nocaute de ratos para a proteina D-



bifuncional. Os animais apresentaram retardo severo no crescimento na
primeira semana apos o nascimento e 40% de mortalidade durante esse
periodo (Baes et al., 2000). Por outro lado, Ferdinandusse e colaboradores
(2003) demonstraram que houve dano oxidativo lipidico e ao DNA em plasma e
urina de pacientes portadores da deficiéncia da enzima D-bifuncional. Além
disso, os pesquisadores mostraram também que houve um desequilibrio entre
a geracdo de perdéxido de hidrogénio e a atividade da enzima catalase,
responsavel por sua degradacdo, em fibroblastos de pacientes. Também foi
demonstrado que o Prist exerceu uma acentuada atividade citotéxica em
células cerebrais, causada por alteracdes do Ca** intracelular, despolarizagéo
mitocondrial e morte celular. O Prist também induziu marcadamente a geragao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), enquanto o Fit exerceu apenas efeitos
moderados sobre esse parametro (Ronicke et al., 2009). Nosso grupo mostrou
recentemente que o Fit induziu dano oxidativo e reduziu as defesas
antioxidantes em ratos jovens (Leipnitz et al., 2010). Além disso, estudos
recentes demonstraram que o Fit causa morte celular em astrocitos cultivados
de hipocampo de ratos (Kahlert et al., 2005). Essa morte celular astrocitaria é
precedida por um aumento significativo na produgdo de anion superoxido,
despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial e liberagdo do
citocromo ¢ (Kahlert et al., 2005). O efeito toxico do Fit também tem sido objeto
de intenso estudo em mitocondrias isoladas de cérebro. Foi demonstrado que o
Fit possui atividade protonofora, inibe a translocase ADP / ATP e o fluxo de
elétrons em mitocéndrias e sinaptossomas de cérebro de ratos, levando a uma
diminui¢do da produgédo de ATP mitocondrial (Komen et al., 2007; Schonfeld et
al., 2004). Nesse contexto, também foi mostrado que este acido facilita a
abertura do poro de permeabilidade transitoria (PTP) em mitocéndrias pré-
tratadas com baixas quantidades de Ca®* (Schonfeld et al., 2004).

Por outro lado, Ferdinandusse e colaboradores (2008) demonstraram
recentemente alteragées patogénicas em um modelo animal da doenga de
Refsum obtido através do desenvolvimento de uma linhagem de camundongos
nocaute para a enzima fitanoil-CoA hidroxilase que foram submetidos a uma
dieta suplementada com fitol, precursor do Fit. Este estudo verificou que os
camundongos desenvolveram neuropatia periférica e ataxia cerebelar com

perda de células de Purkinje. Além disso, o acumulo de Fit causou astrocitose,



bem como desencadeou mecanismos de adaptacdo como o aumento nas
concentracdes de proteinas ligantes de Ca?*. Esse ultimo achado esta de
acordo com resultados prévios obtidos in vitro evidenciando que astrocitos
hipocampais tém uma alta liberagdo de Ca®* intracelular quando expostos ao
Fit (Kahlert et al., 2005).

Outros estudos mostraram que o Fit age como ativador receptores
nucleares retindide-X (RXR) e de receptores ativadores da proliferacdo de
peroxissomos (PPAR). Esses receptores atuam como fatores de transcricdo
que regulam a expressdo génica de proteinas envolvidas no metabolismo de
lipidios e glicose, bem como na proliferagcdo dos peroxissomos. Além disso, os
efeitos do PPAR também estéo relacionados a regulagao da apoptose (Roberts
et al., 2002). O receptor PPAR possui trés isoformas PPARa, PPARB e PPARYy,
sendo que o Fit € um ligante natural da PPARa. O PPARa esta distribuido em
tecidos com elevado metabolismo de acidos graxos, tais como tecido adiposo
marrom, figado, rins e coragdo. O PPARa ativado se dimeriza com os RXR e
este complexo se liga a fatores de resposta para proliferagdo de peroxissomos
localizados nos promotores de varios genes (Berger e Wagner 2002).

