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Introducado e Objetivos



RESUMO

A deficiéncia da desidrogenase de hidroxiacil-coa de cadeia longa (LCHAD) ¢
um erro inato do metabolismo de &cidos graxos. Pacientes acometidos apresentam
acimulo de 4cidos graxos hidroxilados de cadeia longano sangue e tecidos. A
sintomatologia ¢ bastante variada, sendo que os pacientes apresentam hepatopatia e
cardiomiopatia severa, assim como retinopatia, hipotonia, neuropatia periférica, atraso
no desenvolvimento e na fala, letargia e convulsdes. Considerando que a patofisiologia
do dano hepatico encontrado nos pacientes com deficiéncia da LCHAD ndo esta
esclarecida, o presente trabalho teve como objetivo investigar in vitro os efeitos dos
acidos 3-hidroxitetradecanoico (3HTA) e 3-hidroxipalmitico(3HPA) sobre importantes
parametros da bioenergética mitocondrial, tais como o0s paramentros respiratorios estado
3, estado 4, razdo de controle respiratério (RCR) e estado desacoplado (U), bem como o
potencial de membrana (AWm), inchamento, capacidade de retencio de Ca®’
mitocondrial e estado redox do NAD(P) em mitocOndrias isoladas de figado de ratos
jovens. Os acidos monocarboxilicos encontrados em maiores concentragdes nos
pacientes, 3HTAe 3HPA inibiram a respira¢do estimulada por ADP (estado 3), a
desacoplada, o RCR, diminuiram o A®m e o conteudo de NAD(P)H e, em contraste,
aumentaram a respiracdo lenta (estado 4) em mitocondrias utilizando glutamato/malato
ou sucinato como substratos. Além disso, o inibidor competitivo do translocador de
nucleotideo adenina (ANT) atractilosideo atenuou o aumento no estado 4 provocado
pelo 3HTA. Esses dados indicam que o 3HTA e o 3HPA atuam como inibidores
metabolicos e desacopladores da fosforilagdo no figado. Também verificamos que
baixas concentragdes desses acidos graxos hidroxilados causam uma diminui¢do
significante no AWm e no contetido de NAD(P)H na presenca de Ca>". 3HTA e 3HPA
também diminuiram a capacidade de retengdo de Ca’" e induziram inchamento em
mitocondrias. Os efeitos induzidos por 3HTA foram totalmente prevenidos pelos
inibidores classicos do poro de transi¢do de permeabilidade (PTP) ciclosporina A e
ADP, assim como pelo ruténio vermelho, um inibidor da captagdo de Ca”*, indicando
abertura do PTP. Ademais, ditiotreitol e N-etilmaleimida ndo foram capazes de prevenir
estes efeitos, descartando a oxidacdo dos grupamentos tidis do PTP como mecanismo de
sua  abertura. Finalmente, verificamos que o 4cido dicarboxilico 3-
hidroxitetradecanodioico (3HTDA), que também se acumula na deficiéncia da LCHAD
e que ¢ um analogo do 3HTA, nao alterou os pardmetros de bioenergética mitocondrial.
Em conjunto, nossos dados demonstram que os principais dcidos graxos
monocarboxilicos hidroxilados de cadeia longa acumulados na deficiéncia da LCHAD
prejudicam a homeostase energética mitocondrial em figado. Presumimos que esse
mecanismo possa explicar, pelo menos em parte, a disfun¢do hepatica caraceristica dos
pacientes acometidos por essa doenga.



ABSTRACT

Long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (LCHAD) deficiencie is an
inborn error of metabolism of fatty acid oxidation. Affected patients present blood and
tissue accumulation of the 3-hydroxy fatty acids.Clinical presentation is characterized
by a wide variety of symptoms, including severe hepatopathy and cardiomyopathy, as
well as retinopathy, hypotonia, peripheral neuropathy, speech and developmental delay,
lethargy and seizures.Considering that the pathophisiology of the hepatic damage found
in LCHAD-deficient patients is not yet clear, the aim of the present work was to
investigate the in vitro effects of 3-hydroxytetradecanoic (3HTA) and 3-
hydroxypalmitic (3HPA)on inportant parameters of mitochondrial bioenergetics,
namely the respiratory parameters state 3, state 4, respiratory control ratio (RCR) and
state uncoupled (U), as well as mitochondrial membrane potential (A®Wm), swelling,
Ca’" retention capacity and NAD(P) redox state in isolated liver mitochondria from
young rats. The monocarboxylic acids found at higher concentrations in LCHAD-
deficient patients, 3HTA and 3HPA, inhibited the ADP-stimulated (state 3) and
uncoupled respiration, decreased AWm and NAD(P)H content and, in contrast,
increased resting (state 4) respiration in mitochondrial preparations supported by
glutamate plus malate or succinate.Furthermore, the competitive inhibitor of adenine
nucleotide translocase (ANT) atractyloside, attenuated the 3HTA-induced increase of
state 4 respiration. These data indicate that 3HTA and 3HPA act as metabolic inhibitors
and uncouplers of oxidative phosphorylation in the liver.We also verified that low
concentrations of these hydroxyl fatty acids caused a strong decrease of AWm and
NAD(P)H content in the presence of Ca*". 3HTA and 3HPA also reduced Ca®" retention
capacity and induced swelling in mitochondria. The effects induced by 3HTA were
totally prevented by the classical mitochondrial permeability transition (MPT) inhibitors
cyclosporin A and ADP, as well as by ruthenium red, a Ca*" uptake blocker, indicating
MPT pore opening. Furthermore, dithiothreitol and N-ethylmaleimide were not able to
prevent these effects, making unlikely an oxidation of thiol groups of the MPT pore as a
mechanism of its opening. Finally, the dicarboxylic 3-hydroxytetradecanodioic acid
(3HTDA), which also accumulates in LCHAD deficiency and is an analogue of 3HTA,
did not alter mitochondrial bioenergetics parameters.

Taken together, our data demonstrate that the major monocarboxylic long chain
fatty acids accumulating in LCHAD deficiency disrupt energy mitochondrial
homeostasis in the liver. It is proposed that this pathomechanism may explain at least in
part the hepatic alterations characteristic of the affected patients.



LISTA DE ABREVIATURAS
AWm — potencial de membrana mitocondrial
Alm — alameticina
ATC — atractilosideo
CCCP - cianeto de carbonila de meta-clorofenil-hidrazona
CoA — coenzima A
CoQ — coenzima Q
CTE — cadeia transportadora de elétrons
CsA — ciclosporina A
GDP — guanosina difosfato
EIM - erros inatos do metabolismo
LCHAD - desidrogenase de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia longa
LDL — lipoproteina de baixa densidade
MCAD - desidrogenase de acil-CoA de cadeia média
MCU - sistema uniporte de Ca*"
MTP — proteina trifuncional mitocondrial
NMDA — N-metil D-aspartato
Pi — fosfato inorganico
PTP — poro de transi¢do de permeabilidade
RCR — indice de controle respiratorio
RR — ruténio vermelho
SCAD — desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta
SCHAD - desidrogenase de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia curta
VDAC - canal de anions voltagem-dependente

VLCAD - desidrogenase de acil-CoA de cadeia muito longa



1.1 INTRODUCAO

I.1.1. Oxidacéo de Acidos Graxos

A oxidacdo de 4acidos graxos ¢ a principal fonte de energia nos musculos
esquelético e cardiaco, bem como no figado que os utiliza em maior quantidade em
situacdes de catabolismo, como jejum prolongado e doencas. Além disso, acidos graxos
também tem um papel importante na sinaliza¢do celular, influenciando atividades
enzimaticas, expressao génica e homeostase de certos ions (Graber et al., 1994).

Acidos graxos sdo oxidados por um processo mitocondrial repetitivo que consiste
em quatro reagdes enzimaticas, resultando na remocgao sequencial de unidades de acetil-
CoA (Scriver, 2001). Primeiramente, acidos graxos de cadeia longa plasmaticos sdo
transportados ativamente através da membrana plasmatica e entdo ativados a ésteres de
acil-CoA e transesterificados a acil carnitinas para serem transferidas através da
membrana mitocondrial pelas enzimas carnitina palmitoil transferase 1 (CPT 1) e 2
(CPT 2) em conjunto com a carnitina-acilcarnitina translocase (CT). Dentro da
mitocondria, os acidos graxos sdo reesterificados a ésteres de acil-CoA e seguem para a
espiral de B-oxidagdo. As quatro reagdes do ciclo da B-oxidagdo sdo catalizados pelas
acil-CoA desidrogenases (ACADs), enoil-CoA hidratases, L-3-hidroxiacil-CoA
desidrogenases e 3-cetoacil-CoA tiolase (Figura 1). Esse processo gera equivalentes
reduzidos que sdo transferidos para a cadeia transportadora de elétrons (CTE). Dentro
da espiral, cada passo ¢ catalisado por enzimas especificas para o tamanho de cadeia do
acido graxo a ser catabolisado. Como um conjunto, o processo de f-oxidagdo inclui pelo
menos 25 enzimas e proteinas de transporte.

Foi descrito por Wang e colaboradores (2010) que as proteinas responsaveis
pela oxidacdo de 4cidos graxos na mitocondria sdo funcionalmente e fisicamente
associadas e com a CTE. Isto se mostra importante, considerando que essa associagdo
otimiza o processo de transferéncia de energia, aumentando a sua eficiéncia (Rinaldo et
al., 2002; Wang et al., 2010).

