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A aciduria alfa-cetoadipica € um erro inato da via de catabolismo de lisina

caracterizada pelo aumento das concentragoes teciduais dos acidos alfa-aminoadipico LY
(AAA) e alfa-cetoadipico (KAA) devido a uma deficiéncia na atividade do complexo '

enzimatico alfa-cetoadipico desidrogenase. Pacientes com esta desordem podem .3 y ‘
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O estudo teve como objetivo investigar os efeitos in-vitro dos AAA e KAA, nas
concentracoes de 2 e 4 mM sobre importantes funcoes mitocondriais em preparacoes
mitocondriais purificadas e em homogeneizados de cérebros de ratos.

As preparacoes mitocondriais e homogeneizados [1] foram obtidas de
cérebros de ratos Wistar com 30 dias de vida e os parametros da funcao
mitocondrial avaliados foram: estado 3, estado 4, estado desacoplado e a

. razao de controle respiratorio medidos pelo consumo de oxigénio /2], o
RESU LTADOS E CONCI_U SAO potencial de membrana (AYym) [3], o conteudo de NAD(P)H da matriz [4] e
a capacidade de retencao de calcio mitocondrial /5], bem como as
atividades dos complexos Il [6], 1I-1ll [6] e IV [7] da cadeia respiratoria, da

Os resultados demonstraram que o AAA e KAA n3o interferiram nos parametros cretina quinase (CK) /8], glutamato desidrogenase (GDH) [9] e aconitase
respiratorios (Fig; 1), Apm (Fig. 2) e capacidade de retengio de calcio (Fig. 3) em [10].
mitocondrias de cérebro, bem como nao alteraram as atividades dos complexos A
da cadeia respiratoria e da CK (Tabela 1) ou da GDH (Fig. 3). No entanto, foi
observada uma diminuigao significativa na atividade da aconitase (Fig. 4) e no
conteudo de NAD(P)H da matriz mitocondrial (Fig. 5) provocada por esse
metabolitos, especialmente o KAA . Analisando os resultados em conjunto, C
podemos concluir que os principais metabdlitos acumulados em pacientes com
aciduria alfa-cetoadipica nao prejudicam funcoes importantes da mitocondria,
embora sejam capazes de reduzir a atividade de uma enzima suscetivel ao ataque
oxidativo e o valor de equivalentes reduzidos, o que indica um prejuizo da
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h o m e O Sta S e re d Ox m Ito co n d rl a I Fig. 1. Efeitos dos acidos aminoadipico (AAA) e cetoadipico (KAA) sobre os parametros respiratérios medidos pelo consumo de oxigénio em prepara¢des mitocondriais de cérebro. (A)
e Estado de repouso (estado 4), (B) estado estimulado por ADP (estado 3), (C) estado estimulado por CCCP (estado descacoplado) e (D) razao de controle respiratorio (RCR). Glutamato
mais malato (2,5 mM de cada) foram utilizados como substratos. As preparagdes mitocondriais (0,5 mg de proteina . mL-1), AAA ou KAA (4 mM) foram adicionados ao meio de