Seedorf (1998) por sua vez demonstrou uma agdo do Fit sobre
receptores nucleares, modulando a expressao génica. Utilizando camundongos
nocaute para a proteina carreadora de esterdis-2 (SCP-2) tratados com uma
dieta rica em fitol, verificou que os camundongos mutantes desenvolveram
letargia, ataxia, perda de peso corporal e neuropatia periférica. Outros estudos
também evidenciaram uma agdo do Fit sobre a expressdo génica
demonstrando que uma dieta rica em fitol em camundongos nocaute para a
enzima da fitanoil-CoA hidroxilase leva ao acumulo de Fit, acido fiténico e Prist
e que o Fit causa aumento na expressdo de enzimas da [-oxidacao
mitocondrial e peroxissomal via ativacdo do PPARa, causando modificagdes no
metabolismo de acidos graxos (Gloerich et al., 2005).

Embora varias observagdes indiquem que defeitos no metabolismo
energético mitocondrial, bem como produgdo aumentada de ERO estéo
envolvidas na toxicidade do Fit e do Prist em pacientes portadores de doencas
com acumulo desses acidos graxos, 0s mecanismos subjacentes que mediam

esses efeitos deletérios sdo pouco conhecidos.



1.1.9 Metabolismo Energético Cerebral

7

O cérebro é um dos 6rgdos mais ativos metabolicamente, entretanto
possui reservas energéticas extremamente pequenas em relacdo a sua

demanda energética metabdlica (Dickinson 1996).

A glicose € o principal metabdlito energético no cérebro (Erecinska e
Silver 1994). Em condigdes normais o metabolismo energético nos tecidos
neurais € mantido, quase que exclusivamente, pelo metabolismo oxidativo da
glicose (Sokoloff 1993). A oxidacdo da glicose no ceérebro ocorre mais
rapidamente do que em outros 6rgdos como figado, coragdo ou rins. Em
contraste com outros tecidos, o cérebro ndo necessita de insulina para captar e
oxidar a glicose. Entretanto, no jejum, corpos cetdnicos podem substituir mais

de 50% das necessidades energéticas cerebrais (Dickinson 1996).

A oxidag&do da glicose através da via glicolitica forma piruvato, que é
convertido a CO, e H,O no ciclo do acido citrico e na cadeia transportadora de
elétrons. O acoplamento entre a cadeia transportadora de elétrons e a
fosforilagdo oxidativa gera grande parte do ATP necessario ao cérebro
(Erecinska e Silver 1994).

E bem conhecido que no cérebro a fosforilagdo oxidativa fornece em
torno de 95% de todo o ATP sintetizado. O mecanismo que auxilia a
manutengdo dos niveis cerebrais de ATP é o sistema da creatina quinase. A
creatina quinase esta presente tanto no citosol quanto ligada as membranas
mitocondriais e catalisa a transferéncia reversivel de um fosfato entre a
fosfocreatina e o ATP. O alto fluxo da reac&o na direcdo da sintese de ATP, em
situagcbes de consumo de ATP, indica que a reagdo é crucial para a
manutengdo de concentragdes constantes dos substratos energéticos no
citosol. O sistema creatina/fosfocreatina/creatina quinase tem sido associado a
algumas fungdes particularmente importantes para o cérebro: tamponamento

energético (através da regeneracédo do ATP a da manutenc&o de niveis baixos



de ADP) e transferéncia de ATP de sitios de produgao para outros de consumo
(Erecinska e Silver 1994).

1.1.10 Metabolismo Energético e Doengas Neurodegenerativas

Numerosas hipoteses tém sido propostas para explicar a fisiopatologia
das doengas de Alzheimer, Huntington e Parkinson, sem, no entanto, obter até
o momento uma explicacéo satisfatdria para o dano cerebral dessas doencgas.
Entretanto acredita-se que possiveis mecanismos envolvam deficiéncia no
metabolismo energético, estresse oxidativo e neurotoxicidade mediada por
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, ou, possivelmente, um somatorio
desses fatores (Rose e Henneberry 1994). Uma das hipdteses € de que
alteragdes na cadeia transportadora de elétrons seria o evento etioldgico
primario na maioria dessas doengas (Parker et al., 1990; Swerdlow et al.,
1998).