Uma vez mobilizados do tecido adiposo, acidos graxos de cadeia longa sdo
transportados na circulagdo primeiramente ligado a albumina. Durante periodos de
jejum, os acidos graxos se tornam o principal combustivel para produ¢do de ATP no

figado, musculos cardiaco e esquelético. O cérebro ndo utiliza diretamente acidos



graxos, porém utiliza corpos cetdnicos que sdo produzidos apartir da B-oxidacdo de

acidos graxos no figado.
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Figura 1. Esquema da oxida¢do de acidos graxos mitocondrial. Carnitina palmitoil
transferases 1 (CPT1) e 2 (CPT2); carnitina-acilcarnitina translocase (CT);
desidrogenase das acilas-CoA de cadeia muito longa (VLCAD); proteina trifuncional
mitocondrial (MTP); hidratase de enoil-CoA de cadeia longa (LCEH); desidrogenase de
hidroxiacil-CoA de cadeia longa (LCHAD); tiolase de cetoacil-CoA de cadeia longa
(LCKT); desidrogenase de acil-CoA de cadeia longa (LCAD); desidrogenase de acilas-
CoA de cadeia média (MCAD); desidrogenase de acilas-CoA de cadeia curta (SCAD);
hidratase de enoil-CoA de cadeia curta (SCEH); desidrogenase de hidroxiacil-CoA de
cadeia curta(SCHAD); cetotiolase (KT). Adaptada de Tyni e Pihko (1999).

1.1.2. Defeitos de Oxidacio de Acidos Graxos

Como vimos anteriormente, a B-oxidacdo mitocondrial de 4cidos graxos ¢ a
principal fonte de energia para a sintese de ATP, principalmente em periodos de estresse
metabolico e deplecao de glicogénio decorrente de um jejum prolongado. Este processo

gera acetil-CoA e ATP. A rota de oxidagdo dos acidos graxos ¢ complexa e inclui
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muitos passos: captacdo celular de acidos graxos, ativacdo dos mesmos a ésteres acil-
CoA, trans-esterificacdo a acilcarnitinas, translocacdo através da membrana
mitocondrial, re-esterifica¢do a acil-CoA, e a espiral da beta-oxida¢do mitocondrial, que
fornece elétrons para flavoproteinas transferidoras de elétrons e acetil-CoA. Cada etapa
da espiral de oxidag¢do ¢ catalisada por enzimas especificas para o comprimento da
cadeia carbonica do acido graxo (Lieberman M. e Marks, A.D., 2011).

Na década de setenta foram descritos os primeiros EIM causados por defeitos na
oxidacdo dos acidos graxos em pacientes com astenia ou rabdomidlise induzida por
exercicio. Atualmente, ja estdo descritas pelo menos 23 diferentes tipos deste grupo de
doengas, incluindo defeitos no transporte de carnitina na membrana plasmatica, nas
enzimas carnitina palmitoiltransferase I e II, carnitina/acilcarnitina translocase, nas
desidrogenases de acilas-CoA de cadeia muito longa (VLCAD), média (MCAD) e curta
(SCAD), na 2,4-dienoil-CoA redutase e nas desidrogenases de acilas-CoA de cadeia
longa hidroxilada (LCHAD) e curta hidroxilada (SCHAD), bem como na proteina
trifuncional mitocondrial (MTP) (Roe e Ding, 2001).

Acredita-se que a prevaléncia dessas doengas seja subestimada, visto que seu
diagnédstico depende da detecgdo dos metabolitos acumulados por métodos sofisticados
e equipamentos de alto custo que poucos laboratérios possuem (Walker, 1994). Além
disso, devido a semelhan¢a do quadro clinico, uma parte consideravel dos pacientes
afetados por defeitos de oxidagdo de acidos graxos ¢ diagnosticada erroneamente como
sindrome de morte subita da infincia, infeccdo bacteriana aguda (septicemia), sindrome
de Reye, figado gorduroso da gravidez ou sindrome de vomito ciclico (Rinaldo et al.,

1998).

I.1.3. Deficiéncia da Desidrogenase de Acilas-CoA de Cadeia Longa Hidroxilada
(LCHAD)

Acidos graxos de cadeia longa provenientes da dieta ou mobilizados a partir do
tecido adiposo durante a lipolise sdo degradados inicialmente pela desidrogenase de
acidos graxos de cadeia muita longa (VLCAD). As trés reagdes enzimaticas
subsequentes sdo catalisadas pela MTP.

A MTP ¢é um complexo enzimatico que se apresenta na forma de um hetero-
octamero (a4p4) associada a membrana mitocondrial interna. A subunidade o contém as
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atividades enzimaticas de 2-enoil-CoA hidratase e de desidrogenase de acilas-CoA de
cadeia longa hidroxilada (LCHAD), enquanto a subunidade B contém a atividade 3-
cetoacil-CoA tiolase (LKAT) (Ushikubo et al. 1996). Mutagdes nas subunidades o e f3
podem levar a deficiéncia da MTP com reducdo das trés atividades enzimaticas.
Contudo, uma mutagao isolada no dominio catalitico de uma dessas trés enzimas resulta
em uma deficiéncia isolada da atividade enzimatica.

A deficiéncia da LCHAD ¢ a mais comum dentre as deficiéncias isoladas do
complexo MTP. Recentemente também foram identificados dois pacientes com a
deficiéncia isolada da LKAT (Sander et al. 2005; Das et al. 2006). Juntas as deficiéncias
LCHAD/MTP ocorrem com uma prevaléncia estimada de 1:110.000 nascidos vivos
(Das et al., 2000).

A deficiéncia da LCHAD ¢ uma desordem autossOmica recessiva que
geralmente se apresenta do nascimento até os trés anos de idade. Essa enzima catalisa o
terceiro passo da oxidacdo mitocondrial dos acidos graxos de cadeia longa, convertendo
as 3-hidroxiacilas-CoAs em suas 3-cetoacil-CoAs correspondentes. Essa doenca
metabolica foi primeiramente descrita em 1990 (Hagenfeldt et al, 1990) e desde entdo
varios casos foram relatados destacando uma sintomatologia clinica variada.

Durante situacdes de estresse metabdlico como infecgdes ou exercicio
prolongado, a mobilizacdo de 4cidos graxos do tecido adiposo ultrapassa a capacidade
da mitocondria em oxida-los devido ao defeito enzimatico, fazendo com que os mesmos
se acumulem em uma quantidade maior nos tecidos dos afetados. Concomitantemente,
as manifestagdes neurologicas, hepaticas e musculares dos pacientes afetados se
acentuam, indicando que esses compostos sdo toxicos. A hipoglicemia hipocetética ¢é
um dos achados laboratoriais mais proeminentes nestes pacientes, além de
encefalopatia, coma, convulsdo, letargia, microcefalia, cardiomiopatia, disfunc¢do
hepatica, alteragcdes musculares, rabdomiodlise, retinopatia ou morte subita (Onkenhout
et al., 1995; Rinaldo et al., 1998; Roe and Ding, 2001; Spiekerkoetter U., 2004).Exames
laboratoriais durante esses episddios de descompensacdo também mostram altos niveis
de lactato e elevada concentragdo de creatina quinase € transaminases no sangue,
indicando disfun¢do mitocondrial e altera¢des da fun¢do hepatica. Além disso, ocorre a
excre¢do de grandes quantidades dos acidos graxos dicarboxilicos hidroxilados de
cadeia longa na urina. No plasma sdo encontradas concentragcdes elevadas de 3-
hidroxiacilcarnitinas e acidos graxos hidroxilados de cadeia longa, como os acidos 3-
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hidroxidodecanoico (3HDA), 3-hidroxitetradecanoico (3HTA) e 3-hidroxipalmitico
(3HPA). O diagnostico pode ser ratificado por dosagem da atividade da enzima
deficiente em fibroblastos dos pacientes (Wanders et al., 1992).

O tratamento consiste em evitar periodos de jejum, especialmente durante
infecgdes e outras situacdes com catabolismo acelerado, associado a dieta hipercaldrica
com reducdo de acidos graxos de cadeia longa e suplementacdo com triglicerideos de

acidos graxos de cadeia média (Spiekerkoetter et al., 2009).

Pouco se sabe sobre a fisiopatologia do dano tecidual apresentado por esses
pacientes. No entanto, ha duas hipdteses para explicar apresentagdo precoce dos
sintomas (periodo neonatal) e a alta mortalidade na deficiéncia da LCHAD: a toxicidade
dos metabdlitos acumulados e a deple¢do energética devido ao bloqueio da [3-oxidagdo
e a hipoglicemia.

Neste contexto, hd alguns estudos descrevendo efeitos toxicos in vitro de acidos
graxos e seus derivados hidroxilados em modelos animais. Foi demonstrado que as
hidroxiacilas-CoA de cadeia longa inibem a sintese de ATP, o translocador de
nucleotideos de adenina, além de transportadores mitocondriais de 4cidos
dicarboxilicos, bem como atividades enzimaticas dos complexos da cadeia respiratdria
em preparagdes mitocondriais de figado de ratos (Ventura et al., 2007). Além disso, os
3-hidroxiacidos de cadeia longa foram capazes de alterar parametros respiratdrios, tais
como estados 3 e 4 da respiracdo mitocondrial, bem como o potencial de membrana e o
conteudo de NAD(P)H em preparagdes mitocondriais de cérebro e de coragdo de ratos
jovens (Tonin et al., 2010a, 2013). Também foi observado que os 3-hidroxidcidos
acumulados nas deficiéncias da MTP e da LCHAD induzem estresse oxidativo in vitro
em cortex cerebral de ratos jovens (Tonin et al., 2010b). Finalmente, foi demonstrado
que os 4cidos graxos hidroxilados de cadeia longa agem sinergicamente com o Ca®,
induzindo a abertura do poro de transi¢do da permeabilidade mitocondrial (PTP) e
prejudica a homeostase energética mitocondrial no cérebro de ratos (Tonin et al., 2014).
Esses achados sugerem que a acidemia ldtica descrita em pacientes afetados por essas
doencas possa estar relacionada a um prejuizo na produg¢do de ATP na mitocOndria
devido ao aumento intramitocondrial de acilas-CoA de cadeia longa hidroxilada

(Ventura et al., 1998; den Boer et al., 2002).



