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-Podes dizer-me, por favor, que caminho devo seguir para sair daqui?
-Isso depende muito de para onde queres ir - respondeu o gato.
-Preocupa-me pouco aonde ir - disse Alice.

-Nesse caso, pouco importa o caminho que sigas - replicou o gato.

(Lewis Carroll -Alice no Pais das Maravilhas)
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADP - do inglés adenosine diphosphate (adenosina difosfato)

ATP - do inglés adenosine triphosphate (adenosina trifosfato)

CoA, coenzima A

MCAD - do inglés medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (desidrogenase de
acilas de cadeia média)

CAT - catalase

cDA - do inglés cis-4-decenoic acid (acido cis-4-decendico)

CNS - central nervous system (sistema nervoso central)

CO;, - didxido de carbono (gas carbdnico)

CoQ - coenzima Q

COX - citocromo oxidase

CK - do inglés creatine kinase (creatinaquinase)

CKBB - do inglés creatine kinase from brain (creatinaquinase cerebral)

CKnmi - do inglés creatine kinase from mitochondrion (creatinaquinase mitocondrial)
CKMM - do inglés creatine kinase from muscle (creatinaquinase muscular)

CrP - do inglés creatine phosphate (fosfocreatina)

CSF - do inglés cerebral spinal fluid (liquido cefalorraquidiano)

CTPI - carnitina palmitoil transferase |

CTPII - carnitina palmitoil transferase |l

Cy-CK - do inglés cytosolic creatine kinase (creatinaquinase citosolica)

DA - do inglés decanoic acid (acido decandico)

DCPIP - do inglés 2,6- dichlorophenol indophenol (indofenol 2,6 diclorofenol)
EDTA - do inglés ethylenediaminetetraacetic acid (acido etileno
diaminotetraacético)

FAD - do inglés flavin adenine dinucleotide (dinucleotideo de adenina flavina, na
forma oxidada)

FAD(2H) - do inglés flavin adenine dinucleotide (dinucleotideo de adenina flavina,
na forma reduzida)

FAO - do inglés fatty acid oxidation (oxidagao de acidos graxos)

GDP - do inglés guanosine diphosphate (guanosina difosfato)

GSH - glutationa, forma reduzida

GTP - do inglés guanosine triphosphate (guanosina trifosfato)

HC — hexanoilcarnitina

HG - hexanoilglicina

LCAD - do inglés long-chain acyl-CoA dehydrogenase (desidrogenase de acilas de
cadeia longa)

LCHAD - do inglés long-chain hydroxiacyl-CoA dehydrogenase (Desidrogenase de
hidroxiacilas de cadeia longa)

L-NAME - do inglés L-N (G)-nitro arginine methyl ester (ester de metil L-N (G)
nitroarginina)

Mi-CK - do inglés mitochondrial creatine kinase (creatinaquinase mitocondrial)
MCFA - do inglés medium-chain fatty acids (acidos graxos de cadeia média)
NAD"- do inglés nicotinamide-adenine dinucleotide (dinucleotideo de adenina
nicotinamida na forma oxidada)



NADH - do inglés nicotinamide-adenine dinucleotide (dinucleotideo de adenina
nicotinamida na forma reduzida)

OA - do inglés octanoic acid (acido octandico)

OC - octanoilcarnitina

PPG - do inglés phenylpropionylglicine (fenilpropionilglicina)

ROO" - radical peroxila

SCAD - do inglés short-chain acyl-CoA dehydrogenase (desidrogenase de acilas
de cadeia curta)

SDH - do inglés succinate dehydrogenase (sucinato desidrogenase)

SG - suberilglicina

SH - grupamento tidlico

SMSI - Sindrome de morte subita da infancia

SNC - sistema nervoso central

SOD - superoxido dismutase (enzima)

TBA-RS - do inglés, thiobarbituric acid reactive species (espécies reativas ao acido
tiobarbiturico)

t-CK - do ingles total creatine kinase (creatinaquinase total)
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RESUMO
A deficiéncia da desidrogenase de acilas de cadeia média (MCAD) é o mais
frequente erro inato da oxidagdo de acidos graxos. Os individuos afetados por
esse disturbio apresentam-se sintomaticos durante periodos de descompensacao
metabdlica, caracterizado pelo acumulo de &cidos graxos de cadeia meédia
(AGCM), particularmente os acidos octandico (AO), decandico (AD) e cis-4-
decendico (AcD). Durante as crises, os pacientes apresentam hipoglicemia
hipocetdtica, hipotonia, rabdomidlise, edema cerebral e, finalmente, entram em
coma, podendo ter um desenlace fatal. O tratamento de urgéncia é baseado na
infusdo de glicose nos pacientes durante as crises, enquanto uma dieta rica em
carboidratos e pobre em gorduras é recomendada nos periodos fora das crises.
Uma parte consideravel dos pacientes que sobrevivem as crises apresenta um
grau variavel de manifestagbes neuroldgicas. Entretanto, os mecanismos
responsaveis pelos sintomas neuroldgicos da deficiéncia de MCAD séao
praticamente desconhecidos. No presente estudo avaliamos a influéncia dos
principais metabdlitos acumulados na deficiéncia de MCAD, os acidos AO, AD e
AcD, e , em alguns casos, também de seus derivados de carnitina e glicina, sobre
as atividades de enzimas importantes do metabolismo energético em cortex
cerebral de ratos Wistar de 30 dias de vida. AO, AD, AcD e octanoilcarnitina
inibiram a atividade da Na®, K'-ATPase, com énfase ao AcD, o inibidor mais
potente da atividade da enzima. Além disso, verificamos que a co-incubacao do
AO com glutationa (GSH) ou trolox (vitamina E soluvel) evitou seu efeito inibitorio
sobre a atividade da enzima. A inibicdo da enzima pelo AcD foi também prevenida
quando o mesmo foi co-incubado com as enzimas catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) juntas, mas ndao com GSH. Além disso, AO, AD e AcD
aumentaram a lipoperoxidagdo em homogeneizados de cortex cerebral de ratos,
medidos por quimioluminescéncia e TBA-RS. Tais resultados sugerem que esses
metabolitos inibiram a atividade da Na®, K'-ATPase via radicais livres.
Observamos ainda que somente AD e AcD inibiram atividades dos complexos da
cadeia respiratéria, ao contrario do AO que nao teve qualquer acdo sobre essas

atividades. Enquanto o AD diminuiu somente a atividade do complexo IV a uma



concentragao muito alta (3 mM), o AcD diminuiu as atividades dos complexos I, II-
Il e IV dentro da faixa de concentragées encontrada na deficiéncia de MCAD
(0,25-0,5 mM). Além disso, AO, AD e AcD inibiram a produgao de CO; a aprtir de
glicose e acetato radiativos como substratos, indicando uma inibigdo do ciclo de
Krebs. No entanto, somente AD e AcD reduziram a produgao de CO, a partir de
citrato, enquanto AO nao alterou a mesma. Além disso, nenhum dos trés
metabdlitos testados alterou a atividade da citrato sintase. Demonstramos ainda
que o AcD reduziu as atividades da creatinaquinase mitocondrial e citosélica, mas
em uma concentragdo muito alta ndo encontrada na deficiéncia de MCAD. Este
efeito n&o foi evitado por GSH, vitamina C+E ou L-NAME, sugerindo que o mesmo
deve ter ocorrido via mecanismo distinto do estresse oxidativo. AcD foi o inibidor
mais potente das atividades enzimaticas testadas neste trabalho, indicando que
deve ser o metabdlito de maior toxicidade nesta doenca, ao menos no que se
refere ao comprometimento do metabolismo energético. Espera-se que nossos
resultados possam contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos

responsaveis pelos sintomas neuroldgicos envolvidos na deficiéncia de MCAD.



ABSTRACT

Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) deficiency is the most frequent
inborn error of fatty acid oxidation. The affected individuals are symptomatic after
periods of metabolic decompensation, which trigger the accumulation of medium-
chain fatty acids (MCFA), particularly octanoic (OA), decanoic (DA), and cis-4-
decenoic (cDA) acids. During the crises the patients present hypoketotic
hypoglycemia, hypotonia, rhabdomiolysis, cerebral edema, and ultimately became
in coma and die. The urgent treatment is based in infusion of glucose to the
patients during the crises, while high carbohydrates/low fat diet and oral uptake of
L-carnitine during the periods out of the crises are recommended. However, the
mechanisms responsible for the neurological symptoms of MCAD deficiency are
not still well established. In the present study we evaluated the influence of the
main metabolites accumulated in the MCAD deficiency, OA, DA, cDA, and in some
cases also of its carnitine and glycine derivatives on the activities of important
enzymes of the energy metabolism in cerebral cortex from young Wistar rats. OA,
DA, cDA and octanoylcarnitine inhibited the activity of Na*, K'-ATPase, with
emphasis to cDA, the most potent inhibitor of the enzyme activity. The co-
incubation of OA with glutathione (GSH) or trolox (soluble vitamin E) prevented the
inhibitory effect of OA on the enzyme activity. We observed the same prevention
when cDA was co-incubated with the enzymes catalase (CAT) plus superoxide
dismutase (SOD), but not with GSH. Moreover, OA, DA, and cDA increased
lipoperoxidation in homogenates from cerebral cortex of rats, measured by
chemiluminescence and TBA-RS, suggesting that the tested metabolites affected
Na®, K*-ATPase activity via free radicals. Only DA and cDA, but not OA, affected
the activities of respiratory chain complexes. While DA only decreased the activity
of complex IV at a very high concentration, cDA diminished the activities of the
complexes I, lI-lll, and IV at a range of concentrations found in the MCAD
deficiency. Furthermore, OA, DA, and cDA inhibited the production of CO,
production from radioactive glucose and acetate as substrates. However, only DA
and cDA, but not OA reduced CO; production from citrate. None of the three tested

fatty acids affected the activity of citrate synthase. We suggest that OA and DA, the



most potent inhibitors of CO, production from glucose, could affect the functioning
of the glycolisis, and OA, which did not affect respiratory chain or CO, production
from citrate may affect acethyl-CoA synthase activity. Only cDA reduced creatine
kinase activity, but in a very high concentration probably not found in the disease.
The effect was not prevented for GSH, vitamin C+E, or L-NAME, suggesting that it
may occur via a mechanism distinct of oxidative stress on the enzyme. cDA was
the most potent inhibitor of all the enzyme activities tested in this work. Our results
may contribute to a better understanding of the mechanisms responsible for the
neurological symptoms involved in the MCAD deficiency. To our knowledge, this is
the first work to prove that the metabolites accumulated in the MCAD deficiency
can impair several steps of the energy metabolism in the brain, and that correlates
it with the neurological symptoms present in the MCAD deficiency, especially

regarding to the cis-4-decenoic acid, which is pathognomonic of this disease.