O cérebro é altamente dependente de energia para seu funcionamento
normal e a mitocondria € a estrutura intracelular que mantém os suprimentos
de energia para o cérebro. Uma alteragao funcional nessa estrutura pode levar,
portanto, a alteragbes patoldgicas nos neurbnios e astrécitos (Beal 1995;
Bowling e Beal 1995; Davis et al., 1995). Mutagdes no DNA mitocondrial e
reagdes envolvendo geracdo de espécies reativas podem danificar a
mitocéndria e diminuir a atividade dos complexos da cadeia respiratéria. Uma
diminui¢do no transporte de elétrons, além de causar um prejuizo na produgéo
de ATP, leva a uma dispersdo dos elétrons na forma de radicais livres

potencialmente danosos a célula.

Numerosas evidéncias relacionam doencgas neurodegenerativas a uma
diminuicdo no metabolismo energético. Estudos demonstraram uma redugéo
na atividade do complexo | da cadeia respiratéria em cérebros postmortem de
pacientes portadores de doenga de Parkinson (Janetzky et al., 1994; Schapira
et al.,, 1989). Também ha relatos de defeitos nos complexos Il e Ill da cadeia
respiratoria e na enzima a-cetoglutarato desidrogenase, importante enzima do

ciclo do acido citrico, nessa doenga (Mizuno et al., 1990).



Na doenga de Alzheimer, a mais comum dentre as doencgas
neurodegenerativas, é encontrada principalmente uma redugdo na atividade do
complexo IV da cadeia respiratéria (Maurer et al., 2000). Estudos em cérebros
postmortem demostraram uma diminuicdo na atividade do complexo enzimatico
da piruvato desidrogenase e na atividade da enzima a-cetoglutarato
desidrogenase na doenga de Alzheimer (Gibson et al., 1988; Mastrogiacomo et
al., 1993; Perry et al., 1980).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia in vitro dos acidos fitanico (Fit) e pristanico (Prist)
sobre a homeostase energética através da determinagdo de varios parametros

do metabolismo energético em cérebro de ratos jovens.

1.2.2 Objetivos especificos

* Avaliar os efeitos do Fit sobre as atividades dos complexos enzimaticos
[, I-111, 11, 1I-lll e IV da cadeia respiratéria, da creatina quinase (CK) e da

Na®,K*- ATPase sinaptica cerebelo de ratos jovens;

* Avaliar os efeitos do Fit sobre os parametros respiratérios estados 3, 4 e
indice de controle respiratorio (RCR), medidos através do consumo de
oxigénio, além do potencial de membrana mitocondrial, o conteudo dos
equivalentes reduzidos NADH e NAD(P)H e o inchamento mitocondrial

em cerebelo de ratos jovens;

* Avaliar os efeitos do Prist sobre as atividades dos complexos
enzimaticos |, Il, II-Ill e IV da cadeia respiratéria, da CK e da Na*,K’-

ATPase sinaptica cérebro de ratos jovens;

* Avaliar os efeitos do Prist sobre os parametros respiratorios estados 3,
4, RCR e razdo ADP/O, medidos através do consumo de oxigénio, além



do potencial de membrana mitocondrial, o conteudo dos equivalentes
reduzidos NADH e NAD(P)H e o inchamento mitocondrial em cérebro de

ratos jovens.
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lI.1. DISCUSSAO