I.1.3.1. Acidos graxos acumulados em pacientes com Deficiéncia da LCHAD

As concentragdes de 4acidos graxos hidroxilados de cadeia longa e seus derivados
estdo aumentadas nos tecidos dos pacientes afetados por deficiéncia de LCHAD durante
fases assintomaticas da doenga. Entretanto, principalmente durante os periodos de crise,
as concentragdes desses acidos graxos encontram-se muito aumentados no sangue € nos
outros tecidos, e sdo excretados em grande quantidade na urina dos pacientes (Costa et
al., 2000; Jones et al., 2000).

Testes de laboratorio durante episddios sintomaticos revelam hipoglicemia
hipocetotica, altos niveis de lactato, pequeno aumento dos niveis de amdnia, bem como
de transaminases e creatina cinase no plasma. O perfil de acilcarnitinas no sangue dos
pacientes afetados apresenta concentragdes aumentadas de acilcarnitinas de cadeia
longa, 3-hidroxiacilcarnitinas de cadeia longa, bem como de 4acidos graxos
monocarboxilicos e dicarboxilicoshidroxilados de cadeia longa. Também ¢ observada a
excre¢do de grandes quantidades de 4cidos dicarboxilicos derivados hidroxilados, como
os acidos 3-hidroxidodecanedioico e 3-hidroxitetradecanedioico. A detec¢do desses
acidos graxos de cadeia longa hidroxilada em sangue e urina permite a diferenciagdo
destas doengas de outros defeitos da B-oxidacdo mitocondrial. Contudo, a analise do
perfil das acil-carnitinas e dos acidos graxos acumulados na urina ndo permite a
diferenciagdo das deficiéncias da LCHAD e da MTP. A confirma¢ao do diagnostico s6
pode ser feita por dosagem das enzimas em fibroblastos dos pacientes ou por analise
mutacional.
1.1.3.2. Fisiopatologia nas Deficiéncias LCHAD/MTP

Ha duas hipoteses para explicar a pouca idade em que ocorre o inicio da
apresentacdo dos sintomas e a alta mortalidade nas deficiéncias da LCHAD e da MTP: a
toxicidade dos ésteres de acil-CoA de cadeia longa hidroxilada pode contribuir para o
aumento da mortalidade por causar distirbios no ritmo cardiaco, faléncia respiratoria e/
ou hepatica. Além disso, o bloqueio na oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa
resulta em uma quase completa inabilidade em sintetizar corpos cetdnicos e produzir
ATP a partir de &cidos graxos de cadeia longa que ¢ a mais abundante forma de
armazenamento de energia no homem (Nelson e Cox, 2000).

Neste contexto, ha alguns estudos descrevendo efeitos toxicos in vitro de acidos

graxos e seus derivados hidroxilados, a maioria desses estudos estd relacionada a um
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bloqueio em distintos passos do metabolismo energético. Foram demonstrados que
acilas-CoA de cadeia longa hidroxilada inibiram a sintese de ATP (Ventura et al. 2005),
o translocador de nucleotideos de adenina, além de transportadores mitocondriais de
acidos dicarboxilicos, bem como enzimas da cadeia respiratoria em preparacdes
mitocondriais de figado de ratos (Ventura et al. 2007). Esses achados refor¢am a ideia
de que a acidemia latica descrita em pacientes afetados por essas doengas se deva a um
possivel disturbio na fosforilagdo oxidativa causado pelo aumento intramitocondrial de
acil-CoA de cadeia longa hidroxilada (Ventura et al., 1998; den Boer et al., 2002).

Outro fator que contribui para a deficiéncia energética apresentada por estes
pacientes ¢ a inibicdo da gliconeogénese, ja que este processo depende da energia
gerada pela lipolise e pela B-oxidagdo, tanto para o fornecimento de glicerol que pode
ser convertido em glicose, quanto para o suprimento energético propriamente dito para
que tal processo ocorra. Como uma consequéncia do defeito da B-oxidagdo e da
deplecdo energética, um aumento compensatorio na producao de glicose seria esperado.
Contudo, isto ndo ¢ observado. H4, no entanto, um aumento da lipolise, aumentando a
disponibilidade de 4cidos graxos em geral, que potencialmente podem ser
metabolizados ou entdo se tornarem toxicos (Wanders et al. 1999). Assim, o aumento da
lipdlise compensaria por algumas horas a demanda energética, porém aumentando o
risco de efeitos toxicos mediados por esses acidos graxos.

Além disso, a sintese diminuida de corpos cetdnicos durante o jejum ocorre nas
deficiéncias das proteinas LCHAD e MTP devido a baixa disponibilidade de acetil-
CoA, fazendo com que aumente a importancia do consumo da glicose sanguinea como
fonte de energia celular, ocasionando hipoglicemia nos pacientes. Outra consequéncia
da ndo-utilizagdo dos acidos graxos de cadeia longa hidroxilada na sintese de corpos
cetdnicos ¢ o acumulo de acil-CoA de 4cido graxo de cadeia longa hidroxilada dentro
das mitocondrias. Eleva-se entdo a razdo acil-CoA:CoA, causando a inibi¢do das
enzimas piruvato desidrogenase e o-cetoglutarato desidrogenase, que utilizam coenzima
A como substrato. Assim, ocorre diminui¢ao da conversdo do piruvato a acetil-CoA e
diminui¢do na velocidade do ciclo do acido citrico, visto que a sintese do citrato e a
conversdao do a-cetoglutarato a sucinil-CoA também estdo diminuidas (Nelson e Cox,
2000).

A hipoglicemia apresentada por pacientes tem sido sugerida com o principal

mecanismo de dano cerebral nas deficiéncias da LCHAD e MTP. Entretanto,
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considerando que coma e edema cerebral também ocorrem em pacientes afetados por
essas doengas que apresentam niveis normais de glicose, sugere que os metabolitos
acumulados poderiam estar envolvidos na patogenia do dano neurologico (Egidio et al,

1989).

I.1.4. Fosforilacao Oxidativa e Homeostase Mitocondrial

A energia proveniente da oxidacdo de carboidratos, lipidios e aminoacidos ¢é
convertida a ligacdes de fosfato de alta energia, ATP, pelo processo chamado de
fosforilacdo oxidativa. A maioria desta energia ¢ inicialmente conservada na forma de
coenzimas reduzidas aceptoras de elétrons, como NADH e FADH,, e estes sdo
posteriormenste oxidados pela cadeia transportadora de elétrons, aonde os elétrons sdo
transportados até o oxigénio molecular, que ¢ reduzido a H,O (Lieberman M. e Marks,
A.D., 2011). Em eucariotos, a fosforilagdo oxidativa ocorre nas mitocondrias, mais
especificamente na cadeia respiratoria, e ¢ responsavel pela maior parte da energia
obtida pela célula. As mitocondrias sdo organelas envoltas por uma membrana externa,
facilmente permeédvel a pequenas moléculas e ions, € por uma membrana interna,
impermeavel a maioria das moléculas polares, incluindo ATP, ADP, Pi, piruvato e H'
(Nelson e Cox, 2000). Entretanto, o processo de fosforilagdo oxidativa necessita de um
transporte rapido e continuo de muitas destas moléculas, o que requer transportadores
especificos para as mesmas, as proteinas translocases. Grande parte dessas proteinas
translocases sdo movidas pelo gradiente eletroquimico, seja pelo potencial de membrana
ou pelo gradiente de protons (Lieberman M. e Marks, A.D., 2011).

A mitocondria possui ainda o poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial,
chamado PTP. Ele ¢ formado basicamente pelo translocador de nucleotideos adenina,
ANT, pelo canal de anions voltagem-dependente (VDAC) e pela ciclofilina D. O
acimulo de célcio intramitocondrial, excesso de fosfato ou ainda espécies reativas de
oxigénio podem causar a abertura do poro, enquanto que o potencial de membrana e alta
concentragdo de ATP no lado citosdlico do poro inibem sua abertura. Com a abertura do
poro, ocorre entrada de anions e cations dentro da matrix, inchamento mitocondrial e o
dano sofrido pela mitocondria se torna irreversivel (Lieberman M. e Marks, A.D.,
2011).

A cadeia respiratoria ¢ composta por varios complexos enzimaticos e uma
coenzima lipossolivel, a coenzima Q (CoQ) ou ubiquinona (Di Donato, 2000). O
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complexo I, conhecido como NADH desidrogenase ou NADH: ubiquinona
oxidorredutase, transfere os elétrons do NADH para a ubiquinona. O complexo II
(succinato desidrogenase) reduz a ubiquinona com elétrons do FADH; provenientes da
oxidac¢do do succinato a fumarato no ciclo do 4cido citrico. O complexo 111, citocromo
bc; ou ubiquinona-citocromo ¢ oxidoredutase, catalisa a reducdo do citocromo c a partir
da ubiquinona reduzida. Na parte final da cadeia de transporte de elétrons, o complexo
IV (citocromo ¢ oxidase) catalisa a transferéncia de elétrons de moléculas reduzidas de
citocromo c¢ para O,, formando H,O. Sdo necessarias quatro moléculas de citocromo ¢
para reduzir completamente uma molécula de O,. Todos esses complexos possuem
grupamentos prostéticos especificos para desempenharem o papel de aceptores e
doadores de elétrons (Abeles, Frey e Jencks, 1992). No entanto, a membrana
mitocondrial interna ¢ impermeével as moléculas de NADH ou a FADH,, necessitando
sistemas de transferéncia desses equivalentes reduzidos do citosol para a matriz
mitocondrial. Nesse contexto, a oxidacdo do NADH formado no citosol ¢ possibilitada
por sistemas chamados lancadeiras que transferem elétrons do NADH do citosol para a
matriz, por meio de de moléculas capazes de serem transportadas através da membrana
mitocondrial interna. Existem duas langadeiras para este fim, designadas de lancadeira
do glicerol-3-fosfato e lancadeira de malato/aspartato, conforme ilustra a figura 2. Uma
vez reduzidas na matriz, as moléculas de NADH e FADH, podem ceder elétrons para o
complexo I ou para a CoQ, respectivamente, suprindo a cadeia respiratoria (Nelson e
Cox, 2000).