1. INTRODUCAO

1.1 Defeitos Hereditarios da Oxidag&o de Acidos Graxos

Na década de setenta foram descritas as primeiras doencas atribuidas a
defeitos na oxidagéo dos acidos graxos em pacientes com astenia ou rabdomidlise
induzida por exercicio. Pouco tempo depois foi descrita a deficiéncia sistémica de
carnitina e, entre os anos de 1982 e 1983, a deficiéncia da desidrogenase da acil-
CoA de cadeia média (MCAD) foi diagnosticada em pacientes que apresentavam
descompensacdo metabdlica com sintomas neuroldégicos durante o jejum.
Atualmente ja estdo descritas pelo menos 23 diferentes entidades clinicas dentro
deste grupo de doengas (Scriver et al., 2001).

Acredita-se que a prevaléncia dessas doengas seja subestimada, visto que o
diagnostico delas depende da detecgdo dos metabdlitos acumulados por métodos
sofisticados e equipamentos de alto custo que poucos laboratérios possuem
(Walker, 1994). Além disso, devido a semelhanga do quadro clinico, uma parte
consideravel dos pacientes € diagnosticada erroneamente como se tivesse sofrido
sindrome de morte subita da infancia, infecgbes bacterianas agudas (septicemia),
sindrome de Reye, figado gorduroso da gravidez ou sindrome de vémito ciclico
(Rinaldo et al., 1988).

Os defeitos de oxidagdo de acidos graxos podem ocorrer em diferentes
etapas da oxidagdo de acidos graxos, incluindo o ciclo da carnitina (no transporte
da carnitina, na carnitina-palmitoil transferase | (CPTI), na translocase de
carnitina/acilcarnitina ou na carnitina-palmitoil transferase Il (CPTII) ou a espiral de

B-oxidagdo (nas desidrogenases de acil-CoA de cadeia longa (LCAD), na



desidrogenase de hidroxiacil-CoA de cadeia longa (LCHAD), na desidrogenase de
acil-CoA de cadeia média (MCAD), na desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta
(SCAD) ou na 2,4-dienoil-CoA redutase). Tendo em vista que a deficiéncia de
MCAD é o mais frequente destes disturbios (frequéncia aproximada de 1: 10.000
recém-nascidos), a presente investigacdo estudou o efeito dos metabdlitos
acumulados nesta doenga sobre alguns parametros do metabolismo energético.

Assim, descreveremos a seguir os varios aspectos da doenca.

1.1.1 Deficiéncia de MCAD

A deficiéncia de MCAD apresenta-se com uma sintomatologia muito
variavel, que inclui episddios de vémitos e letargia apos periodo de jejum ou
infeccdo viral associada a diminuicdo da ingestdo oral. Durante as crises mais
graves ocorre coma seguido de hipoglicemia hipocetotica, bem como de
hiperamonemia com disfuncdo hepatica. A doenca usualmente se manifesta no
primeiro ano de vida, mas pode se apresentar em qualquer idade (Ruitenbeek et
al., 1995).

Uma pesquisa realizada com 63 criangas portadoras de deficiéncia de
MCAD revelou que 19% delas morreram em seu primeiro episédio. Acredita-se
que o risco de sofrer uma crise fatal estende-se por toda a vida. Estudos também
apontam que aproximadamente 37% dos sobreviventes aos episddios apresentam
resultados anormais em testes de desenvolvimento. Assim, 21% apresentam
incapacidade de desenvolvimento normal, 21% apresentam atraso na fala e

linguagem, 15% apresentam problemas comportamentais e deficiéncia de



atencdo. Os pacientes apresentam também fraqueza muscular (17%), paralisia
cerebral (10%) e retardo no crescimento (10%) (Scriver et al., 2001).

Semelhantemente a defeitos hereditarios nos complexos da cadeia
respiratoria, miopatia tem sido relatada em todos os defeitos de p-oxidagao
mitocondrial, exceto na deficiéncia da 3-hidroxi-metilglutaril-CoA (Darras &
Friedman, 2000). Em outro trabalho, envolvendo 20 pacientes, verificou-se que 5
deles morreram com idades variando dos 3 dias aos 30 meses de vida, sendo que
8 deles tiveram hipoglicemia acentuada nos primeiros 3 dias de vida. Exceto 5
pacientes, cujos sintomas apareceram no periodo neonatal, todos os demais
sofreram o primeiro episédio da doenga entre os 5 e os 30 meses de vida. Ainda
no mesmo estudo, os 15 sobreviventes apresentaram posteriormente epilepsia,
hemiplagia ou atraso na fala, enquanto alguns ndo conseguiam acompanhar a
escola normalmente (Walker, 1994).

A sindrome de morte subita da infancia (SMSI) é definida como morte
infantil repentina cuja anormalidade causadora ndo p6de ser encontrada. Como
em 5 a 7% dos infantes mortos por SMSI foram encontradas alteracées nos
lipidios hepaticos e como estudos em vitimas e irmaos de vitimas de morte por
SMSI demonstraram varias desordens metabdlicas, surgiu a suspeita de que
desordens na [-oxidagdo de acidos graxos, principalmente a deficiéncia de
MCAD, por ser o defeito mais comum da via de p-oxidacdo, poderiam estar
associadas a SMSI (Arens et al., 1993).

Ja outros estudos envolvendo um grande numero de vitimas de SMSI

indicam que a prevaléncia da deficiéncia de MCAD n&o € aumentada em criangas



mortas por SMSI (Holton et al., 1991; Penzien et al., 1994; Arens et al., 1993) e
que os pacientes com deficiéncia de MCAD geralmente vao ao obito apos
apresentarem episédios com sintomas clinicos definidos (Penzien et al., 1994).
Talvez por isso outro estudo demonstrou que fora dos centros de investigagao de
doencas metabdlicas a deficiéncia de MCAD seria uma importante causa de SMSI
(Bennett & Powell, 1994). De fato, nos principais institutos pediatricos de doencas
metabdlicas tém sido descritos casos de pacientes com sintomas clinicos de
letargia e hipotonia no periodo neonatal e que mais tarde foram diagnosticados
como portadores de deficiéncia de MCAD. E importante enfatizar que tais
pacientes devem ser cuidadosamente avaliados e tratados e precaugdes devem
ser tomadas ao nascimento de seus irmaos (Walker, 1994). E relevante mencionar
que como a mutagdo A985G, a mais prevalente da deficiéncia de MCAD, esta
presente somente em menos de 1 % dos casos de SMSI é necessario investigar-
se também a participagdo de outras desordens de oxidagao de acidos graxos na
necropsia de pacientes que morreram apos apresentarem sintomas compativeis

com tais doengas (Opdal & Rognum, 2004).

1.1.1.1 Achados Patoldgicos na Deficiéncia de MCAD

Os principais achados patologicos nos pacientes com deficiéncia de MCAD
incluem edema cerebral, verificado apds a morte na maioria dos pacientes. Em
muitos casos aparece acumulo microvesicular de lipidios no figado similar ao
acumulo observado em pacientes com sindrome de Reye. (Scriver et al., 2001).
Também foi relatado o caso de um paciente portador de deficiéncia de MCAD com

rabdomidlise que apresentou na bidpsia do musculo vasto medial uma diminuigao



das fibras tipo |, bem como acumulo microvesicular de lipidios entre as miofibrilas

e acumulo de glicogénio (Ruitenbeek et al., 1995).

1.1.1.2 Achados Laboratoriais na Deficiéncia de MCAD

E comum encontrar-se na deficiéncia de MCAD hipoglicemia hipocetética.
Por outro lado, muitos pacientes sintomaticos apresentam niveis de glicose sérica
normais, sugerindo que as manifestacbes da doencga no sistema nervoso central
nao devem ser inteiramente atribuidas a hipoglicemia. Os niveis de aménia e de
transaminases podem estar moderadamente elevados no sangue, bem como as

concentragdes de acido latico (Scriver et al., 2001).

1.1.1.3 Patogénese da Deficiéncia de MCAD

A sintese diminuida de corpos cetbnicos durante o jejum tem sido
considerada uma importante consequtiéncia metabdlica da deficiéncia de MCAD.
Consequentemente, os pacientes necessitam utilizar a glicose sanglinea como
fonte de energia, ocasionando hipoglicemia. Outra consequéncia da ndo-utilizagéo
dos acidos graxos de cadeia média na sintese de corpos cetdnicos € o acumulo
de acil-CoA de acido graxo de cadeia média dentro das mitocdndrias. Eleva-se
entdo a razdo acil-CoA:CoA, causando a inibigdo das enzimas piruvato
desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase que utilizam CoA como substrato.
Assim, ocorre diminuigdo da conversao do piruvato a acetil-CoA e diminui¢do na
velocidade do ciclo de Krebs, visto que a sintese do citrato e a conversao do o-

cetoglutarato a sucinil-CoA também estdo diminuidas. Além disso, a sucinil-CoA



ligase é inibida por octanoato e também por outros intermediarios de acil-CoA.
Com a baixa produgao de acetil-CoA diminui a sintese de citrato. O citrato, por sua
vez, é precursor de malato, substancia necessaria para a produgéo de glicose, via
gliconeogénese, e precursor de malonil-CoA, o principal regulador inibitério da
CTPI, enzima responsavel pela entrada de acidos graxos de cadeia longa na
mitocondria. Portanto, a diminuicdo dos niveis de citrato ocasionada pelo acumulo
do octanoato e outros acidos graxos na deficiéncia de MCAD provoca também
uma diminuigdo da gliconeogénese e um aumento da entrada de acidos graxos de
cadeia longa na mitocéndria, o que deve ser um agravante para a hipoglicemia e
deve provocar o acumulo de derivados de acil-CoA graxos nos pacientes (Scriver

et al., 2001).