As doencas peroxissomais sao disturbios causados por defeitos na
biogénese dos peroxissomos ou pela auséncia de uma atividade enzimatica
peroxissomal especifica, resultando no acumulo tecidual do acido fitanico (Fit)
e/ou do acido pristanico (Prist) nos pacientes afetados. No seu conjunto, esses
disturbios apresentam uma prevaléncia estimada de 1:20.000 a 1:100.000
nascidos vivos (Mclean et al., 2002; Scriver et al., 2001). Embora as
manifestagdes clinicas dos afetados por essas doengas sejam variaveis,
sintomas neurologicos e anormalidades cerebrais (principalmente no cortex
cerebral e cerebelo) sdo predominantes (Verhoeven e Jakobs 2001). No
entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos fisiopatoldgicos do dano cerebral
que acomete os pacientes portadores dessas doencas. Neste contexto, é
possivel que o acumulo do Fit e do Prist possam ser neurotdxicos. Varios
estudos experimentais apontam para essa hipotese. Foi verificado que o Fit
causa morte celular em astrocitos de hipocampo de ratos precedida por um
aumento significativo na produgdo de anion superéxido, despolarizagdo do
potencial da membrana mitocondrial e liberagdo do citocromo ¢, além de
reduzir os niveis celulares de ATP e facilitar a abertura do poro de
permeabilidade transitéria mitocondrial (PTP) (Kahlert et al., 2005). Nosso
laboratorio observou recentemente que este acido graxo induz dano oxidativo e
reduz as defesas antioxidantes em cérebro de ratos, além de alterar a
homeostase energética mitocondrial e a atividade sinaptica da Na*,K*-ATPase
em cortex cerebral (Leipnitz et al., 2010). Por outro lado, demonstrou-se que o
Prist & citotéxico para células neurais cultivadas, alterando a homeostase

intracelular do Ca®*, causando despolarizacdo mitocondrial e morte celular. Foi



também verificado que o Prist induz a geracédo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) predominantemente em neurdnios e o que o Fit possui uma agao

semelhante, mas de menor grau (Ronicke et al., 2009).

A mitocdndria, além de ser fundamental para a geragdo de energia
envolvida nos processos celulares, participa ativamente na geragdo de
espécies reativas e na homeostase intracelular do Ca** (Nicholls e Akerman
1982). Alteragbes nestes processos podem levar a morte celular (Liu et al.,
1996).

O objetivo da presente investigacao foi avaliar o efeito do Fit e do Prist
sobre importantes parédmetros de metabolismo energético e homeostase
mitocondrial ainda ndo estudados em ceérebro e cerebelo de ratos jovens.
Avaliamos o efeito desses compostos, em concentragdes similares as que se
encontram nos tecidos de doengas peroxissomais onde eles se acumulam,
sobre o transporte de elétrons pela cadeia respiratoria (atividades dos
complexos I-1V), a transferéncia intracelular de energia (atividade da creatina
quinase) e a atividade da Na®,K'-ATPase, bem como sobre os parametros
respiratorios estados 3 e 4, indice de controle respiratério (RCR), além do
potencial de membrana, o conteudo dos equivalentes reduzidos NADH e
NAD(P)H e o inchamento mitocondrial.

No capitulo |, verificamos que o Fit inibiu acentuadamente a atividade da
enzima Na*,K*-ATPase em cerebelo de ratos de maneira dose-dependente em
todas as concentragdes testadas, sugerindo que a neurotransmissao possa
estar prejudicada pelo Fit, ja que esta enzima é responsavel pela manutencéo
do potencial de membrana celular necessario para a excitabilidade neuronal

(Erecinska et al., 2004; Erecinska e Silver 1994). Antioxidantes enddgenos



(GSH e a-tocoferol) ndo foram capazes de prevenir a inibicdo da atividade da
Na’,K'-ATPase causada pelo Fit, o que sugere que dano oxidativo a
grupamentos vulneraveis da enzima provavelmente ndo esta envolvido nesse
efeito. Por outro lado, a atividade da enzima creatina quinase (CK) n&o foi
alterada pelo Fit, sugerindo que esse acido graxo nao interfere com a
transferéncia intracelular de energia.