O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratoria ¢ acompanhado
pelo bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espago intermembranas,
através dos complexos I, III e IV, gerando um potencial de membrana. Assim, cria-se
um gradiente eletroquimico transmembrana que pode ser utilizado por um quinto
complexo protéico, a ATP sintase, para a sintese de ATP. Dessa forma, a oxidagdo de
substratos energéticos estd acoplada ao processo de fosforilagdo do ADP, ou seja,
quando o potencial de membrana ¢ dissipado pelo fluxo de prétons a favor do gradiente
eletroquimico, a energia liberada ¢ utilizada pela ATP sintase, que atua como uma

bomba de protons ATP-dependente (Nelson e Cox, 2000).
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Figura 2. Langadeiras do malato (A) e do glicerol-3-P (B) (Adaptado de Smith, Marks e
Lieberman, 2005).

Desse modo, a respiragdo mitocondrial pode ser verificada através da medida do
consumo de O,. Apesar de que essa medida determina diretamente apenas a velocidade
de uma tnica reacdo (transferéncia final de elétrons para O;), muitas informagdes sobre
outros processos mitocondriais podem ser obtidos simplesmente pela adaptacdo das
condi¢des de incubagdo, tornando o processo de andlise significativo no consumo final
de oxigénio. Véarios passos podem ser investigados, incluindo o transporte de substratos
através da membrana mitocondrial, a atividade das desidrogenases, a atividade dos
complexos da cadeia respiratoria, o transporte de nucleotideos de adenina pela
membrana mitocondrial, a atividade da ATP sintase e a permeabilidade da membrana
mitocondrial a H" (Nicholls e Ferguson, 2002). Experimentalmente, pode-se dividir a
respiragdo mitocondrial em 5 estagios, conforme ilustra a figura 3. No entanto, apenas
os parametros estados 3 e 4 sdo comumente utilizados. O estado 3 representa o consumo

de oxigénio quando as mitocondrias, em um meio contendo substrato oxidavel, sdo
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expostas a ADP, estimulando o consumo de O; e produzindo ATP (estado fosforilante).
O estado 4 reflete o consumo de O, apds as mitocOndrias ja terem depletado todo o
ADP disponivel, reduzindo a velocidade da respiragdo (estado nao-fosforilante)
(Nicholls e Ferguson, 2002). A transducdo de energia entre a cadeira respiratoria € o
gradiente eletroquimico de H' é bem regulada, sendo que um pequeno desequilibrio
termodinamico entre ambos pode resultar em uma alteragdo importante no transporte de
elétrons pela mesma. Assim, quando o gradiente de protons ¢ dissipado pela agdo da
ATP sintase, devido a adicdo de ADP, ha um desequilibrio que estimula a transferéncia
de elétrons pela cadeia respiratoria e, consequentemente, o consumo de oxigénio. Sendo
assim, para que a ATP sintase esteja ativa, sdo necessarios dois fatores: disponibilidade
de ADP e potencial de membrana suficientemente alto (Nelson e Cox, 2000). Nesse
contexto, o acoplamento da respiracdo mitocondrial ¢ definido como a capacidade da
mitocondria gerar ATP quando exposta ao ADP, ou seja, unir (acoplar) os processos de
oxidacdo e de fosforilagdo. A dissipacdo do gradiente eletroquimico de protons no
espago mitocondrial intermembranas determinado por dano ou aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna desacopla o transporte de elétrons da
sintese de ATP, resultando em um aumento do consumo de oxigénio (atividade

respiratdria aumentada) com reduzida formacao de ATP (Nicholls e Ferguson, 2002).

Mitacéindnas Substrato
500nmol ADP

470 o 'i @ J’ l - 220

4 p{mi)

Rezpiragdo ' Conzumo .
nmal Oyfml total de O, @ {ADP consumido)
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------- (Anéxia)

Tempo

Figura 3. Estados da respiracdo mitocondrial. (Adaptado de Nicholls e Ferguson, 2002).
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Além da regeneracdo do ATP, que ¢ a sua principal fun¢do, a mitocondria
desempenha outros importantes papéis. Esta organela ¢ a principal fonte de espécies
reativas de oxigénio e possui alta concentracdo de defesas antioxidantes nas células
(Cadenas e Davies, 2000), gerando anions superdxido (O,*") no espago intermembrana
pelo vazamento de elétrons que se combinam com o oxigénio molecular no complexo
III em um processo que ¢ dependente do potencial de membrana (AWm), e na matriz,
através de um sitio ndo definido do complexo I (Han et al., 2001). Além disso, a
mitocondria participa ativamente da homeostase de calcio (Nicholls e Akerman, 1982) e
estd envolvida em diversos processos que levam a morte celular, incluindo liberagdo de
citocromo ¢ (Liu et al., 1996). Acredita-se que todos estes processos estejam
interligados e que um desequilibrio nessas fungdes possa estar envolvido na
fisiopatologia de diversas doengas neurodegenerativas, incluindo as doengas de
Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerose lateral amiotrofica (Beal, 2007; Sasaki et
al., 2007; Gil e Rego, 2008; Reddy e Beal, 2008), doencas psiquiatricas, tais como
transtorno bipolar, esquizofrenia e depressdao (Wang, 2007; Ben-Shacar e Kerry, 2008;
Gardner et al., 2008; Shao et al., 2008; Regenold et al., 2009), bem como também de
varios erros inatos do metabolismo (Schuck et al., 2002; Reis de Assis et al., 2004;
Latini et al., 2005; Zugno et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Mirandola et al., 2008;
Moshal et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Viegas et al., 2008).

A fung¢do mitocondrial pode ser avaliada pela medida da produgdo de espécies
reativas, do potencial de membrana mitocondrial, do estado redox estimado pelo
conteido de NAD(P)H/NAD(P)" e pelo inchamento mitocondrial, que pode ser
secundario a abertura do poro de transi¢do mitocondrial.

Considerando que até o presente momento pouco se sabe sobre a fisiopatogenia
da disfun¢do hepdtica apresentada pelos pacientes afetados pelas deficiéncias de
LCHAD e MTP, o presente trabalho se propde a investigar possiveis efeitos toxicos dos
acidos graxos monocarboxilicos acumulados nessas doencas sobre parametros de

metabolismo energético em figado de ratos jovens.

I.1.5 Papel da Mitocondria na Homeostase do Ca**

Dentre as varias fungdes desempenhadas pela mitocondria, uma das mais

. , 2+ r r
importantes ¢ manter a homeostase celular de Ca”’, que € responsavel por coordenar um
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vasto repertério de processos na célula (Rizzuto et al, 2012; Figueira et al., 2013). Essa
organela tem a capacidade, quando integra e funcional, de captar o Ca’" presente no
citosol ou liberar seu estoque para a célula, mantendo a concentragdo intracelular desse
cation em condi¢des 6timas para o funcionamento celular (Rizzuto et al, 2012; Figueira
et al., 2013). Na matriz mitocondrial, o Ca*" ¢ capaz de formar precipitados inativos
com o fosfato, o que faz com que a mitocondria seja capaz de acumular grandes
concentra¢des de Ca®", podendo chegar a 300 uM dependendo do tecido (Starkov et al,
2010). O Ca®" necessita de transportadores para ser captado e/ou liberado pela
mitocondria. Para acessar o espago intermembrana ou ser liberado de volta no citosol, o
Ca®" utiliza os canais i6nicos dependentes de voltagem (VDAC) localizados na
membrana mitocondrial externa. Uma vez no espago intermembrana, o Ca®" é captado
pela mitocondria por um sistema uniporte de Ca>” (MCU) e liberado da matriz pelos
trocadores Na/Ca> (mNCX) ¢ H'/ Ca*” (mHCX) (Rizzuto et al, 2012; Bernardi ¢ von
Stockum, 2012) (Figura 4).

Em vérias situagdes, a mitocondria se torna a principal organela responsavel por
captar o excesso de Ca®" citosolico, mantendo os niveis intracelulares desse cation e o
funcionamento celular (Rizzuto et al, 2012; Figueira et al., 2013). Por outro lado, uma
elevada captagio mitocondrial de Ca®" além da sua capacidade pode levar a uma
condi¢do conhecida como transi¢do de permeabilidade, resultado da abertura de um
poro na membrana mitocondrial interna (Zoratti e Szabo, 1995; Adam-Vizi e Starkov,
2010; Starkov et al, 2010), a qual € um passo requerido na neurotoxicidade induzida por
NMDA (Budd e Nicholls, 1996; Castilho et al, 1998, Stout et al, 1998). O poro de
transicdo de permeabilidade (PTP) mitocondrial ¢ formado por proteinas presentes na
matriz mitocondrial ou na membrana mitocondrial interna e possui 2-3 nm de didmetro
(Starkov et al, 2010). As proteinas que formam o PTP ainda ndo sdo conhecidas, mas
devem apresentar trés caracteristicas principais: capaz de se ligar a membrana interna,
abrir um canal de 2-3 nm de didmetro e ser completamente reversivel (transitorio)
(Starkov et al, 2010). Por outro lado, evidéncias apontam que a ciclofilina D (Cyp D) ¢é
um componente chave para a ocorréncia da transicdo de permeabilidade mitocondrial
(Tanveer et al, 1996; Baines et al, 2005; Basso et al, 2005; Bernardi, 2013) (Figura 4).
Além disso, o ADP ¢ um potente inibidor da formag¢ao do PTP em organelas isoladas de

cérebro (Rottenberg e Marbach, 1989; Rizzuto et al, 2012).
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A permanente abertura do PTP resulta na liberagio de Ca®" para o citosol,
inchamento mitocondrial, liberagdo de fatores apoptogénicos intramitocondriais como o
citocromo ¢ (Liu et al, 1996), despolarizagio mitocondrial, perda de metabolitos (Ca®",
Mg2+, GSH, NADH e NADPH), comprometimento da sintese de ATP e morte celular
(apoptose e necrose) (Zoratti e Szabo, 1995; Crompton et al, 1999; Starkov et al, 2010;
Rasola e Bernardi, 2011; Bernardi e von Stockum, 2012; Rizzuto et al, 2012; Figueira et
al, 2013;).