incubagdo no inicio dos experimentos. Os controles foram realizados na auséncia dos metabdlitos. Os valores representam as médias + desvio padrao para seis experimentos
independentes e estdao expressos como pmol 02 . s-1 . mg de proteina-1. Ndo foram detectadas diferencgas significativas entre os grupos (Teste de Duncan).
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Tabela 1. Atividades dos complexos enzimaticos respiratoérios II, II-1Il e IV e creatina cinase
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Fig. 2. Efeitos dos acidos aminoadipico (AAA) e cetoadipico (KAA) sobre o potencial de membrana mitocondrial (AWm) em mitocondrias de cérebro na presenca de Ca2+. Todos os Fig. 3. Efeitos dos acidos aminoadipico (AAA) e cetoadipico (KAA) sobre a capacidade de retenc¢io de Ca2+ em mitocondrias de cérebro. Todos os experimentos foram realizados Os valores representam as médias * desvio padrio para quatro a cinco experimentos independentes (animais) realizados em triplicata e
experimentos foram realizados em um meio de incubagdo contendo as prepara¢6es mitocondriais (0,5 mg de proteina . mL-1) utilizando glutamato mais malato como substrato (2,5 mM em um meio de incubagdo contendo as preparag¢des mitocondriais (0,5 mg de proteina . mL-1) utilizando glutamato mais malato como substrato (2,5 mM de cada). KAA (linha b) est30 expressos como nmol . min-1 . mg de proteina-1 (complexos da cadeia respiratéria) e nmol de creatina . min-1 . mg de proteina-1
de cada). KAA (linha b) ou AAA (linha c) (4 mM) foram adicionados no inicio do ensaio e o Ca2+ foi adicionado 150 s apds o inicio. Os controles (linhas a) foram realizados na auséncia ou AAA (linha c) (4 mM) foram adicionados no inicio do ensaio e o Ca2+ foi adicionado 2 min apés o inicio. Os controles (linhas a) foram realizados na auséncia dos metabdlitos. (atividade da CK). N3o foram identificadas diferencas significativas comparadas ao controle (Teste de Duncan).
dos metabdlitos. CCCP foi adicionado no final dos experimentos. Os tragos sdo representativos de trés experimentos independentes (animais) e foram expressos como unidades CCCP foi adicionado no final dos experimentos. Os tracos s3o representativos de trés experimentos independentes (animais) e foram expressos como unidades arbitrarias de
arbitrarias de fluorescéncia (UAF). fluorescéncia (UAF).
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Fig: 4. Efeitos dos écid.os aminoadipico (.AAA).e cetoa:il'pico (KAA) sobre o confeddo'de NAD!P')H da matriz mitoc?ndrial em mit'océndrias de cérebro'na presencga de Ca2+. Todos os pe—— - -yt - ] . . driais de cérebro. As fracs it driais f incubad Fig. 6. Efeitos dos acidos aminoadipico (AAA) e cetoadipico (KAA) sobre a atividade da glutamato desidrogenase (GDH) em preparagdes mitocondriais de cérebro. As fragoes
eXperfpos forzj\m realizadey em.um jieto de incubaggio f:cfntendo N ;?rt-fp.aragoes m.ltocondrlals (9'5 mg RRRieina - n’1L-1! ultl'llzando glutamat? aEimalato com? g Dstrato (215 n'1M ;% ; el;(;s.,c o ac;:: am:z:: Lplc:n( 0 e cetola |fp|co ( I)' sod . atMAa 'e da aconltabs,erem p(r)eparlagoes A ,c:.re :oc.l > . ra;o§s~m| ocon "ta's °"aT“ ‘i .a astpor mitocondriais foram incubadas por 30 min a 37°C com AAA ou KAA (4 mM). Os controles foram realizados na auséncia dos metabdlitos. Os valores representam as médias + desvio
de cada). AAA’(!mha b) ou KAA !I'_"ha c) (4 m!VI) foram adlc!onados L do~ensa|o e Ca2.+ foi adlclonado %50 B apo's T 28 contr?les'(lmhas a) foram realizados na.ausenaa min 4 Rl o.u 1o il CF coNntro R L o ausena.a i |tos.’ > va*ores B R e esviopadidoiparaquatio a sels experimentos padrao para quatro a seis experimentos independentes e estdo expressos como nmol NADH . min-1. mg de proteina-1. Nao foram detectadas diferengas significativas entre os grupos
dos metabdlitos. CCCP foi adicionado no final dos experimentos. Os tragos sao representativos de trés experimentos independentes (animais) e foram expressos como unidades independentes e estdo expressos como nmol NADPH . min-1 . mg de proteina-1. *P < 0,05 comparados ao controle (Teste de Duncan). (Teste de Duncan)

arbitrarias de fluorescéncia (UAF).
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