Também observamos que o Fit diminuiu significativamente as atividades
dos complexos I, I-lll, 1l e Il-lll, sem alterar a atividade do complexo IV da
cadeia respiratoria em preparacdes de cerebelo de ratos, sugerindo uma acgéo
seletiva para o Fit. Presumimos, portanto, que o efeito inibidor desse acido
graxo sobre o transporte de elétrons pela cadeia respiratoria possa
potencialmente diminuir a producdo de ATP. Esses resultados, aliados a
estudos anteriores de nosso laboratério e de outros grupos realizados em
hipocampo e cortex cerebral de ratos, indicam que um déficit da fosforilagdo
oxidativa cerebral causada pelo Fit possa estar implicada no dano neurolégico
apresentado por pacientes com doengas peroxissomais com acumulo desse
composto (Busanello et al., 2010; Schonfeld et al., 2004; Schonfeld e Reiser
2006).

Considerando que a Na',K'-ATPase esta ancorada em membranas
sinapticas e que sua atividade depende da interacdo com os lipideos da
membrana e que os complexos da cadeia respiratoria sdo componentes da
membrana mitocondrial interna, investigamos se essas atividades poderiam
estar alteradas pela incorporacdo do Fit em membranas biologicas e
consequente interagdo com a enzima Na*,K'-ATPase e com os complexos da

cadeia respiratdria. Nossos experimentos revelaram que o Fit aumentou



significativamente a fluidez de membranas plasmaticas sinapticas refletida pela
diminuicdo da anisotropia (r). Presume-se, portanto que o aumento da fluidez
da membrana plasmatica sinaptica esteja relacionado com a inibicdo da
atividade da Na*,K’-ATPase provocada pelo Fit provavelmente alterando as
interagcdes entre lipideos e proteinas onde a enzima esta inserida (Carfagna e
Muhoberac 1993). Além disso, esse acido graxo provocou um aumento discreto
na fluidez de membranas mitocondriais, 0 que pode ser explicado pela
diferenca na proporcdo de lipideos e proteinas que compde as membranas
mitocondriais (20/80) relativamente a membrana sinaptica (45/55). Estudos
prévios demonstraram que o Fit pode ser incorporado em membranas
biolégicas, causando uma distorcdo na disposicdo dos fosfolipideos de
membrana, o que corrobora com nossos achados de aumento na fluidez de
membranas celulares causado por esse acido graxo (Yue et al., 1988
Steinberg, 1995).

Nossos resultados de anisotropia moderada nas membranas
mitocondriais ndo explicam totalmente as inibicdes importantes (até 80 %) dos
complexos da cadeia respiratoria pelo Fit, indicando que essas inibigdes

possam ser devidas a outros mecanismos.

No capitulo Il, investigamos o efeito do Fit sobre parédmetros respiratérios
em preparagdes mitocondriais de cerebelo de ratos. Observamos que o Fit
diminuiu o estado 3 da respiracdo celular utilizando glutamato/malato,
glutamato ou a-cetoglutarato como substratos. Acreditamos que a inibigdo
acentuada da cadeia respiratoria observada no capitulo | possa estar

relacionada com a reducdo do estado 3 da respiragao verificada, limitando o



fluxo de elétrons provenientes do glutamato/malato e reforgando o papel desse

acido graxo como um inibidor metabdlico.

Além disso, o Fit aumentou o estado 4 da respiracdo mitocondrial e
diminuiu os valores do RCR, indicando que o mesmo atua como desacoplador
da fosforilagdo oxidativa. Tendo em vista que o translocador de nucleotideos
adenina (ANT) esta envolvido no efeito desacoplador de alguns acidos graxos
(Brustovetsky et al., 1990; Samartsev et al., 2000; Skulachev 1998), testamos o
efeito do inibidor da ANT atractilosideo (ATC) sobre o consumo de oxigénio no
estado 4 na presencga do Fit. Observamos que o efeito desacoplador do Fit ndo
foi prevenido pelo ATC, indicando que o ANT provavelmente n&o esta
envolvido neste desacoplamento, atuando, portanto, por um mecanismo
distinto de outros acidos graxos. Uma alternativa para explicar nossos achados
seria a de que o Fit altera moderadamente a fluidez da membrana
mitocondrial, o que poderia modificar a permeabilidade a ions, conforme
achados preévios descritos no capitulo | (Abeywardena et al., 1983; Kimelberg e

Papahadjopoulos 1974).