1.1.1.4 Metabolitos Acumulados nos Pacientes com Deficiéncia de MCAD
O defeito no catabolismo de acidos graxos de cadeia média ocasiona o

acumulo de derivados de cadeia média que, principalmente durante os periodos

de crise, encontram-se anormalmente aumentados no sangue e outros tecidos,

bem como na urina dos pacientes (tabela 1).



Tabela 1: Concentragbes séricas e urinarias dos principais metabdlitos

acumulados em pacientes com deficiéncia de MCAD comparados com individuos

normais.

Metabélito

Individuos normais

Pacientes com
deficiéncia de MCAD

Sangue (em uM)
acido octandico®

acido decandico?®
acido-4-cis-decenoico®
octanoilcarnitina®
hexanoilcarnitina®
decanoilcarnitina®
decenoilcarnitina®
Urina (em pg/mg de
creatinina’ ou pmol/mmol
creatinina®)
hexanoilglicina™*
1’eni|propioni|g|icina1’C
suberilglicina™®

acido adipico?®

acido subérico®?

0,21-1,9
0-1,1
0-95

22-672
2-228
34-515
0,33-28,3
0,13-4
0,11-2,6

0,13-1,7

3,1-653
1,2-180
13-4553
1,5-150

0-214

(Fonte: Onkenhout et al., 1995; °Chace et al., 1997; °Rinaldo et al., 1988;

Downing et al., 1989).



Dentre os metabdlitos acumulados, o acido cis-4-decendico, derivado do acido
linoleico, é considerado composto patognoménico da deficiéncia de MCAD. A
concentragao plasmatica desta substdncia em pessoas normais varia entre 0-2
umol/L, enquanto que nos pacientes sintomaticos varia entre 34-515 umol/L
(Onkenhout et al., 1995).

Outro achado comum na doenca é a elevacdo combinada da concentracao
urinaria de hexanoilglicina, fenilpropionilglicina e suberilglicina nos pacientes

(Costa et al., 2000).

1.1.1.5 Aspectos Moleculares da Deficiéncia de MCAD

A deficiéncia de MCAD é uma doenga autossdémica recessiva cuja mutagao
mais comum é uma mutacao ponto que resulta na substituicdo de lisina por acido
glutdmico no aminoacido 329 do precursor da MCAD (K329E). Isso ocorre devido
a adicdo de um nucleotideo adenina (na posi¢ao 985) no lugar de guanina no
gene da MCAD (c.985A>G). Como essa mutagdo € responsavel por
aproximadamente 80-90% dos alelos mutantes em caucasianos, sugere-se que a
heterogenicidade clinica observada na doenca deve ser atribuida a variagédo
interindividual de vias alternativas para a detoxificagdo dos acidos orgéanicos que
se acumulam na deficiéncia de MCAD. Deve-se considerar também que o
desenvolvimento dos sintomas deve ser influenciado pelo grau de estresse
metabdlico e a combinagcdo de outros fatores, tais como infeccdo e jejum
(Matsubara, Narisawa & Tada, 1992). Por outro lado, mais recentemente tem-se

tentado correlacionar o tipo de mutagao envolvida na doenca com o acumulo de



metabdlitos nos pacientes, sendo que aparentemente a presenga da mutagao
c.985A>G parece estar correlacionada com maiores niveis de acumulo neonatal
de octanoilcarnitina no plasma quando os pacientes sao assintomaticos bem como
de acilglicinas na urina. Além disso, as mutag¢des c.985A>G e ¢.583G>A parecem
resultar em maior severidade enquanto que a mutacado ¢.199T>C parece resultar

em sintomas menos severos da doenga (Waddell et al., 2006).

1.1.1.6 Tratamento da Deficiéncia de MCAD

A terapia aplicada aos pacientes com deficiéncia de MCAD consiste em
providenciar uma ingestado adequada de calorias, evitar o jejum e outras situagbes
de catabolismo e ter cuidados especiais durante episddios de infec¢des (Scriver et
al., 2001).

A L-carnitina tem sido administrada em pacientes com doengas metabdlicas
com acumulo de acidos organicos como acidemia propibnica, acidemia
metilmaldnica, acidemia isovalérica, acidemia glutarica tipo Il, deficiéncia de
MCAD, sindrome de Reye e outras. A L-carnitina liga-se a acidos organicos
permitindo sua excre¢cdo na forma de acilcarnitinas. No caso da deficiéncia de
MCAD ocorre a conversao de octanoato para o sistema nervoso central,
especialmente no plexo cordide, em octanoilcarnitina, substancia que se acredita
ser de menor toxicidade e de excrecao mais facil do que o octanoato. Portanto nao
deve ser surpreendente o fato de se observar deficiéncia de L-carnitina em
portadores de deficiéncia de MCAD durante as crises (Kim, Dorgan & Roe, 1984;
Kim, Roe & Amborse, 1990). Dai a L-carnitina vem sendo testada inclusive no

tratamento dos problemas musculares secundarios a deficiéncia de MCAD. Os



resultados iniciais tém demonstrado que o tratamento dos pacientes por 4
semanas com L-carnitina evita a queda dos niveis de carnitina plasmatica e
aumenta a excrecao urinaria de acilcarnitinas, além de aumentar a tolerancia dos

pacientes ao exercicio (Lee et al., 2005).

1.2 Toxicidade dos Acidos Graxos

Samson, Dahl & Dahl (1956) descreveram agao narcética in vivo de acidos
graxos de cadeia curta e verificou que tal agdo aumenta conforme o comprimento
da cadeia carbonada e diminui com a adicdo de grupamentos hidroxila (—OH) ou
carboxila (-COOH).

Durante as ultimas décadas tem sido demonstrado que os acidos graxos de
cadeia longa, bem como seus derivados de CoA, sao inibidores de enzimas-chave
envolvidas em processos como a glicolise, gliconeogénese e sintese de acidos
graxos. Verificou-se que parte dos efeitos € devido a propriedade detergente
destes compostos, visto que a presencga de insaturagdes e de cadeias carbonadas
maiores, além de aumentar o poder de detergéncia dos mesmos aumenta seus
efeitos sobre essas vias metabdlicas (Pande & Mead, 1968). Posteriormente, foi
observado um efeito inibitério das acilas palmitoil-CoA e estearil-CoA sobre a
translocase adenina nucleotideo, quando adicionadas a um meio contendo
mitocéndrias isoladas de coragao de ratos (Pande & Blanchaer, 1971). Em outro
estudo envolvendo mitocondrias isoladas de figado e coragdo de ratos, foi
verificado um aumento no consumo de O, ocasionado pela adicdo de palmitoil-
CoA nao relacionado a detergéncia, pois tal efeito foi revertido pela adicao de L-

carnitina levando as membranas mitocondriais a apresentaram ultraestrutura



normal no exame microscopico (Wood et al.,1977). Outros investigadores
demonstraram uma inibicdo da fosforilagdo oxidativa causada pela presenca de
palmitoil-CoA em culturas de fibroblastos humanos permeabilizados por digitonina,
sendo também sugerido que a palmitoil-CoA seria capaz de inibir a translocase
adenina nucleotideo (Ventura et al., 1995).

Também foi demonstrado que hexanoato, palmitato, oleato e octanoato
causam um aumento do consumo de O; e producdo de CO, sem causar um
correspondente aumento na produgdo de ATP em figado de rato (Scholz,
Schwabe & Soboll, 1984; Berry et al., 1983). Além deste, outros efeitos tém sido
atribuidos ao octanoato, quando testado in vitro, como inibicdo do controle do
volume de astrécitos e da Na*,K*-ATPase em cultura de células gliais (Olson et al.,
1989), que poderiam estar relacionados ao edema cerebral observado em
doengas como deficiéncia de MCAD e sindrome de Reye, ambas caracterizadas
por acumulo de octanoato nos tecidos dos pacientes afetados. Foi também
demonstrado que octanoato e decanoato s&o inibidores do transporte de acidos
organicos através do plexo cordide em coelhos. Os autores do trabalho sugeriram
que tal efeito poderia impedir a depuracdo do octanoato e compostos
relacionados, contribuindo para o acumulo desses compostos no cérebro e no
fluido cerebroespinhal, contribuindo para a encefalopatia das doengcas em que
essas substancias se acumulam (Kim et al., 1983).

Outros estudos demonstraram que a inibicdo da Na*,K*-ATPase de rim de
coelhos (Swarts et al., 1990) e a inibicdo da Ca?*Mg®*-ATPase de eritrcitos
humanos (Davis et al., 1987) por acidos graxos aumentam com o comprimento

de cadeia e na presenca de insaturagdes nestes compostos.



Finalmente, vasodilatagédo (Ellis et al., 1990) e inibicdo da Na* K'-ATPase
(Amruthesh, Falkj & Ellis, 1992) foram medidos e atribuidos ao acido araquidénico
e seus metabdlitos, provavelmente pela capacidade dos mesmos de produzir
radicais livres. Tal possibilidade parece ser bastante viavel, levando-se em conta
que mais recentemente foi demonstrada a inibicdo da Na* K'-ATPase em
homogenizado de cérebro de ratos causada por um sistema artificial de producéo

de radicais livres (Tsakiris et al., 2000).