Muitos trabalhos in vitro e in vivo tem relacionado disfun¢do mitocondrial a
indugdo do PTP na presenca de Ca’’, demonstrando alteragio nos parimetros da
homeostase bioenergética mitocondrial (Maciel et al, 2004; Mirandola et al, 2010;
Amaral et al, 2012).Além disso, o ataque oxidativo por espécies reativas de oxigénio
estd descrito como um importante mecanismo potencializador da abertura do PTP
(Kowaltowski et al, 2001; Adam-Vizi e Starkov, 2010). Neste contexto, altas
concentragdes de NADH previnem a abertura do PTP, por promover a reducdo do
NADP" catalisada pela transidrogenase mitocondrial e consequentemente melhoram a
capacidade redox da mitocondria (Lehninger et al, 1978; Hoek e Rydstrom, 1988; Zago
et al, 2000).

O PTP ¢ inibido por ciclosporina A (CsA), um conhecido peptideo que se liga e
inibe a proteina Cyp D (Starkov et al, 2010; Bernardi e von Stockum, 2012;Rizzuto et
al, 2012), sendo que ja foi demonstrado um efeito protetor dessa droga em modelos de
isquemia (Nieminen et al, 1996; Schindler et al, 1996; Uchino et al, 1998; Petersen et al,
2000), sugerindo a importancia do PTP na patogénese do dano isquémico. No contexto
de doencas neurodegenerativas, existe um crescente numero de evidéncias indicando
que um prejuizo na homeostase do Ca** e a ocorréncia do PTP contribuem para a
disfuncdo neurologica numa variedade de doengas e que estdo associados a

neurodegeneragdo (Murphy et al, 1999;Friberg e Wieloch, 2002; Figueira et al, 2013).
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Figura 4. Homeostase mitocondrial de Ca®". As mitocondrias acumulam Ca** exdgeno
por meio do transportador eletrogénico (uniporte de Ca**, U) que facilita o transporte de
Ca”através da membrana mitocondrial interna para a matriz. O transporte ¢ acoplado ao
acimulo simultineo de fosfato inorganico (ndo mostrado). Dentro da matriz, o0 Ca® e o
fosfato acumulados sdo estocadosna forma de precipitados inativos osmoticamente, e
eventualmente liberados de volta no citosolatravés do trocador Ca*"/Na" (ndo mostrado)
e/ou Ca®’/2H" | que também estdo localizados na membrana mitocondrial interna. O
processo de captagdo de Ca®" é direcionado pelo potencial de membrana mitocondrial; o
processo de liberagdo de Ca®" é direcionado pelo gradiente de pH, nocaso do trocador
Ca’’/2H" . Elevadas concentragdes de Ca’" intramitocondrial podem estimular
asatividades das enzimas do ciclo do 4cido citrico (CAC), desse modo impulsionando a
produgio deenergia na mitocondria. Quando o acimulo de Ca®" ultrapassa um certo
limiar, desencadeia-se aabertura do PTP, a qual também ¢ modulada pela proteina
localizada na matriz ciclofilina D (CypD). T: trocador; CR: cadeia respiratoria
(Adaptado de Starkov, 2010).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o de investigar os efeitos in vitro dos dcidos
graxos monocarboxilicos acumulados na deficiéncia de LCHAD sobre importantes
parametros da homeostase energética em figado de ratos jovens, visando a uma melhor

compreensdo dos mecanismos toxicos desses acidos graxos sobre o figado.

1.2.2. Objetivos Especificos

* Investigar o efeito in vitro dos acidos 3-hidroxitetradecandico (3HTA) e 3-
hidroxipalmitico (3HPA) nas concentracdes de 10-100 uM sobre o potencial de
membrana mitocondrial, sobre o inchamento mitocondrial, sobre a retengao de calcio e
sobre o conteido dos equivalentes reduzidos de NADH ¢ NADPH em preparagdes
mitocondriais de figado de ratos de 30 dias;

* Investigar o efeito in vitro dos acidos 3-hdroxitetradecandico (3HTA) e 3-
hidroxipalmitico (3HPA) nas concentracdes de 10 a 100 pM sobre os parametros
respiratdrios estados 3 e 4, razdo de controle respiratorio (RCR) e estado U, medidos
através do consumo de oxigénio em preparagdes mitocondriais de figado de ratos de 30
dias.

* Investigar o efeito in vitro doacido dicarboxilico 3-hidroxitetradecanedidico

(3HTDA) nas concentragdes de 30 a 100 pMsobre alguns desses parametros.
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Abstract

Patients with long-chain 3-hydroxy-acyl-CoA dehydrogenase (LCHAD) deficiency
commonly present liver dysfunction whose pathogenesis is unknown. We studied the
effects of 3-hydroxylated fatty acids (LCHFA) that accumulate in LCHAD deficiency on
liver bioenergetics using mitochondrial preparations from young rats. We provide strong
evidence that 3-hydroxytetradecanoic (3HTA) and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids, the
monocarboxylic acids that are found at the highest tissue concentrations in this disorder, act
as metabolic inhibitors and uncouplers of oxidative phosphorylation . These conclusions are
based on the findings that these fatty acids decreased ADP-stimulated (state 3) and
uncoupled respiration, mitochondrial membrane potential and NAD(P)H content, and, in
contrast, increased resting (state 4) respiration. We also verified that 3HTA and 3HPA
markedly reduced Ca®" retention capacity and induced swelling in Ca*-loaded
mitochondria. These effects were mediated by mitochondrial permeability transition (MPT)
induction since they were totally prevented by the classical MPT inhibitors cyclosporin A
and ADP, as well as by ruthenium red, a Ca*" uptake blocker. Taken together, our data
demonstrate that the major monocarboxylic LCHFA accumulating in LCHAD deficiency
disrupt energy mitochondrial homeostasis in the liver. It is proposed that this
pathomechanism may explain at least in part the hepatic alterations characteristic of the

affected patients.

Keywords: Long-chain 3-hydroxy acyl-CoA dehydrogenase deficiency; liver

mitochondrial bioenergetics; mitochondrial permeability transition; calcium.
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aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid; EtOH, ethanol; FAU, fluorescence arbitrary
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RCR, respiratory control ratio; RR, ruthenium red.
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1. Introduction

The mitochondrial enzyme long- chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
(LCHAD, EC 1.1.1.211) is responsible for the third step in the oxidation of long-chain fatty
acids. Deficiency of LCHAD was described in 1989 [1] and is a relatively frequent fatty
acid oxidation defect [2]. It is biochemically characterized by accumulation of long-chain
3-hydroxylated fatty acids (LCHFA) in body fluids and tissues, as well as by episodes of
lactic acidemia and hypoketotic hypoglycemia, particularly during periods of intense
catabolism, such as prolonged fasting and infections [3-6]. The clinical manifestations of
LCHAD deficiency are more severe than the B-oxidation disorders of medium and short
chain fatty acids [7-8], suggesting a high toxicity for the accumulating LCHFA. Affected
patients present a wide variety of symptoms, including severe hepatopathy and
cardiomyopathy, as well as retinopathy, hypotonia, peripheral neuropathy, speech and
developmental delay, lethargy and seizures [9-10].

Hepatic dysfunction is a common finding in LCHAD deficiency, especially during
episodes of metabolic decompensation, which are characterized by hypoketosis
hypoglycemia, hyperlactic acidemia and lethargy [11]. Most patients present hepatomegaly,
acute cholestatic jaundice, massive hepatic necrosis and hepatic steatosis accompanied by
fibrosis [12-14].

Treatment is based on dietary fat restriction, fasting avoidance, night feeds, as well
as supplementation of essential fatty acids and medium chain triglycerides [15-18].

The pathophysiology of tissue damage in LCHAD deficiency is still unclear, but
may possibly be associated with hypoglycemia and hypoketonemia leading to energy
deprivation. Therefore, since liver essentially utilizes fatty acids for most of its energetic

needs, the hepatic symptomatology of LCHAD deficiency may involve low energy
29


Fernanda Hickmann
29


95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

production from fatty acids and/or alternatively due to the toxicity of LCHFA or their long-
chain 3-hydroxyacylcarnitines derivatives that accumulate in this disorder [19-22].
Noteworthy, hyperlactic acidemia associated with abnormal mitochondrial morphology
with swollen appearance and fat infiltration observed in these patients indicates a role for
mitochondrial energy disruption in its ethiopathogenesis [23]. Recent experimental studies
demonstrating that the monocarboxylic LCHFA accumulating in LCHAD deficiency
provoke impairment of mitochondrial bioenergetics in forebrain and heart of young rats,
strengthen this hypothesis [24-25]. In a further report, it was demonstrated that LCHFA
induce mitochondrial permeability transition (MPT) in Ca**-loaded brain mitochondria
[26]. These data provide unequivocal evidence that LCHFA disturb energy mitochondrial
homeostasis in brain and heart. However, to the best of our knowledge, there is no work
evaluating mitochondrial function in liver exposed to the LCHFA accumulating in LCHAD
deficiency.

Thus, in the present work we investigated the role of the 3-hydroxytetradecanodioic
(B3HTDA), 3-hydroxytetradecanoic (3HTA) and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on
important parameters of mitochondrial bioenergetics, namely the respiratory states 3 and 4,
respiratory control ratio (RCR) and uncoupled respiration, as well as the mitochondrial
membrane potential (A¥m), swelling, Ca®" retention capacity and NAD(P)H content in
liver mitochondrial preparations from young rats in the presence or absence of Ca®" in the

hopes to clarify the mechanisms of toxicity of these compounds.
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2. Material and methods

2.1 Reagents

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), except
for 3HTDA (96% purity), which was synthesized by Dr. Ernesto Brunet, from Universidad
Autonoma de Madrid. Stock solutions of a racemic mixture (DL) of 3HTDA, 3HTA and
3HPA were prepared in ethanol (EtOH) to dissolve the fatty acids and added to incubation
medium at final concentrations of 10 — 100 pM. The final concentration of EtOH in the
incubation medium was 1%. The same percentage of EtOH was present in controls and

proved not to alter per se the parameters evaluated.