O Fit também diminuiu significativamente o potencial de membrana
mitocondrial e esse efeito foi atenuado pela adicdo de NAC, sugerindo o
envolvimento de espécies reativas de oxigénio. Além disso, o conteudo de
equivalentes reduzidos (NAD(P)H) na matriz mitocondrial também foi diminuido
pelo Fit, o que reforgca o papel desacoplador desse acido graxo, visto que
desacopladores dissipam o potencial de membrana, levando a um aumento do
consumo de equivalentes reduzidos para a manutencao do potencial. Por outro

lado, o inchamento mitocondrial n&o foi alterado na presencga do Fit, sugerindo



que esse acido graxo provavelmente ndo € capaz de facilitar a abertura do

PTP.

Tomamos em conjunto, os achados dos capitulos | e Il indicam que o Fit
atua como um desacoplador e como um inibidor metabdlico, prejudicando a
fosforilacdo oxidativa, além de possivelmente alterar a neurotransmissao por

sua acgdo inibitdria sobre a enzima Na* ,K*-ATPase.

Investigamos também o papel do Prist sobre a homeostase energética e a
atividade da enzima Na®' K'-ATPase sinaptica em cortex cerebral de ratos
jovens. Assim, observamos que as atividades dos complexos [, Il e Il-lll da
cadeia respiratoria foram inibidas de maneira acentuada pelo Prist, 0 que néo
ocorreu com a atividade do complexo IV (capitulo Ill). Esses dados mostram
que esse acido graxo prejudica a fungado da cadeia respiratoria, com provavel
reflexo negativo para a fosforilagdo oxidativa. Uma consequéncia desse
bloqueio da transferéncia de elétrons pela cadeia respiratéria poderia
secundariamente levar a uma inibicdo da atividade do CAC. Assim, testamos o
efeito do Prist sobre a producdo de ™CO, a partir de [1-'*C] acetato.
Verificamos que o Prist diminuiu significativamente esse parametro, indicando
um efeito inibitorio desse acido graxo sobre o CAC. Esse efeito ndo ocorreu por
falta de CoA devido a uma possivel competicdo entre Prist e acetato pela
ligacdo com essa coenzima, formando acetil-CoA, pois observamos que a
adicdo de excesso de CoA no meio de incubacdo nao preveniu o efeito
inibitério do Prist sobre a producdo de '“CO,. Esses dados indicam que a

inibicdo do transporte de elétrons pela cadeia respiratoria possa ter levado a



inibicdo deste ciclo, embora n&o se possa afastar a possibilidade do Prist inibir

uma ou mais enzimas do CAC em cortex cerebral.

Por outro lado, o Prist ndo alterou a atividade da enzima CK em cortex
cerebral, sugerindo que a transferéncia de energia intracelular ndo foi alterada
por esse acido graxo. Observamos também uma inibigdo marcada na atividade
da enzima sinaptica Na’,K'-ATPase causada pelo Prist, indicando que a
neurotransmissdo possa estar afetada. O efeito inibitorio do Prist sobre essa
atividade nao foi alterado pelo antioxidante GSH, tornando pouco provavel um
dano oxidativo por espécies reativas causado pelo acido a grupos suscetiveis
da enzima. Nao se pode no entanto afastar a possibilidade de que o Prist se
insira na membrana plasmatica alterando sua fluidez e indiretamente reduzindo
a atividade da Na*,K'-ATPase, como ocorre com outros compostos
hidrofobicos (Abeywardena et al., 1983; Schonfeld e Struy 1999; Steinberg

1995).