1.3 Modelos Animais de Doencas em que ha Actimulo de Acidos Graxos

O primeiro modelo animal de acumulo sanglineo de octanoato foi obtido
através da infusdo deste acido graxo em coelhos com o objetivo de simular nos
animais sintomas da sindrome de Reye (Trauner & Huttenlocher, 1978, Trauner,
1982). De fato, os animais apresentavam algumas das anormalidades clinicas e
bioquimicas observadas em pacientes com esta encefalopatia hepatica, como
hiperventilagdo, hiperamonemia e depdsito de gordura no figado. Algumas
alteracdes foram também observadas no cérebro das cobaias. Posteriormente, foi
descrita a inibigdo da atividade da Na*,K*-ATPase em diferentes regies cerebrais
dos animais injetados com octanoato. Tal efeito passou a ser considerado como
um possivel mecanismo causador da encefalopatia observada na sindrome de
Reye, uma vez que as concentragdes plasmatica e cerebral de octanoato atingida
nos coelhos foram similares aquelas encontradas nos pacientes com a doencga
(Trauner, 1980).

Foram também investigados os efeitos da infusdo aguda de octanoato em

camundongos sobre as concentracdes cerebrais de alguns metabdlitos envolvidos



com o metabolismo energético quando os animais estavam nos estados de pré-
coma ou coma. Alteragdes nas concentragbes de glicose, glicogénio, ATP e
fosfocreatina foram encontradas apenas na formacao reticular do cérebro dos
animais, enquanto as concentragcoes destas mesmas substadncias em outras
estruturas cerebrais foram normais (McCandless, 1985).

Em outras investigagdes, com o intuito de mimetizar um defeito na oxidacao
de acidos graxos, foram empregados inibidores especificos das desidrogenases
de acil-CoA in vivo, como os acidos espiropentaneacético (Tserng, Jin & Hoppel,
1991), e 2-mercaptoacetato em ratos, (Bauché et al., 1981) ou o 2-
mercaptoacetato em camundongos (Del Prete et al., 1998), assim como derivados
da 2-alquinoil CoA foram empregados in vitro em enzimas extraidas de rins de

porcos (Freund et al., 1985).

1.4 Metabolismo de Acidos Graxos no Cérebro

Ha evidéncias de que tanto o cérebro humano como o de rato sdo capazes
de oxidar acidos graxos e utiliza-los como fonte de energia. Curiosamente a
enzima octanoil-CoA desidrogenase possui uma atividade muito maior do que a da
desidrogenase da palmitoil-CoA em tecido cerebral, distintamente do que ocorre
em outros tecidos. Pensa-se, inclusive, que tal diferenca de atividade poderia fazer
parte de um mecanismo adaptativo para proteger o cérebro de possiveis efeitos
toxicos do octanoato e de outros acidos graxos de cadeia média potencialmente

toxicos ao cérebro (Reichmann, Maltese & de Vivo, 1988).



Por outro lado, os acidos monocarboxilicos podem sofrer w-oxidagdo no

cérebro originando acidos dicarboxilicos. (Alexander, Snyder & Tonsgard, 1998).

1.5 Atividades Enzimaticas Importantes no Metabolismo Energético Cerebral

1.5.1 Creatinaquinase
A enzima creatinaquinase (CK) catalisa a seguinte reacao:

CK
CrP + ADP —>' creatina + ATP , onde CrP = creatina fosfato.

A creatina quinase (CK, E.C. 2. 7. 3. 2) esta presente em grandes
quantidades em tecidos que requerem altas quantidades de energia, como os
musculos esquelético e cardiaco e o cérebro. Foram identificadas cinco isoformas
de CK, sendo duas delas mitocondriais (CKmi) e trés citoplasmaticas, CKBB
(predominante em cérebro), CKMM (predominante em musculo esquelético
adulto) e CKMB (predominante em musculo cardiaco) (Manos, Bryan & Edmond,
1991; Molloy et al., 1992).

A funcdo da CK,, esta associada a exportagdo de energia das mitocéndrias
para o citosol da célula. O estado octamérico da CK,; € essencial para essa
enzima também para a protecdo da abertura do péro de transigcdo de
permeabilidade mitocondrial (Soboll et al., 1999).

Acredita-se que as creatinaquinases mitocondriais e citosodlicas atuem de
forma sincronica na transferéncia de energia nos locais de maior demanda de
ATP. A creatinafosfato produzida dentro das mitocondrias pelas CKmi regenera

ATP em sitios citoplasmaticos de alto consumo de ATP transformando-se em



creatina. Provavelmente tal funcdo € exercida via associacdo das CKs com
ATPases celulares especificas, como as bombas responsaveis por manter
gradientes ibnicos (Molloy et al., 1992; Kaldis et al.,, 1996). De fato, foram
encontradas, em determinadas regides do cérebro ricas em mitocondrias, grandes
quantidades de CKp; juntamente com CKBB, o que confirmaria esta hipotese
(Kaldis et al., 1996).

Recentemente tem sido demonstrado que a CK,, é susceptivel a inativacao
por peroxinitrito, produto que se acumula em diversas doencgas
neurodegenerativas e reage com os grupos tidis da enzima (Stachoviak et al.,
1998), o que justificaria a diminuicdo da atividade dessa enzima encontrada em
pacientes com algumas neuropatologias, tais como a doenca de Alzheimer
(Aksenov et al., 2000) e episddios de isquemia (Soboll et al., 1999), ambas

caracterizadas pelo envolvimento de estresse oxidativo.

1.5.2 Na' K*-ATPase

A Na* K'-ATPase é uma proteina transmembrana constituida por dois tipos
de subunidades, a subunidade a, de 110 kD e n&o-glicosilada que contém os
sitios de atividade catalitica da enzima e de ligacdo de ions, e a subunidade 3,
que é uma dglicoproteina de 55 kD de funcdo desconhecida, formando uma

estrutura dimérica (af3)2.



Figura 1: Estrutura da Na*,K-ATPase (Fonte:Voet & Voet, 1995).

A fungéo desta enzima é translocar Na® (muito mais concentrado fora do que
dentro da célula) e K* (muito mais concentrado dentro do que fora da célula),
através da membrana plasmatica, contra seus gradientes de concentragdo
utilizando energia (ATP). A enzima transporta simultaneamente 3 Na* para fora e
2 K" para dentro da célula. A saida de Na* capacita as células animais a controlar
osmoticamente seu conteudo de agua. Como trés cargas positivas sao
transportadas para o meio extracelular e apenas duas para o meio intracelular, o
fluxo de ions Na* e K* produz um gradiente eletroquimico através da membrana
celular (Lingrel & Kuntzweiler, 1994), que é usado como fonte de energia para a
despolarizagdo e repolarizagdo do potencial de membrana, manutencdo e
regulagdo do volume celular, transporte ativo, transporte dependente de Na*, de
glicose, de aminoacidos e de neurotransmissores e cotransporte/antiporte de
outros ions (Geering, 1990). Enfatiza-se que todas as células eucaridticas

superiores consomem grandes quantidades do ATP por elas produzido para a



manutencdo das concentragdes citosolicas de Na* e K*, sendo que o consumo
chega a ser de 40 a 60% nas células neuronais (Whittan, 1962).

A reacgdo catalisada pela Na*,K*-ATPase ¢ a seguinte:

— .
3Na+(intracelular) + 2K+(extracelular) + ATP 3Na+(extracelular) + 2K+(intracelular) + ADP + Pi

Alteragdes nos mecanismos que mantém o equilibrio entre a taxa de sddio
e potassio intra e extraneuronal podem ter consequéncias graves para as células
do SNC (Erecnska & Silver, 1994) tendo sido associadas com despolarizagao
excessiva, instabilidade da membrana e descargas paroxisticas (Donaldson et al.,
1977).

O efeito de radicais livres sobre a Na*, K'-ATPase tem sido enfatizado
como a principal fonte de dano celular na isquemia seguida de reperfusdo do
miocardio. Estudos in vitro tém demonstrado uma inibicdo da enzima quando
exposta a radicais hidroxila (Hitschke et al., 1994) e também quando exposta a
sistemas artificiais produtores de radicais livres em homogenizado de cérebro de
ratos (Tsakiris et al., 2000).

Por outro lado, a inibicdo da atividade da enzima tem sido associada a
diversas patologias neuroldgicas (Renkavec et al., 1992; Grisar, 1984; Bem-Ari,
1985; Choi & Rothman, 1990; Cousin, Nicholls & Pockoc, 1995; Lees & Leong,
1995)

Além disso, Hanglund e colaboradores (1985) demonstraram que uma
menor atividade da enzima Na®, K'-~ATPase em algumas regides cerebrais parece
estar relacionada a episédios convulsivos, talvez refletindo uma menor atividade

na regulagdo do potassio extracelular. Rapport e colaboradores (1975)



encontraram uma diminuicdo de 60% na atividade da Na®,K'-ATPase em cortex
cerebral obtido de um paciente que apresentava convulsdes generalizadas
intrataveis. Além disso, a inibicdo da enzima estda associada a liberagcdo de
neurotransmissores em uma variedade de preparagdes neuronais (Jacobson et
al., 1986).

Através de estudos dos efeitos in vivo da administracdo de fenilalanina
sobre a atividade da Na',K'-ATPase de cortex cerebral de ratos, Wyse e
colaboradores (1995) demonstraram que na hiperfenilalaninemia experimental
produzida pela administracdo crénica de fenilalanina ocorre uma diminui¢cao
significativa na atividade especifica da Na',K'-ATPase. Posteriormente, foi
demonstrado também que tanto a administracédo cronica de acido propiénico como
a presenca deste acido no meio de incubagdo inibem a atividade da Na*,K'-
ATPase em cortex cerebral de ratos (Wyse et al., 1998). Silva e colaboradores
(1999) demonstraram ainda que o ion amdnio, a citrulina, o acido argininico, a N-
acetilarginina, a homoarginina e os trés ultimos metabdlitos combinados diminuem
significativamente a atividade da Na*,K'-ATPase quando testados in vitro. Tais
resultados poderiam ser relevantes na explicagdo dos sintomas neuroldgicos

apresentados por pacientes com citrulinemia e argininemia.