2.2 Animals

Thirty-day-old Wistar rats obtained from our breeding colony were used. The
animals were maintained on a 12:12 h light/dark cycle in air conditioned constant
temperature (22 + 1°C) colony room, with free access to water and 20% (w/w) protein
commercial chow. This study was performed in strict accordance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (Eighth edition, 2011) and approved by the Ethical
Committee of the Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. All efforts
were also made to use the minimal number of animals necessary to produce reliable

scientific data. The manuscript does not contain clinical studies or patient data.

2.3 Preparation of mitochondrial fractions
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Mitochondrial preparations from liver were isolated according to Mirandola (2008)
[27], with modifications. Animals were euthanized by decapitation, the liver was removed
and homogenized with a glass hand-held homogenizer in ice-cold mitochondria isolation
buffer containing 225 mM mannitol, 75 mM sucrose, | mM EGTA, 0.1 % bovine serum
albumin (BSA, free fatty acid) and 10 mM HEPES, pH 7.2. The homogenate was
centrifuged at 2,000 x g for 3 min at 4°C. The pellet was discarded and the supernatant was
centrifuged at 12,000 x g for 10 min at 4°C. The resultant pellet was resuspended in 5 mL
of isolation buffer without EGTA and centrifuged at 12,000 x g for 10 min at 4°C. The final
pellet was resuspended in isolation buffer without EGTA in an approximate protein
concentration of 30 mg . mL". Protein concentration was measured by the method of
Bradford (1976) [28], using BSA as standard. Mitochondria obtained from liver were used
in the assays immediately after isolation and assays were carried out in the absence or

2+
presence of Ca” .

2 4 Respiratory parameters determined through mitochondrial oxygen consumption

The rate of oxygen consumption was measured polarographically using a Clark-type
electrode in a thermostatically controlled (37°C) and magnetically stirred incubation
chamber. 3HTDA, 3HTA or 3HPA (10-100 uM) were added to the reaction medium at the
beginning of the assay. The assay was performed with mitochondrial preparations (0.75 mg
protein”. mL" when using 2.5 mM glutamate plus 2.5 mM malate and 0.5 mg protein™.
mL" when 5 mM succinate plus 4 pM rotenone as substrates) and incubated for 60 sec in a
buffer containing 0.1 M sucrose, 65 mM potassium chloride, 10 mM HEPES, 1 mM

KH,PO4 and 200 uM EGTA, pH 7.2. State 3 respiration was measured after addition of 1
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mM ADP to the incubation medium and uncoupled respiration after addition of 3 uM
CCCP. To measure resting (state 4) respiration, 1 pg. mL™" oligomycin A was added to the
incubation medium. In some experiments, guanosine diphosphate (GDP, 200 uM) and
atractilosyde (ATC, 30 uM) were added to the mitochondrial preparations. The RCR (state
3/state 4) was then calculated. States 3 and 4 were expressed as nmol O, consumed. min™.
mg protein”'. Only mitochondrial preparations with RCR greater than 3 were used in the

experiments.

2.5 Experimental procedures for the spectrofluorimetric and spectrophotometric assays

Measurements of A¥m, NAD(P)H content and Ca®" retention capacity were
performed using spectrofluorimetry, whereas mitochondrial swelling was measured by
spectrophotometry. Mitochondrial incubations were carried out at 37°C, with continuous
magnetic stirring and the assays were conducted in the presence of 1 pg . mL™" oligomycin
A (resting respiration) using mitochondria (0.5 mg protein . mL™") supported by 2.5 mM
glutamate plus 2.5 mM malate or 5 mM succinate plus 4 uM rotenone. 3HTDA (30-100
uM), 3HTA (10-100 puM), 3HPA (10-100 uM), CaCl, (20-40 uM), CCCP (3 pM) and
alamethicin (Alm, 40 pg . mL") were added as indicated by the arrows in the figures. In
some experiments, ruthenium red (RR, 5 uM), cyclosporin A (CsA, 1 uM), ADP (300 uM),
dithiothreitol (DTT, 5 mM) and N-ethylmaleimide (20 uM, NEM) were added in the assay.
Traces are representative of independent experiments carried out in mitochondrial
preparations from liver of three animals and were expressed as arbitrary units, unless
otherwise stated. Statistical analyses were also carried out by analyzing quantitatively the

data obtained from the assays.
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2.6 Mitochondrial membrane potential (4 ¥in)

The AWm was estimated according to Akerman and Wikstrom (1976) [29] and
Figueira and collaborators (2012) [30] in medium containing 150 mM KCI, 5 mM MgCl,,
0.1 mg . mL"' BSA, 5 mM HEPES, 2 mM KH,PO,, 30 or 100 pM EGTA, pH 7.2. The
fluorescence of 5 uM cationic dye safranine O, a A¥Ym indicator, was followed at
excitation and emission wavelengths of 495 and 586 nm. CCCP was added in the end of

measurements to abolish A¥Ym.

2.7 Mitochondrial NAD(P)H

Mitochondrial matrix NAD(P)H autofluorescence was measured at 366 nm
excitation and 450 nm emission wavelengths, in medium containing 150 mM KCl, 5 mM
MgCl,, 0.1 mg . mL™! BSA, 5 mM HEPES, 2 mM KH,PO,, 30 or 100 uM EGTA, pH 7.2.

CCCP was added in the end of the measurements to induce maximal NAD(P)H oxidation.

2.8 Mitochondrial swelling

Mitochondrial swelling was determined in 96-well plates as the decrease in the
turbidity of the mitochondrial suspension measured at 540 nm wavelength using a
SpectraMax M5 microplate reader, in a medium (final volume: 250 pL) containing 125
mM sucrose, 65 mM KCl, 2 mM K,HPO4, 1 mM MgCl,, 0.1 mg . mL™! BSA, 10 mM
HEPES, 15 uM EGTA, pH 7.2. A decrease in the turbidity indicates an increase in
mitochondrial swelling. Alamethicin (Alm) was added in the end of the experiment to

provoke maximal swelling.
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2.9 Mitochondrial Ca®* retention capacity

Ca”" retention capacity was determined in medium containing 150 mM KCIl, 5 mM
MgCly, 0.1 mg . mL" BSA, 5 mM HEPES, 2 mM KH,PO,, 10 uM EGTA, pH 7.2,
following the external free Ca®" levels using 0.2 uM Calcium Green-5N (Molecular Probes,
Invitrogen, Carlsbad, CA) at excitation and emission wavelengths of 506 and 532 nm,
respectively [31]. In the end of the measurements, maximal Ca*" release was induced by

CCCP.

2.10 Statistical analysis

Results are presented as mean + standard deviation, unless otherwise stated. Assays
were performed in triplicate and the mean was used for statistical analysis. Data were
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the post-hoc Duncan’s
multiple comparison test when F was significant. Differences between groups were rated
significant at P < 0.05. All analyses were carried out using the 19.0 SPSS Statistics

software.

3. Results

3.1 Long-chain monocarboxylic 3-hydroxylated fatty acids alter oxygen consumption in

liver mitochondria

It was first investigated the effect of the 3HTDA, 3HTA and 3HPA on liver
mitochondrial respiratory parameters measured by oxygen consumption using glutamate

plus malate or succinate as respiratory substrates. 3HTA and 3HPA (50 and 100 puM)
35
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253

markedly increased resting (state 4) (Figure 1B: [F(7,19=12.92, P<0.001]) and decreased
ADP-stimulated (state 3) (Figure 1A: [F(7,19=3.447, P<0.05]), uncoupled respiration
(Figure 1D: [F(7,18=5.538, P<0.01]) and RCR (Figure 1C: [F(7,19=23.13, P<0.001]) in a
dose dependent manner with glutamate plus malate as substrates. Similar results were
obtained with succinate-supported mitochondria (Figures 2A: [F,14=3.054, P<0.05]; 2B:
[F(6,14=16.82, P<0.001]; 2C: [F(6,14=24.73, P<0.001]; 2D: [F,14=8.095, P<0.01]). We also
verified that the 3HTA-induced increase of resting respiration was attenuated by the
competitive adenine nucleotide translocator (ANT) inhibitor ATC (Figure 1E:
[F3,20=53.56, P<0.001]), but not by the UCP inhibitor GDP (Figure 1F: [F3=53.19,
P<0.001]), suggesting a role for ANT in the increase of state 4 respiration provoked by
3HTA. In contrast, apart from a moderate reduction of RCR, overall 3HTDA was not able

to significantly alter these respiratory parameters (Figure 1).

3.2 Long-chain monocarboxylic 3-hydroxylated fatty acids reduce A¥m in liver

mitochondria

Next, we assessed the influence of 3HTDA, 3HTA and 3HPA on AWm in liver
mitochondria supported by glutamate plus malate or succinate in order to further investigate
the uncoupling action of 3HTA and 3HPA. We verified that 3HTA and 3HPA (100 uM),
but not 3SHTDA (100 uM), strongly dissipated A¥Ym (Figure 3E).