Observamos também que o Prist aumentou o estado 4 da respiracao
mitocondrial e diminuiu os valores do RCR, refletindo uma possivel acao
desacopladora da fosforilagdo oxidativa desse acido graxo (capitulo V).
Observamos também que o ATC nao alterou o aumento do consumo de
oxigénio no estado 4 da respiragao, sugerindo que o Prist provavelmente atue
por um mecanismo distinto de outros acidos graxos, nao interferindo no ANT. O
conteudo de equivalentes reduzidos de NAD(P)H na matriz mitocondrial foi
reduzido na presenga do Prist e esse achado reforca o efeito desacoplador
desse acido graxo, uma vez que desacopladores estimulam a oxidagdo do

NADH. Além disso, a redugéo do pool de NAD(P)H foi totalmente restabelecido



com a adigdo de rotenona, indicando que ndo houve perda desses
equivalentes reduzidos pela matriz mitocondrial. O Prist também diminuiu
significativamente o potencial de membrana mitocondrial, o que também é
explicado por um efeito desacoplador causado por esse acido graxo, visto que
desacopladores dissipam o potencial de membrana. Por outro lado, a reducao
do potencial de membrana n&o foi prevenida pela adicdo de NAC, sugerindo
que essa diminuicdo provavelmente nao foi devido a abertura do PTP que é
induzido por espécies reativas. Nesse particular, nossos resultados anteriores
mostrando que o NAC atenua a reducédo do potencial de membrana pelo Fit,
sugerem uma agao diferenciada dos dois acidos graxos testados (Fit e Prist)

neste parametro.

Além disso, o Prist diminuiu o estado 3 da respiracdo celular,
corroborando com as inibicbes marcadas dos varios complexos da cadeia
respiratoria com provavel redugcao do fluxo de elétrons através dessa cadeia,
atuando como um inibidor metabdlico. Também verificamos que a razdo ADP/O
foi diminuida na presenga do Prist, indicando uma redugédo na eficiéncia do
acoplamento da fosforilagdo oxidativa, corroborando com os achados

anteriores de que o Prist atua como um desacoplador (Brand e Nicholls 2011).

O Prist também provocou inchamento mitocondrial que foi prevenido pela
ciclosporina A, um bloqueador classico do PTP, indicando um envolvimento da
abertura do PTP nesse efeito. O inchamento mitocondrial causado pelo Prist
também foi prevenido pelo NAC, permeavel a membranas celulares, refletindo
uma possivel oxidagdo de grupamentos tidis do PTP por esse acido. Esse

achado esta de acordo com um estudo anterior de nosso grupo, demonstrando



que o Prist causa dano oxidativo lipidico e proteico, além de reduzir os niveis
de GSH (Leipnitz et al., 2011). Entretanto, o inchamento mitocondrial
provocado pelo Prist ndo foi alterado pelo agente redutor ditiotreitol n&o
permeavel a membranas celulares, indicando que uma oxidagao externa a
mitocdndria provocada por esse acido graxo € improvavel sob nossas

condigbes experimentais.

Com base nestes dados, acreditamos que o Prist atue como um forte
desacoplador e inibidor metabdlico, facilitando a abertura do PTP bem como

apoptose e morte celular (Kowaltowski et al., 2001; Rasola e Bernardi 2011).

Devemos enfatizar que os efeitos significantes obtidos com o Fit e o Prist
ocorreram em concentragdes similares ou mesmo inferiores (10-200 pM) as
encontradas nos tecidos dos pacientes afetados por doencas peroxissomais
caracterizadas pelo acumulo desses compostos, o que indica que nossos
resultados sdo de relevancia patoldgica. Por outro lado, os efeitos obtidos pelo
Prist foram de maior intensidade relativamente aos causados pelo Fit nas
mesmas concentragdes, 0 que poderia indicar uma neurotoxicidade maior para
o Prist. No entanto, devemos ainda levar em conta que o Fit acumula-se em
concentragdes maiores na doenga de Refsum (5000 puM), doenca de Zellweger
(Fit= 500 uM; Prist= 90 uM) e na deficiéncia da proteina D-bifuncional (Fit= 190
uM; Prist= 80 uM). No entanto, o Prist possui concentragdes mais elevadas

(300 uM) relativamente as do Fit (25 puM) na deficiéncia da AMACR.