1.5.3 Ciclo de Krebs

Enquanto organismos anaerdbicos obtém energia via fermentacdo de
piruvato a acido carboxilico ou alcool, a maioria dos organismos eucariéticos,
principalmente os pluricelulares, obtém energia através da converséo de piruvato

a H,O e CO,, um processo bem mais elaborado. Isto s6 é possivel gragas a uma



via cuja fase aerdbica é conhecida como respiragao celular. O processo completo
da-se em trés etapas: (1) moléculas combustiveis, como glicose, acidos graxos e
alguns aminoacidos sao convertidos a acetil-CoA; (2) os grupos acetil entram no
ciclo de Krebs e sdao enzimaticamente convertidos a CO,. A energia obtida é
conservada nos carreadores de elétrons reduzidos NADH e FAD(2H) e (3) NADH
e FAD(2H) sofrem oxidagé&o liberando protons e elétrons. (Nelson & Cox, 2005).
No ciclo de Krebs a fonte de carbonos para o CO; e de elétrons para serem
transferidos para NAD* e FAD é a acetil-CoA, que é oxidada em uma série de

reagdes cuja equacgao resultante € a seguinte:

Acetil-CoA + 3 NAD" + FAD 2 CO, + CoASH + 3 NADH + 3H"

+ GDP + Pi + 2H,0 + FAD(2H) + GTP

Portanto, uma molécula de acetil-CoA origina 3 NADH, 1 FAD(2H) e 1 GTP,
compostos ricos em energia. Quando NADH e FAD(2H) sao reoxidados na cadeia
respiratoria aproximadamente 3 ATP s&o gerados para cada NADH e 2 ATP para
cada FAD(2H). Portanto o ciclo de Krebs em conjunto com a fosforilagdo oxidativa
produzem 12 ligacbes de fosfato de alta energia a partir de cada grupo acetil
oxidado (Marks, Mrks & Smith, 1996; Berg, Timoczco & Stryer, 2004).

No ciclo de Krebs a acetil-CoA combina-se com oxaloacetato numa reacao
catalisada pela citrato sintase, originando citrato. Em uma segunda etapa o citrato
€ convertido pela aconitase ao seu isdmero isocitrato. Este ultimo composto é
substrato da isocitrato desidrogenase e sofre a primeira oxidagdo do ciclo,

reduzindo NAD" a NADH e originando a-cetoglutarato com liberagdo de CO..



Novamente ocorre oxidagdo-reducdo, quando a a-cetoglutarato desidrogenase
catalisa a oxidagdo do a-cetoglutarato na presenca de NAD" e CoA, gerando
sucinil-CoA, NADH e liberando mais uma molécula de CO,. Na etapa seguinte a
sucinato tioquinase faz a retirada da CoA da sucinil-CoA e a fosforilacdo de uma
molécula de GDP, produzindo GTP, CoA e sucinato. A terceira reacdo de
oxidacado-reducdo do ciclo de Krebs ocorre em seguida com a oxidagdo de
sucinato a fumarato e reducdo de FAD a FAD(2H), catalisada pela sucinato
desidrogenase, enzima que participa também da cadeia respiratéria. A proxima
etapa € uma hidratacdo, catalisada pela fumarase convertendo fumarato a malato.
Finalmente ocorre a quarta e ultima reacdo de oxidacdo-reducdo do ciclo de
Krebs, com a oxidacdo de malato a oxaloacetato e redugdo de NAD" a NADH,

catalisada pela malato desidrogenase (Marks, Marks & Smith, 1996) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de funcinamento do Ciclo de Krebs (Fonte: Alberts et al.,

1997).

1.5.4 Cadeia Respiratoéria e Fosforilagcdo Oxidativa

A fosforilagdo oxidativa, constituida pelo processo acoplado da

transferéncia de elétrons pela cadeia respiratéria e pela fosforilagdo do ADP, é



responsavel pela sintese de quase todo o ATP gerado nas células (Marks, Marks
& Smith, 1996).

O destino dos elétrons do NADH e FAD(2H) originados no ciclo de Krebs &
a cadeia respiratéria, que € constituida por uma seqléncia de carreadores de
elétrons, que em sua maioria sdo ligados a proteinas inseridas na membrana
mitocondrial interna e que recebem elétrons de estruturas préximas reduzidas e os
transferem a estruturas oxidadas, até chegarem ao aceptor final, o O,. Tal
processo fornece energia para o bombeamento de prétons da matriz mitocondrial
para o espaco intermediario entre as membranas interna e externa da mitocéndria.
Segundo a teoria quimiosmética, esta diferengca de concentragdo de prétons
origina um potencial eletroquimico que garante a fosforilagdo oxidativa do ADP no
momento em que o0s prétons retornam a matriz mitocondrial (Marks, Marks &
Smith, 1996) (Figura 3).

Os componentes da cadeia respiratéria sdo os seguintes: NADH
desidrogenase (complexo [), sucinato desidrogenase (complexo Il), complexo
citocromo b-c4 (complexo lll) e citocromo oxidase (COX) (complexo 1V). A cadeia
respiratéria possui também dois transportadores modveis de elétrons entre os
complexos, que sédo a coenzima Q (CoQ), entre os complexos | e lll, e o citocromo
c, entre os complexos Il e IV (Nelson & Cox, 2005). O bombeamento de prétons
da matriz mitocondrial para o espaco entre as membranas externa e interna
(espago intermembranas) da mitocdndria ocorre simultaneamente com o
transporte de elétrons entre NADH e CoQ (catalisado pelo complexo | — NADH
desidrogenase) e entre CoQ e citocromo c (catalisado pelo complexo Il —

complexo citocromo b-c4). A cada ciclo a CoQ recebe 2 protons e 2 elétrons da



matriz mitocondrial. Em seguida, esta coenzima transporta os protons para o
espaco intermembranas da mitocdndria, enquanto doa um elétron de volta para o
outro componente do complexo citocromo b-c1 e outro para a COX, que também
bombeia prétons para fora da matriz mitocondrial, contribuindo para o aumento do
gradiente de protons entre a matriz mitocondrial e o espago intermembranas. O
complexo |l da cadeia respiratoria (sucinato desidrogenase) € o unico que nao
atua diretamente como bomba de prétons e participa diretamente do ciclo de

Krebs (Nelson & Cox, 2005; Marks, Marks & Smith, 1996).
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Figura 3: Fluxo de elétrons através dos quatro complexos da cadeia respiratoria.
O gradiente eletroquimico transmembrana formado é utilizado pela ATP-sintase

para a sintese de ATP (adaptado de Nelson & Cox, 2005).



1.5.4.1 Formacdo de Radicais Peroxido nos Complexos | e Ill da Cadeia
Respiratoria

Como ubiquinona reduzida doa elétrons diretamente ao oxigénio molecular,

entdo ocorre a formagao do anion peréxido, da seguinte maneira:
Oz +1e = 0"

O anion superoéxido € um radical livre capaz de provocar dano oxidativo as
mitocondrias e seu ambiente. A producédo de O," aumenta com o aumento do AV,
variando de 0,1% a 4% do consumo total de oxigénio. Essas espécies sao retidas
pelo complexo IV evitando a liberagédo de superdxido.O anion superdxido é gerado
no sitio ligador de quinona, externo do complexo Ill e é liberado para dentro do
espaco intermembranas da mitocéndria.

Uma superoéxido dismutase citosélica CuZn dependente (SOD 1) detoxifica o O,™
citoplasmatico por dismutagdo em peréxido de hidrogénio e agua. A matriz
mitocondrial possui uma outra superoxido dismutase que contém manganés (Mn-
SOD ou SOD 2). Ambas isoformas catalisam a seguinte reacao:
20" +2H" = H,0, + Oy

As duas meias reagdes sao as seguintes:

O, +2H" + 1e = H,O;

0" =0, + 1€

Por outro lado, acredita-se que o O," pode também ser formado na matriz
mitocondrial através do complexo |. Ao contrario da producdo de O," pelo
complexo lll, a produgéo de O,* pelo complexo | é independente do A¥ (Nicholls

& Ferguson, 2002).



2. OBJETIVOS

Geral. Estudar os efeitos in vitro principais metabdlitos acumulados na
deficiéncia de MCAD sobre importantes atividades enzimaticas envolvidas no

metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens.

Artigo 1.

A) Estudar os efeitos in vitro dos acidos octandico e decandico sobre a
atividade da Na®, K'-ATPase em homogeneizado total e membrana
sinaptica plasmatica de cortex cerebral de ratos.

B) Investigar os mecanismos envolvidos no efeito causado pelo &acido
octandico sobre a atividade da Na*, K’-~ATPase em homogeneizado total e
membrana sinaptica plasmatica de cortex cerebral de ratos.

C) Estudar e comparar os efeitos dos acidos octandico e decandico com os
possiveis efeitos de acidos graxos de cadeia longa insaturada (oléico) e de
cadeia longa e saturada (palmitico) sobre a atividade da Na*, K'-ATPase

em homogeneizado total de cortex cerebral de ratos.

Artigo 2.
A) Estudar os efeitos in vitro dos acidos graxos de cadeia média acumulados
na deficiéncia de MCAD (octandico, decandico e cis-4-decendico) sobre a

producédo de CO,, bem como sobre as atividades dos complexos da cadeia



respiratéria e da creatinaquinase em homogeneizados de cértex cerebral de
ratos jovens.
B) Estudar os mecanismos responsaveis pelos efeitos dos metabdlitos

testados, especialmente sobre a inibicdo da creatinaquinase.

Artigo 3.

A) Estudar os efeitos in vitro do acido cis-4-decendico, bem como de alguns
compostos derivados da combinagcdo de acidos graxos de cadeia média
com carnitina ou glicina (hexanoilcarnitina, octanoilcarnitina, hexanoilglicina,
suberilglicina e 3-fenilpropionilglicina) sobre a atividade da Na*, K'-ATPase
em membrana plasmatica sinaptica de cértex cerebral de ratos.

B) Avaliar possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos encontrados.



3. METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigo 1

Evidence that antioxidants prevent the inhibition of Na*, K’-ATPase activity

induced by octanoic acid in rat cerebral cortex in vitro

Dénis R. de Assis, César A. J. Ribeiro, Rafael B. Rosa, Patricia F. Schuck,

Karina B. Dalcin, Carmen R. Vargas, Clévis M. D. Wannmacher, Carlos S.