It was also observed that low concentrations of 3HTA and 3HPA (10-30 uM)
provoked a strongly dissipation of A¥m when mitochondria were challenged by Ca® ina
medium with low EGTA concentration (Figures 3A: [Fg=189.1, P<0.001]; 3B:

[F3,8=60.78, P<0.001]). Furthermore, RR, an inhibitor of mitochondrial Ca”" uptake,
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abolished the reduction of A¥m caused by 3HTA, emphasizing the importance of Ca’" in
this effect. It can be also observed that the classical inhibitors of MPT, CsA and ADP also
protected glutamate plus malate (Figure 3C: [F(512=57.81, P<0.001]) or succinate-
supported (Figure 3D: [F;38=767.6, P<0.001]) mitochondria against membrane
depolarization. In contrast, it can be seen in the figure that dithiothreitol (DTT) and N-
ethylmaleimide (NEM) were not able to prevent the 3HTA-induced AWYm reduction using
glutamate plus malate as substrates, making unlikely an oxidative attack on thiol groups of
the MPT pore. Finally, we found that the dicarboxylic 3HTDA did not alter A¥Ym in the

presence or absence of Ca>” (Figures 3A and 3E).

3.3 Long-chain monocarboxylic 3-hydroxylated fatty acids decrease NAD(P)H matrix

mitochondrial content in liver

In the next set of experiments we evaluated the effect of 3HTDA, 3HTA and 3HPA
on mitochondrial NAD(P)H content in liver mitochondria supported by glutamate plus
malate or succinate. We observed that 3HTA and 3HPA (100 uM), but not 3HTDA (100
uM), provoked a significant decrease of NAD(P)H levels (Figure 4D).

In addition, 3HTA and 3HPA (30 pM) provoked a decrease of NAD(P)H content
when Ca*" was added to the medium that contained a low concentration of EGTA (Figure
4A: [F38=687.5, P<0.001]), suggesting that the reduced equivalents were oxidized or lost
from the matrix. Since the decrease in mitochondrial NAD(P)H content was prevented by
CsA, ADP and RR, it is conceivable that this effect may be attributed to MPT pore opening

(Figures 4B: [F35=156.7, P<0.001]; 4C: [F;38=137.7, P<0.001]). Furthermore, 3HTDA,
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the dicarboxylic analogue of 3HTA, did not change NAD(P)H content both in the presence

or absence of Ca" (Figures 4A and 4D).

34 Long-chain monocarboxylic 3-hydroxylated fatty acids induce swelling in liver

mitochondria

Considering that induction of MPT is classically accompanied by mitochondrial
swelling, we investigated the influence of 3HTDA, 3HTA and 3HPA on mitochondrial
swelling in Ca*-loaded mitochondria. It was found that 30 uM of 3HTA and 3HPA
significantly induced swelling in liver mitochondria supported by glutamate plus malate in
the presence of Ca®" (Figures 5A: [F35=1072.0, P<0.001]; 5B: [F33=40.39, P<0.001]).
Furthermore, this effect was fully prevented by RR, CsA and ADP (Figure 5B), indicating
MPT induction by these LCHFA. In contrast, 3HTDA did not alter this parameter (Figure

5A).

3.5 Long-chain monocarboxylic 3-hydroxylated fatty acids reduce Ca** retention capacity

in liver mitochondria

Since MPT induction may compromise mitochondrial Ca*" homeostasis and lead to
release of this cation from the mitochondria, we determined the mitochondrial Ca**
retention capacity in the presence of 3HTDA, 3HTA or 3HPA using glutamate plus malate
or succinate as substrates. It can be seen in Figure 6A-D that 3HTA and 3HPA (10-30 uM)
significantly reduced the mitochondrial Ca®" retention capacity, an effect that was
completely avoided by CsA. In contrast, 3HTDA did not alter mitochondrial Ca*" retention

capacity.
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4. Discussion

We demonstrated here that the major monocarboxylic LCHFA accumulating in
LCHAD deficiency (3HTA and 3HPA) disrupt mitochondrial functions in liver of young
rats at concentrations as low as 10 uM, in contrast to the dicarboxylate fourteen carbon
chain analogue 3HTDA, which caused no effect on all evaluated parameters. 3HPA and
3HTA impaired liver mitochondrial bioenergetics by behaving as uncouplers, metabolic
inhibitors and MPT inductors. Mitochondrial Ca®" retention capacity was also compromised
by these fatty acids, impairing therefore cellular Ca*" homeostasis.

We first observed a decrease in state 3 and uncoupled mitochondrial respiration
caused by 3HTA and 3HPA indicating that these fatty acids may act as metabolic
inhibitors. These fatty acids also increased state 4 respiration and decreased RCR, AYm
and mitochondrial NAD(P)H content, implying that they also behave as uncouplers of
oxidative phosphorylation. These observations may possibly be related to the lactic
acidemia and mitochondrial morphological abnormalities observed in tissues from patients
affected by LCHAD deficiency [13, 32]. We also found that the ANT inhibitor ATC
attenuated 3HTA-induced increase of resting respiration (state 4), suggesting that ANT was
involved in this effect. In contrast, the UCP inhibitor GDP did not change this effect, ruling
out a role for UCP in the increase of resting respiration in the liver. However, it is
important to stress that UCP expression is low in the liver tissue [33].

Uncoupling of oxidative phosphorylation had been previously demonstrated for
non-hydroxylated long-chain fatty acids. The protonophoric mechanism of this effect is
thought to be due to their transbilayer movement towards the mitochondrial matrix when

undissociated (linked to protons) and their transfer as anions in the opposite direction
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through the inner membrane. The passage of dissociated fatty acids is usually facilitated by
the ANT and UCP [34-35]. In this context, some groups have provided evidence that ATC
abolishes the uncoupling effect induced by palmitic acid in skeletal muscle mitochondria
[36] whereas GDP compromises the transport of fatty acids and fatty acid peroxides
through UCP [37-38]. However, we cannot discard that other mitochondrial carriers, such
as the glutamate/aspartate antiporter [36, 39] may also be a target for the long-chain fatty
acids. Our present results indicate that the monocarboxylic LCHFA accumulating in
LCHAD deficiency may act as uncouplers of oxidative phosphorylation through the
involvement of ANT but not of UCP as shown previously for the non-branched long-chain
fatty acids [37].

We also demonstrated here that low concentrations of 3HTA and 3HPA (10-30
uM), but not 3HTDA, strongly dissipated A¥Ym in the presence of Ca*". Furthermore, RR, a
known inhibitor of the mitochondrial Ca*" uniporter [40], and CsA plus ADP, classical
inhibitors of MPT, prevented AWm dissipation, supporting a role for Ca*" and MPT
induction in these effects. CsA is an inhibitor of MPT by inactivating the cyclophilin D, a
mitochondrial matrix protein associated with the MPT occurrence [41-44], whereas ADP is
a potent inhibitor of MPT in isolated mitochondria by binding to ANT in the matrix side
[31, 45]. We also found that neither the potent reducing agent DTT nor the thiol group
protector NEM avoided the A¥Ym loss, implying that an oxidative attack to MPT pore was
probably not involved in 3HTA-induced MPT. In this regard, a common explanation for the
induction of nonselective permeabilization was the oxidation of membrane protein thiol
groups on the MPT pore [46-47], but this was not the case for these compounds, not

supporting therefore a role for oxidative damage in this effect.

40
15


Fernanda Hickmann
40


345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

3HTA and 3HPA, at low concentrations (30 uM), also decreased mitochondrial
matrix NAD(P)H content after Ca*" loading, which was totally abolished by CsA plus ADP
and by RR, implying that the decrease of matrix reduced equivalents may have occurred as
a consequence of nonselective inner membrane permeabilization due to MPT.
Alternatively, NADH consumption due to MPT induction and consequent activation of the
electron transport flow may have also contributed to the reduction of NAD(P)H
concentrations as here observed [46, 48-49]

The nonselective permeabilization caused by MPT activation is usually
accompanied by swelling and loss of mitochondrial elements (Ca®", Mg*", glutathione,
NADH and NADPH), including pro-apoptotic factors such as cytochrome c, potentially
leading to apoptosis or/and necrosis, as well as impairment of oxidative phosphorylation
and ATP synthesis [50-56]. In this regard, we demonstrated that 3HTA and 3HPA
provoked extensive mitochondrial swelling after Ca®" addition and this was totally reverted
by CsA and ADP, as well as by RR, confirming the occurrence of MPT.

Another important contribution of our work was that the major fatty acids
accumulated in LCHAD deficiency also strongly compromised the capacity of
mitochondria to uptake and retain Ca®*, which is an important function of this organelle
[57-61]. Again, this effect was totally prevented by CsA, indicating that the reduction in
mitochondrial Ca®" retention capacity was a consequence of MPT induction. Indeed, MPT
pore opening could allow Ca®" release from the matrix after reaching a threshold,
overcoming mitochondrial Ca>" retention capacity [50, 53, 55].

It is important to emphasize that the effects found in our work were selective for the
monocarboxylic LCHFA, since the dicarboxylic 3HTDA did not alter any of the tested

parameters. Noteworthy, previous unpublished findings from our lab showed that the
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dicarboxylic acids adipic, suberic and sebacic acids do not alter important parameters of
mitochondrial bioenergetics. A possible explanation for the lack of effect of the
dicarboxylates could be because they cannot enter into mitochondrial matrix through the
inner mitochondrial membrane by diffusion, as possibly occurs with the monocarboxylic
analogues. However, more work is necessary to establish the exact causes by which
3HTDA did not change the respiratory parameters and other parameters of bioenergetics.

Our present work show that the significant findings here reported in liver
mitochondria were more pronounced and already achieved with lower doses of the
LCHFA, as compared to those found in recent publications from our group using
mitochondria isolated from brain [24, 26], indicating that liver is more vulnerable to the
deleterious effects of these fatty acids. It is therefore tempting to speculate that the higher
vulnerability of the liver to the effects of 3HTA and 3HPA on mitochondrial functions may
be possibly associated with the severe liver symptomatology, as compared to the
neurological manifestations, in patients with LCHAD deficiency [11, 14]. On the other
hand, considering that fatty acid synthesis and metabolism is very active in the liver, and
besides that this tissue uses essentially fatty acids for energy supply, it is conceivable that
the concentrations of these monocarboxylic hydroxylated fatty acids in patients affected by
LCHAD deficiency are much higher in the liver, relatively to other tissues including the
brain.