Os resultados da presente investigagdo indicam que o0s principais
metabdlitos acumulados em desordens peroxissomais exercem efeitos

deletérios importantes sobre o sistema nervoso central, alterando a



homeostase energética mitocondrial e uma atividade essencial (Na*,K'-
ATPase) para a manutengdo do potencial de membrana celular necessaria
para a neurotransmissdo, que podem estar envolvidos na disfuncao
neurolégica e nas anormalidades cerebrais e cerebelares caracteristicos nos
pacientes afetados por dessas doencas. E possivel que a disfungdo
mitocondrial atue sinergicamente com outros mecanismos patolégicos como o
estresse oxidativo (Adam-Vizi e Starkov 2010; Kowaltowski et al., 2009;
Kowaltowski e Vercesi 1999), levando ao dano neurolégico nessas doengas.
Acreditamos, portanto, que os achados deste trabalho possam auxiliar na
elucidacdo na patogenia do dano cerebral dos pacientes com doencgas
peroxissomais com acumulo dos acidos Fit e/ou Prist, servindo como base para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no tratamento e na

melhora da qualidade de vida dos portadores dessas doencas.



ll.2. CONCLUSOES

ll.2.1 Efeitos do acido fitanico (Fit) sobre a homeostase energética
mitocondrial e atividade da Na*,K*-ATPase em cerebelo de ratos

O Fit funciona como inibidor metabdlico, reduzindo atividades de varios
complexos da cadeia respiratoria e diminuindo o estado 3 da respiragao
celular. Tais achados indicam um prejuizo da fosforilagdo oxidativa
causada por esse acido graxo.

O Fit ndo altera a atividade da enzima creatina quinase (CK), sugerindo
que esse metabdlito ndo compromete a transferéncia intracelular de
energia.

O Fit diminui a atividade da enzima Na®,K*-ATPase, indicando que esse
acido graxo potencialmente prejudica a neurotransmisséo.

O Fit atua como desacoplador da fosforilacdo oxidativa, aumentando o
estado 4 da respiracdo, diminuindo o indice de controle respiratorio
(RCR), o potencial de membrana e os equivalentes reduzidos da matriz

mitocondrial.

lll.2.2 Efeitos do acido pristanico (Prist) sobre a homeostase energética
mitocondrial e atividade da Na*,K*-ATPase em cérebro de ratos

O acido pristanico (Prist) reduz atividades de varios complexos da
cadeia respiratoria, a producdo de '*CO, a partir de [1-"*C] acetato e o
estado 3 da respiracéo celular, indicando que o mesmo funciona como
um inibidor metabdlico, prejudicando o funcionamento do ciclo do acido

citrico e a fosforilagao oxidativa.



O Prist ndo reduz a atividade da enzima CK em cértex cerebral cerebral,
sugerindo que esse acido graxo ndo compromete a transferéncia
intracelular de energia.

O Prist diminuiu a atividade da enzima Na',K'-ATPase em cortex
cerebral, indicando que esse acido graxo altera o potencial de
membrana necessario para a manutencao da excitabilidade neuronal.

O Prist atua como desacoplador da fosforilagdo oxidativa, por aumentar
o estado 4 e diminuir RCR, a razdo ADP/O, o potencial de membrana
mitocondrial e o conteudo de equivalentes reduzidos de NAD(P)H na
matriz mitocondrial em cérebro total.

O Prist provoca inchamento mitocondrial que é prevenido tanto pela
adicdo de ciclosporina quanto pela adicdo de NAC, demonstrando o
envolvimento do PTP nesse efeito, provavelmente através de

mecanismos oxidativos em cérebro.



ll.3. PERSPECTIVAS

* Investigar o efeito in vitro do acido pristanico (Prist) sobre a homeostase
energética mitocondrial e a atividade da enzima Na',K'-ATPase em
cerebelo de ratos jovens;

* Avaliar o efeito in vitro dos acidos fitanico (Fit) e Prist sobre parédmetros
do metabolismo energético em coragao de ratos;

* Avaliar o efeito ex vivo através de injec&o intracerebroventricular (icv)
dos acidos Fit e Prist sobre parametros do metabolismo energético e
estresse oxidativo em cérebro de ratos;

* Realizar estudos histopatolégicos em cérebro de ratos injetados icv com

os acidos Fit e Prist.
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