Dutra-Filho, Angela T. S. Wyse, Paz Briones, Moacir Wajner.

Neurochemical Reseach, 28(8): 1255-1263, 2003



Artigo 2

Inhibition of energy metabolism in cerebral cortex of young rats by the medium-

chain fatty acids accumulating in MCAD deficiency

Dénis R. de Assis, Rita de C. Maria, Rafael B. Rosa, Patricia F. Schuck, César A.

J. Ribeiro, Gustavo da C. Ferreira, Carlos S. Dutra-Filho, Angela T. S. Wyse,

Clovis M. D. Wannmacher, Marcos L. S. Perry, Moacir Wajner.

Brain Research, 1030: 141-151, 2004.



Artigo 3

Na®, K*-ATPase activity is markedly reduced by cis-4-decenoic acid in synaptic

plasma membranes from cerebral cortex of rats
Dénis R. de Assis, Rita C. Maria, Gustavo C. Ferreira, Patricia F. Schuck,
Alexandra Latini, Carlos S. Dutra-Filho, Clévis M. D. Wannmacher, Angela T. S.

Wyse, Moacir Wajner.

Experimental Neurology 197(1):143-149, 2006.



4. DISCUSSAO GERAL

Pacientes afetados pela deficiéncia de MCAD apresentam clinicamente
episodios de vémitos e letargia e/ou coma, acompanhados algumas vezes por
hipoglicemia hipocetética, bem como acidemia latica e hiperamonemia com
disfuncéo hepatica. Podem também apresentar rabdomiolise e fraqueza muscular,
0 que sugere disfungdo mitocondrial (Ruitenbeek et al., 1995). Durante as crises
ocorre o aumento nas concentragdes teciduais e nos liquidos bioldgicos de varios
metabdlitos, incluindo-se os acidos octandico (C8:0), decandico (C10:0) e 4-cis-
decendico (C10:1), os tioésteres de cadeia meédia derivados da CoA hexanoill
(C6:0), octanoil (C8:0), octenoil (C8:1), decanoil (C10:0) e 4-cis-decenoil (C10:1)
(Scriver et al., 2001; Onkenhout et al.,1995; Martinez et al.,1997) e também os
ésteres derivados da L-carnitina hexanoilcarnitina, octanoilcarnitina,
decanoilcarnitina e decenoilcarnitina (Schmidt-Sommerfeld et al., 1992; Walker,
1994; Chace et al.,1997).

Apesar de hipoglicemia e hiperamonemia serem encontrados em pacientes
afetados pela deficiéncia de MCAD durante as crises de descompensacao
metabdlica, possivelmente essas alteragdes laboratoriais ndo expliquem os danos
neurolégicos encontrados nos pacientes, visto que nao ha relagdo entre os
episodios encefalopaticos e a hipoglicemia e/ou a hiperamonemia apresentada
pelos pacientes (Stanley et al., 1983). Por outro lado, tendo em vista que um
numero consideravel de estudos demonstrou acbes toxicas in vivo e in vitro de
acidos graxos sobre varios tecidos (ver item 1.2 da introdugao), postula-se que os

achados neurologicos na deficiéncia de MCAD podem ser devidos ao aumento



das concentragbes dos acidos graxos e/ou de seus derivados acumulados nos
pacientes durante as crises. Considerando ainda que os pacientes afetados por
essa doenca excretam concentragdes elevadas de acido latico e apresentam
alteracbes musculares compativeis com mitocondriopatia, no presente trabalho
estudamos a influéncia dos principais acidos graxos acumulados na deficiéncia de
MCAD (acidos octandico, decandico e cis-4-decendico) e também de alguns de
seus derivados (octanoilcarnitina, hexanoilcarnitina, hexanoilglicina, suberilglicina
e fenilpropionilglicina) sobre diversos parametros do metabolismo energético
cerebral de ratos in vitro numa tentativa de compreender melhor a fisiopatogenia
envolvida na encefalopatia apresentada pelos pacientes com deficiéncia de MCAD
durante as crises.

Inicialmente testamos a influéncia do acido octandico sobre as atividades
dos complexos da cadeia respiratoria (I-IV) e creatinaquinase em
homogeneizados de cortex cerebral de ratos jovens, bem como a influéncia dos
acidos octandico e decanoico sobre a atividade da Na®, K'-ATPase (em
homogeneizado total e em membrana plasmatica sinaptica isolada). Os resultados
mostraram que o acido octandico néo alterou as atividades dos complexos da
cadeia respiratéria bem como da creatinaquinase, mesmo em concentragdes
elevadas (1 e 3 mM). Por outro lado, os acidos octandico e decandico
significativamente inibiram a atividade da enzima Na’, K'-ATPase em
homogeneizado total e em membrana plasmatica sinaptica, sendo o efeito mais
pronunciado no segundo tipo de preparagdao. Em seguida testamos a influéncia
dos antioxidantes glutationa (GSH), protetor de grupos -SH da enzima que atua

diretamente como agente redutor dos grupamentos tidis (Meister & Anderson,



1983) e trolox (a-tocoferol, vitamina E hidrossoluvel), excelente agente
sequestrador de radicais peroxila (ROO") (Burton et al., 1990) sobre os efeitos
inibitorios causados pelo acido octandico sobre a atividade da Na* K'-ATPase,
visto que esta enzima é vulneravel a ataques por radicais livres (Hitschke et al.,
1994). O efeito inibitério do acido octandico foi completamente abolido por trolox e
parcialmente por GSH quando adicionados ao meio de incubacgado, tanto em
homogeneizado total como na preparagdo de membrana sinaptica plasmatica.
Isso sugere que a Na*, K*-ATPase teve sua atividade diminuida por dano oxidativo
do acido octandico sobre grupamentos da enzima, com especial énfase para os
grupamentos tidis (-SH), ou via radicais livres causando lipoperoxidagao na
membrana plasmatica onde a enzima esta inserida e afetando a mesma
indiretamente (Tsakiris et al., 2000).

Testamos também o efeito dos acidos palmitico e oléico (saturado e
insaturado, respectivamente) sobre a atividade da Na*, K’-ATPase como medida
de comparagdo. Observamos um potente efeito inibitério causado pelo oleato
sobre a enzima. Esses resultados nos fizeram pensar que o acido cis-4-decendico,
composto patognoménico que se acumula na deficiéncia de MCAD, que € um
acido graxo insaturado, poderia ter um efeito inibitério significante sobre a
atividade da Na',K'-ATPase. Seguindo esta linha de raciocinio, testamos a
influéncia do acido cis-4-decendico, e também dos compostos octanoilcarnitina,
hexanoilcarnitina, hexanoilglicina, suberilglicina e 3-fenilpropionilglicina, que se
encontram acumulados na deficiéncia de MCAD, sobre a atividade da Na®,K'-

ATPase em membrana plasmatica sinaptica de cértex cerebral de ratos jovens. O



acido cis-4-decendico inibiu em aproximadamente 40% a atividade da enzima a
partir da concentragéo de 0,25 mM, mais de 60% na concentragdo de 0,5 mM e
100 % na concentragado de 1 mM. Por outro lado, a hexanoilcarnitina,
hexanoilglicina, suberilglicina e 3-fenilpropionilglicina ndo alteraram a atividade da
enzima, enquanto o composto octanoilcarnitina, substancia resultante da
combinacédo do acido octandico com L-carnitina (composto adjuvante na terapia da
deficiéncia de MCAD), também inibiu a atividade da Na',K'-ATPase. Esses
resultados indicam que possivelmente o efeito terapéutico da L-carnitina
administrada aos pacientes durante as crises deve-se ao fato de a substancia
formada, octanoilcarnitina, ter excrecdo renal mais rapida do que o acido
octandico e ndo que seja um composto sem toxicidade. Tais resultados sugerem
fortemente um papel chave do acido cis-4-decendico como a substéncia mais
téxica, dentre os metabdlitos testados, para da atividade da Na*,K*-ATPase, uma
vez que seu efeito € marcado, mesmo em concentracdes relativamente baixas
(0.25 mM), encontradas nos pacientes com deficiéncia de MCAD durante as crises
(Onkenhout, 1995).

Investigamos entdo os mecanismos responsaveis pelo efeito inibitério do
acido cis-4-decenoico sobre a Na’,K'-ATPase. Testamos a influéncia da co-
incubacdo do acido cis-4-decendico com uma combinagdo das enzimas
antioxidantes catalase e superoxido dismutase (CAT+SOD) (a SOD catalisa a
reagdo de dois radicais superoxido, formando perdxido de hidrogénio que é
degradado pela CAT) (Halliwell, 2001), L-NAME (antagonista da enzima oxido
nitrico sintase) e GSH (antioxidante endégeno mais comum no cérebro) (Halliwell,

2001). Verificamos que o GSH e o L-NAME atenuaram, enquanto que CAT+SOD



aboliram completamente o efeito inibitério do acido cis-4-decendico sobre a
enzima, sugerindo que este composto deve afetar o funcionamento da Na*K'-
ATPase através da oxidagédo de grupos essenciais da enzima indiretamente, via
radicais livres, especialmente através dos radicais peréxido. Esses resultados
foram semelhantes aqueles obtidos com o acido octandico que também pareceu
inibir a enzima via oxidag&o de grupos essenciais da mesma.

Para confirmar a hipotese de que esses acidos poderiam induzir estresse
oxidativo na célula, foram testados os efeitos dos &cidos octandico, decandico e
cis-4-decendico sobre parametros de lipoperoxidacao, tais como as medidas de
formagao de quimioluminescéncia (Gonzalez-Flecha, Llesuy & Boveris, 1991) e de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) (Esterbauer & Cheeseman,
1990), em cortex cerebral de ratos. Esses parametros foram significativamente
aumentados pela presenga desses acidos, indicando, portanto, que os acidos
octanoico, decandico e cis-4-decendico poderiam ter afetado a enzima Na* K'-
ATPase indiretamente, via peroxidacao dos lipidios da membrana plasmatica. Este
tipo de relagcdo entre lipoperoxidacdo de membranas celulares e inibicdo da
atividade da Na',K'-ATPase tem sido extensamente descrito (Marzatico et al.,
1990; Lees, 1993; Kurella et al., 1997; Tsakiris et al.,2000; Yousef et al., 2002).
Neste particular, deve ser enfatizado que o cérebro possui um alto conteudo de
lipidios e baixas concentracbes de antioxidantes quando comparado a outros
tecidos (Halliwell, 2001), o que torna este tecido mais vulneravel a efeitos nocivos
de espécies reativas do oxigénio. De fato, o estresse oxidativo tem sido
considerado como fator etiopatogénico do dano neurolégico de um grande numero

de doencgas neurodegenerativas (Matés, Pérez-Goméz & Nufiez de Castro, 1999;



Reznick & Pacher, 1993). Entretanto ndo podemos descartar a hipotese de que as
inibicdes da atividade da Na',K'-ATPase causadas pelos &cidos graxos acima
descritos podem também ter ocorrido devido a outros fatores, tais como mudancas
de fluidez, de permeabilidade i6nica e de interagcdes entre os fosfolipidios da
membrana plasmatica com a enzima (Kimmelberg & Pahadjopoulos, 1974; Lee,
1976; Abeywardena, Allen & Chernock, 1983; Carfagna & Muhoberac, 1983).

Por outro lado, ha fortes evidéncias mostrando que a diminuicdo na
atividade da Na',K'-ATPase esta envolvida em mecanismos de neurotoxicidade
(Sweadner, 1979; Lees, 1993), podendo levar a apoptose e/ou necrose (Xiao et
al., 2000; Wang et al., 2003), visto que esta enzima é crucial para manter os
gradientes iOnicos necessarios para a realizagcado das sinapses e também para o
desenvolvimento e funcionamento normais do sistema nervoso central. Assim,
diminui¢des na atividade desta importante enzima tém sido relatadas em casos de
encefalopatia espongiforme e status convulsivus (Renkawek et al., 1992), de
excitoxicidade e epilepsia (Grisar, 1984; Bem-Ari, 1985; Choi & Rothman, 1990;
Cousin et al., 1995; Lees & Leong, 1995), em doengas neurodegenerativas
cronicas como Alzheimer (Lees, 1991), bem como em glioma do sistema nervoso
central, esclerose multipla, lupus eritematoso sistémico, panencefalite
esclerosante subaguda, epilepsia generalizada primaria, doenga de Parkinson,
sindrome de Down e outras desordens neurodegenerativas (Kumar & Kurup,
2002). Por isso acreditamos que, se nossos resultados in vitro envolvendo a
atividade da Na*,K*-ATPase puderem ser extrapolados in vivo para a deficiéncia

de MCAD, os mesmos poderiam explicar, ao menos em parte, alguns dos



sintomas neurolégicos apresentados pelos pacientes com deficiéncia de MCAD
durante as crises.

Também testamos a influéncia dos acidos octandico, decandico e cis-4-
decendico sobre a producdo de CO; a partir de [1-"*C]-acetato, [U-"*C]-glicose e
[1,5 -"C] citrato, com o intuito de avaliar a atividade do ciclo do &cido citrico em
cortex cerebral de ratos jovens. Os resultados mostraram que os acidos octandico
e decandico tiveram um efeito inibitério mais pronunciado sobre a producao de
CO a partir de glicose (em torno de 70%) do que a partir de acetato (em torno de
40%). Ja o acido cis-4-decendico inibiu a produgdo de CO, a partir de ambos
substratos com igual intensidade (em torno de 40%). Tendo em vista que a
producdo de CO, a partir de acetato depende, além das enzimas do ciclo de
Krebs, bem como da atividade da acetil-CoA sintase, testamos também a
produgao de CO; a partir de citrato, que ndao depende desta enzima. Verificamos
que os acidos decandico e cis-4-decendico inibiram a produg¢ao de CO; a partir de
citrato (em torno de 40%), o que indica um efeito inibitério desses acidos sobre
uma ou mais reacgdes do ciclo do acido citrico ou entdo um efeito inibitério sobre a
atividade da cadeia respiratdria, com inibicdo secundaria do ciclo de Krebs. Por
outro lado, o acido octanodico nao inibiu a producao de CO; a partir de citrato. Os
resultados sugerem que o acido octandico poderia afetar a atividade da enzima
citrato sintase e/ou da acetil-CoA sintase, visto que o metabdlito inibe a producao
de CO, a partir de acetato. Por isso, foi testada também a influéncia do acido
octanodico sobre a atividade da citrato sintase, mas nenhum efeito sobre a
atividade dessa enzima foi detectado. Portanto, € possivel a ocorréncia de um

efeito inibitério do acido octandico sobre a atividade da acetil-CoA sintase, mas



que, no entanto, n&o foi testado no presente trabalho. Além disso, tendo em vista
que a producao de CO; a partir de glicose nao depende somente das enzimas do
ciclo de Krebs, mas também das enzimas da via glicolitica, ndo se pode afastar a
hipétese de que os acidos octandico e decandico poderiam também interferir no
funcionamento de uma ou mais enzimas da glicdlise, justificando assim o efeito
inibitério bem maior observado na producédo de CO, a partir de glicose, quando
comparado ao efeito inibitério quando se utiliza acetato como substrato. Neste
sentido, ha alguns trabalhos demonstrando que acidos graxos de cadeia longa e
média inibem no figado as atividades das enzimas hexoquinase, fosfofrutoquinase
e piruvato desidrogenase (Lea & Weber, 1968; Scholz, Schwabe & Soboll, 1984).
Testamos ent&o os efeitos dos acidos decandico e cis-4-decendico sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratdria e da enzima creatinaquinase. Os
acidos decanoico e cis-4-decenoico diminuiram significativamente as atividades de
alguns complexos da cadeia respiratoria. O acido decandico inibiu as atividades
dos complexos lI-lll e IV na concentragdao de 3 mM, enquanto que o acido cis-4-
decendico inibiu as atividades dos complexos Il e lI-lll a partir da concentracéo de
0,25 mM e do complexo IV a partir da concentracdo de 0,1 mM. Em relagéo a
estes resultados é importante destacar que o acido cis-4-decendico inibiu a cadeia
respiratéria em concentragcdes baixas semelhantes as encontradas na deficiéncia
de MCAD. Quanto ao significado fisiologico desses dados, enfatizamos que
inibicbes de mesma intensidade da cadeia respiratoria tém sido relatadas em
varias doencas neurologicas degenerativas, como a doenga de Alzheimer, a
esclerose lateral amiotrofica e a sindrome de Leigh (Cassarino & Bennett, 1999; Di

Donato, 2000; Harpey et al., 1998; Lee et al., 1996; Morin et al., 1999; Salo et al.,



1992; Tulinius et al., 1991a; Tulinius et al., 1991b, Willis et al., 2000; Wdrle et al.,
1998; Zerviani). Portanto, o grau de inibicdo dessas atividades encontradas no
presente trabalho pelos metabdlitos acumulados na deficiéncia de MCAD poderia
explicar ao menos em parte a disfuncdo neurolégica que acomete esses
pacientes.

Levando-se em conta que a cadeia respiratéria mitocondrial € uma
poderosa fonte de radicais livres, através dos complexos | e lll (Genova et al.,
2001; Lenaz et al.,, 2002; Raha & Robinson, 2001; Chen et al.,, 2003),
consideramos a hipétese de que o bloqueio dos complexos da cadeia respiratéria
pelos acidos decandico e cis-4-decendico poderia resultar no aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, que por sua vez seriam capazes de
causar dano oxidativo em enzimas susceptiveis a oxidagdo por radicais livres,
como por exemplo, a Na*,K*-ATPase e a creatinaquinase. Além disso, é possivel
que um bloqueio na cadeia respiratoria de grau semelhante ao encontrado neste
trabalho pode resultar em bloqueio em varias etapas do ciclo de Krebs (pelo
acumulo de NADH que é inibidor alostérico de varias enzimas dessa rota), bem
como da producdo de ATP celular (Rustin & Raotig, 2002). O bloqueio da cadeia
respiratoria e do ciclo de Krebs reflete um bloqueio do metabolismo aerébico, e,
por conseguinte uma ativacdo do metabolismo anaerdbico. Assim, € possivel que
nossos achados poderiam estar relacionados com os altos niveis de lactato no
sangue e liquor, bem como com anormalidades na musculatura esquelética
(rabdomidlise) encontrados em alguns pacientes com deficiéncia de MCAD (Feillet

et al., 2003; Ruintenbeek, 1995).



Nossos resultados in vitro estdo em consonéncia com os achados in vivo
recentemente descritos em pacientes com desordens de oxidagdo de acidos
graxos, como, por exemplo, na deficiéncia da desidrogenase 3-hidroxiacil-CoA de
cadeia longa (LCHAD), que apresentam defeitos (inibicdes) secundarios em
complexos da cadeia respiratéria, sugerindo o envolvimento de intermediarios
toxicos da oxidagdo de acidos graxos nos defeitos funcionais e alteragdes
morfoldgicas encontradas nas mitocondrias destes pacientes (Antozzi et al., 1994;
Das et al., 2000; Enns et al., 2000; Tyni et al., 1996; Ventura et al., 1995; Ventura
et al., 1996; Ventura et al., 1998).

Ja em relagado a creatinaquinase, o acido cis-4-decendico foi o unico acido
graxo testado que diminuiu significativamente a atividade desta enzima,
especialmente a fragdo mitocondrial, mas apenas na concentragdo mais elevada
(1 mM). Com o intuito de verificar se essa acgéao inibitoria fosse devida a indugao
de estresse oxidativo, foram adicionados ao meio de incubacido simultaneamente
com o acido cis-4-decendico os agentes antioxidantes vitaminas C+E, GSH ou L-
NAME. Nenhum dos antioxidantes preveniu a inibicdo causada pelo acido cis-4-
decendico sobre a creatinaquinase, sugerindo que o seu efeito ndo esta
relacionado com a oxidagao de grupamentos tiolicos da creatinaquinase, ou com a
formacao de radicais livres. De qualquer forma, acreditamos que dificilmente este
efeito poderia ser relevante no que se refere a deficiéncia de MCAD, visto que o
acido cis-4-decendico alterou a atividade desta enzima somente na concentracéo
mais alta (1mM), acima da encontrada em pacientes afetados por essa doencga

mesmo durante as crises.



Por outro lado, levando-se em consideragdo as concentragbes dos
metabdlitos acumulados na deficiéncia de MCAD (acido octandico 0,6 mM; acido
decandico 0,2 mM e acido cis-4-decendico 0,5 mM) (Onkenhout et al., 1995),
podemos concluir que os resultados mais relevantes do ponto de vista fisioldgico
da presente investigagdo séo aqueles devidos a inibicao do acido cis-4-decendico
sobre a enzima Na’,K'-ATPase, que foi de aproximadamente 40% ja na
concentragdao de 0.25 mM, bem como a inibicdo causada por esta mesma
substancia sobre os complexos da cadeia respiratoria. Os complexos Il e II-lll
foram significativamente inibidos pelo acido cis-4-decendico a partir de 0.25 mM e
o complexo IV a partir de 0.1 mM. Além disso, a producdo de CO, a partir de
glicose foi inibida pelos acidos octandico, decandico e cis-4-decendico a partir de
0,5 mM, 0,5 mM e 0,1 mM respectivamente, e a produgdao de CO, a partir de
acetato foi inibida em torno de 40% pelo acido cis-4-decendico na concentragao
de 0.5 mM. Portanto, o acido cis-4-decendico, o composto patognomdnico da
deficiéncia de MCAD, foi, em nossas condicdes experimentais in vitro, 0 composto
mais toxico para metabolismo energético cerebral. Entretanto ndo podemos
descartar a possibilidade de ocorrerem efeitos somatoérios e até mesmo sinérgicos
na doenga, onde os trés acidos graxos encontram-se simultaneamente
aumentados.

Convém salientar que é provavel que os pacientes afetados por deficiéncia
de MCAD apresentem durante as crises de descompensacido metabdlica elevados
niveis de acidos graxos ndo somente na circulagdo periférica, mas também no
sistema nervoso central devido a existéncia na barreira hematoencefalica de um

carreador monocarboxilico especifico para acidos graxos com cadeia de até 10



carbonos (Oldendorf, 1973). Outro importante fator para o acumulo de acidos
graxos de cadeia média no sistema nervoso central € que o plexo cordide,
estrutura especializada na depuracdo de compostos do cérebro para o liquido
cerebroespinhal, tem sua fungéo prejudicada pelos acidos decandico e octandico
(Kim et al., 1983). Também foi demonstrado que a barreira hematoencefalica
torna-se menos seletiva a entrada de compostos no cérebro na presenca do acido
octandico, facilitando a penetragdo de acidos graxos no sistema nervoso central
(McClung et al.,, 1990). Além disso, considerando-se que o0s intermediarios
acumulados em erros inatos do metabolismo formem-se intracelularmente, foi
proposto que suas concentragdes intracelulares sejam muito maiores do que as
encontradas na circulagao ou no liquido cefalorraquidiano (Hoffmann et al., 1993).
Assim, considerando que as enzimas de catabolismo de acidos graxos estao
expressas no cérebro poder-se-ia presumir que os acidos graxos de cadeia média
estejam acumulados no cérebro de pacientes com deficiéncia de MCAD.
Acreditamos que nosso trabalho possa contribuir para um melhor
entendimento dos mecanismos responsaveis pelo dano cerebral e sintomas
neurolégicos observados nos pacientes com deficiéncia de MCAD. Nao temos
conhecimento de nenhum outro trabalho direcionado especificamente para
determinar se os metabdlitos acumulados na deficiéncia de MCAD podem alterar
parametros do metabolismo energético cerebral como os determinados na
presente investigagéo, tais como as atividades da Na*, K*-ATPase, dos complexos
da cadeia respiratéria, da creatinaquinase e a producdo de CO,. Caso nossos
resultados pudessem ser extrapolados para os portadores de deficiéncia de

MCAD, os mesmos indicam que nessa doencga os sintomas neurolégicos podem



ser devido a toxidade dos metabdlitos acumulados nos pacientes, prejudicando o
metabolismo energético e ndo somente a um déficit de glicose cerebral secundario
a hipoglicemia e/ou ao acumulo de amdnia (Stanley et al., 1983).

Nossos resultados poderiam também colaborar, no futuro, para o
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento dos sintomas
neuroldgicos apresentados pelos pacientes, especialmente durante as crises.
Postula-se que o tratamento poderia ser baseado em métodos para evitar o
aumento das concentragcbes dos metabdlitos potencialmente toxicos nos
pacientes, especialmente do acido cis-4-decendico, que é derivado da oxidacao
parcial do acido linoleico (Duran et al., 1988), seguido pelos acidos decandico e
octandico, bem como na administragdo de antioxidantes aos portadores da

doenca.



5. CONCLUSOES GERAIS

1) Os acidos octandico e decandico inibiram significativamente a atividade da Na®,
K'-ATPase in vitro em homogeneizado de cortex cerebral de ratos na
concentragdo de 3 mM, enquanto o acido oléico inibiu essa mesma atividade a

partir da concentragao de 0,01 mM.

2) A inibigdo causada pelo acido octandico sobre a Na’, K'-ATPase em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos foi totalmente prevenida pela adigao

de glutationa (1mM) e pela adigao de trolox (1 mM).

3) Os acidos octandico (1 e 3 mM) e decandico (3 mM) inibiram a atividade da
Na®, K*-ATPase in vitro em membrana plasmatica sinaptica de cortex cerebral de

ratos, enquanto o acido cis-4-decendico inibiu essa atividade a partir de 0,25 mM.

4) O efeito inibitério causado pelo &cido cis-4-decendico sobre a atividade da Na*,
K*-ATPase foi abolido parcialmente pelo inibidor da 6xido nitrico sintase L-NAME
e pelo antioxidante GSH e totalmente pela combinagdo das enzimas catalase e

superoxido dismutase.



5) A octanoilcarnitina inibiu a atividade da Na*, K’-ATPase in vitro em membrana
plasmatica sinaptica de coértex cerebral de ratos na concentragcdo de 1 mM,
enquanto hexanoilcarnitina, hexanoilglicina, suberilglicina e 3-fenilpropionilglicina
nao alteraram a atividade da enzima nessa mesma concentragao.

6) O acido cis-4-decendico inibiu a atividade dos complexos Il e lI-lll a partir de

0,25 mM, e IV a partir de 0,1 mM.

7) O acido octandico (3 mM) nao alterou as atividades dos complexos |, II, lI-lll e
IV da cadeia respiratéria in vitro em homogeneizados de cortex cerebral de ratos,
enquanto o acido decandico inibiu os complexos II-lll e IV, mas somente em uma
concentragao bastante elevada (3 mM) e o acido cis-4-decendico inibiu a atividade

dos complexos I, lI-1ll (a partir de 0,25 mM) e IV(a partir de 0.1 mM).

8) Os acidos octandico, decandico e cis-4-decendico inibiram a produgao de CO; a
partir de glicose in vitro em homogeneizados de cortex cerebral de ratos (a partir

de 0,5 e 0,1 mM respectivamente).

9) Os acidos octandico e decanoico inibiram a produgao de CO; a partir de acetato
in vitro em homogeneizados de cortex cerebral de ratos a partir de 1 mM,

entretanto o acido cis-4-decendico inibiu esse parametro a partir de 0,5 mM.

10) O acido octandico (3 mM) n&o alterou a producéo de CO; a partir de citrato in

vitro em homogeneizados de cortex cerebral de ratos, enquanto os acidos



decandico e cis-4-decendico inibiram esse paréametro a partir de 3 mM e 1 mM,

respectivamente.

11) Os acidos octandico, decandico e cis-4-decendico ndo alteraram a atividade
da citrato sintase in vitro em homogeneizados de cértex cerebral de ratos.

12) Os acidos octandico e decandico (3 mM) ndo alteraram a atividade da
creatinaquinase in vitro nas fragdes mitocondrial e citosdlica, e em homogeneizado
total de coértex cerebral de ratos, enquanto o acido cis-4-decendico inibiu essa

atividade em todas essas fracdes na concentracdo de 1 mM.

13) O efeito inibitério do acido cis-4-decendico (1 mM) sobre a atividade da
creatinaquinase in vitro ndo foi abolido pela coincubagdo do acido com

antioxidantes em homogeneizado total de cértex cerebral de ratos.

14) Os acidos octandico e decandico aumentaram a produgdo de
quimioluminescéncia in vitro em homogeneizados de cortex cerebral de ratos na
concentragdao de 1 mM, enquanto o acido cis-4-decendico aumentou essa medida

a partir de 0,25 mM.

15) Os acidos octandico e decandico aumentaram a produgdao de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) in vitro em homogeneizados de cértex
cerebral de ratos na concentragcdo de 1 mM, enquanto o acido cis-4-decendico

alterou esse parametro na concentracéo de 0,25 mM.



6. PERSPECTIVAS

1) Verificar os efeitos dos acidos octandico, decandico e cis-4-decendico sobre
a viabilidade celular em neurdnios cultivados de embrides de ratos, utilizando
as medidas de redugdo do MTT e do Alamar Blue, bem como sobre
parametros indicativos de necrose (medida da lactato desidrogenase e analise
da morfologia celular) e apoptose (ativagao das caspases 3, 8 e 9 e contagem
dos nucleos fragmentados). Caso sejam detectados efeitos desses acidos
graxos sobre a viabilidade celular (necrose e/ou apoptose), poderiamos

também:

A) Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na alteragdo da viabilidade
celular (necrose e/ou apoptose) provocada por esses metabdlitos, através do
uso de antioxidantes, substratos energéticos e antagonistas glutamatérgicos

nas culturas de neurdnios de embrides de ratos.

B) Investigar os efeitos dos acidos octandico, decandico e cis-4-decendico
sobre o influxo de calcio intracelular nas culturas de neurénios de embrides de

ratos.
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