Regarding to the precise mechanisms of MPT induction caused by LCHFA, it is
possible that this have occurred due to the oxidative phosphorylation uncoupling effects of
3HTA and 3HPA, which were previously shown to provoke MPT pore opening [62-65].
Alternatively, based on our findings showing that 3HTA-induced state 4 increase was

attenuated by ATC, nonselective permeabilization induced by the monocarboxylic LCHFA
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may be a result of an interaction of these fatty acids with the cytosolic side of ANT, as
previously demonstrated for ATC and other similar compounds [66-68].

Therefore, although it is presumed that our present data may be of
pathophysyological importance to explain hepatic injury in LCHAD deficiency, the liver
concentrations of LCHFA in patients affected by LCHAD are still unknown. We showed
here that the LCHFA that most accumulate in these disorders, particularly 3HPA and
3HTA, reduced the AWYm and provoked swelling in the presence of calcium that were
prevented by CsA, ADP and RR at similar or even lower concentrations (10 uM) than those
found in plasma of the affected patients, especially during crises of metabolic
decompensation that are accompanied by a worsening of hepatic clinical manifestations [3,
69]. It is emphasized that these crises generally follow infections and accelerated

catabolism that lead to increased tissue levels of these fatty acids [69].

5. Conclusions

In conclusion, to the best of our knowledge we provide for the first time
experimental evidence that the monocarboxylic LCHFA that most accumulate in LCHAD
deficiency behave as strong metabolic inhibitors, uncoupling agents and MPT inductors in
liver from young rats. Since these effects might potentially reduce energy production, we
propose that disruption of mitochondrial homeostasis may be associated with the hepatic

failure presented by patients affected by LCHAD deficiency.
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Legends to figures

Fig. 1. Effects of 3-hydroxytetradecanodioic (3HTDA), 3-hydroxytetradecanoic (3HTA)
and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on ADP-stimulated (state 3) (A), resting (state 4) (B),
and uncoupled (CCCP-stimulated) (D) respiration, as well as respiratory control ratio
(RCR) (C), using glutamate/malate as substrate. Panels E and F show the effects of 3HTA
(100 uM) on resting (state 4) respiration in the presence of atractyloside (ATC, 30 uM) and
guanosine diphosphate (GDP, 200 puM), respectively. Liver mitochondrial preparations
(0.75 mg protein. mL™") and 3HTDA, 3HTA or 3HPA (10-100 uM) were added to the
incubation medium in the beginning of the assays. Controls were performed in the absence
of fatty acids and ethanol (the final concentration of EtOH in the incubation medium was
1%) was added to the incubation medium in the beginning of the assays. The reaction
media contained 200 uM EGTA. Values are means + standard deviation for three to six
independent experiments and are expressed as percentage of control (Controls: (A) [nmol
0,. min™. mg of protein'l]: 69.02 + 11.94; (B) [nmol O,. min™. mg of protein'l]: 14.62 +
3.58; (C) [RCR] 4.95 + 1.12; (D) [nmol O,. min"'. mg of protein™]: 53.40 + 13.18; (E)
[nmol O,. min™. mg ofprotein'l]: 13.51 + 2.66; (F) [nmol O,. min™". mg ofprotein'l]: 11.92
+ 2.56). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, compared to controls. “*P < 0.001,
compared to HTA (Duncan multiple range test).

Fig. 2. Effects of 3-hydroxytetradecanoic (3HTA) and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on
ADP-stimulated (state 3) (A), resting (state 4) (B) and uncoupled (CCCP-stimulated) (D)
respiration, as well as respiratory control ratio (RCR) (C), using succinate plus rotenone as
substrate. Liver mitochondrial preparations (0.5 mg protein. mL"') and various

concentrations of 3HTA or 3HPA (10-100 uM) were added to the incubation medium in
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the beginning of the assays. Controls were performed in the absence of fatty acids and
ethanol (the final concentration of EtOH in the incubation medium was 1%) was added to
the incubation medium in the beginning of the assays. The reaction media contained 200
uM EGTA. Values are means + standard deviation for three independent experiments and
are expressed as percentage of control (Controls: (A) [nmol O,. min”. mg of protein™]:
125.60 + 8.21; (B) [nmol O,. min™". mg of protein']: 34.55 + 3.91; (C) [RCR] 3.66 + 0.43;
(D) [nmol O,. min™. mg of protein™']: 116.75 + 17.95). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001, compared to controls (Duncan multiple range test).

Fig. 3. Effects of 3-hydroxytetradecanodioic (3HTDA), 3-hydroxytetradecanoic (3HTA)
and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on mitochondrial membrane potential in the presence
(A-D) or absence (E) of Ca®". All experiments were performed in a reaction media
containing mitochondrial preparations (0.5 mg protein. mL™)  supported by
glutamate/malate or succinate. (A) 3HTDA, 3HTA or 3HPA (30 uM, lines b-d) were added
50 seconds after the beginning of the assay. (B) 3HTA (10-30 uM, lines b-d). (C) 3HTA
(30 uM, lines b-f). Ruthenium red (RR, 5 uM, line c), cyclosporin A (CsA, 1 uM) plus
ADP (300 uM) (line d), dithiothreitol (DTT, 5 mM) (line e) or N-ethylmaleimide (NEM, 20
uM) (line f) were added in the beginning of the assay. (D) 3HTA (30 uM, lines b-d).
Ruthenium red (RR, 1 uM, line c) and cyclosporin A (CsA, 1 uM) plus ADP (300 uM)
(line d) were added in the beginning of the assay. (E) 3HTDA (100 uM, lines b), 3HTA
(100 uM, lines ¢) and 3HPA (100 uM, lines d). Controls (line a) were performed in the
absence of fatty acids. Panels A-D refer to mitochondrial preparations supplemented by 30
uM Ca®" 150 seconds after the beginning of the assay, as indicated, whereas in panel E
there was no exogenous Ca’". The reaction media contained 30 uM (A-D) or 100 pM (E)
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EGTA. CCCP (3 uM) was added in the end of the assays. Traces are representative of three
independent experiments (animals) and were expressed as fluorescence arbitrary units
(FAU). ***P <0.001, compared to controls (Duncan multiple range test).

Fig. 4. Effects of 3-hydroxytetradecanodioic (3HTDA), 3-hydroxytetradecanoic (3HTA)
and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on mitochondrial NAD(P)H content in the presence
(A-C) or absence (D) of Ca®". All experiments were performed in a reaction media
containing mitochondrial preparations (0.5 mg protein. mL"') supported by
glutamate/malate or succinate. (A) 3HTDA, 3HTA or 3HPA (30 uM, lines b-d) were added
50 seconds after the beginning of the assay. (B) 3HTA (30 uM, lines b-d). Ruthenium red
(RR, 5 uM, line c) and cyclosporin A (CsA, 1 uM) plus ADP (300 uM) (line d) were added
in the beginning of the assay. (C) 3HTA (30 uM, lines b-d). Ruthenium red (RR, 1 uM, line
¢) and cyclosporin A (CsA, 1 uM) plus ADP (300 uM) (line d) were added in the beginning
of the assay. (D) 3HTDA (100 uM, lines b), 3HTA (100 uM, lines ¢) and 3HPA (100 puM,
lines d). Controls (line a) were performed in the absence of fatty acids. Panels A-C refer to
mitochondrial preparations supplemented by 30 pM Ca®" 150 seconds after the beginning
of the assay, as indicated, whereas in panel D there was no exogenous Ca”". The reaction
media contained 30 uM (A-C) or 100 uM (D) EGTA. CCCP (3 uM) was added in the end
of the assays. Traces are representative of three independent experiments (animals) and
were expressed as fluorescence arbitrary units (FAU). ***P < 0.001, compared to controls
(Duncan multiple range test).

Fig. 5. Effects of 3-hydroxytetradecanodioic (3HTDA), 3-hydroxytetradecanoic (3HTA)
and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on mitochondrial swelling in the presence of Ca*". All
experiments were performed in a reaction media containing mitochondrial preparations (0.5
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mg protein. mL™") supported by glutamate/malate. (A) 3HTDA, 3HTA or 3HPA (30 pM,
lines b-d) were added 50 seconds after the beginning of the assay. (B) 3HTA (30 uM, lines
b-d). Ruthenium red (RR, 5 uM, line c¢) and cyclosporin A (CsA, 1 uM) plus ADP (300
uM) (line d) were added in the beginning of the assay. Controls (line a) were performed in
the absence of fatty acids. All traces refer to mitochondrial preparations supplemented by
40 pM Ca®" 150 seconds after the beginning of the assay, as indicated. Alamethicin (Alm,
40 pg/mg of protein) was added at the end of the measurements. Traces are representative
of three independent experiments (animals). ***P < 0.001, compared to controls (Duncan
multiple range test).

Fig. 6. Effects of 3-hydroxytetradecanodioic (3HTDA), 3-hydroxytetradecanoic (3HTA)
and 3-hydroxypalmitic (3HPA) acids on mitochondrial Ca®* retention capacity. All
experiments were performed in a reaction media containing mitochondrial preparations (0.5
mg protein. mL™") supported by glutamate/malate or succinate. (A) 3HTDA, 3HTA or
3HPA (30 uM, lines b-d) were added in the beginning of the assay. (B) 3HTA (10-30 uM,
lines b-d). (C) 3HTA (30 uM, lines b-c). Cyclosporin A (CsA, 1 uM, line ¢) were added in
the beginning of the assay. (D) 3HTA (30 uM, lines b). Controls (line a) were performed in
the absence of fatty acids. All traces refer to mitochondrial preparations supplemented by
20 pM Ca®" 50 seconds after the beginning of the assay, as indicated. CCCP (3 pM) was
added in the end of the assays. Traces are representative of three independent experiments

(animals) and were expressed as fluorescence arbitrary units (FAU).
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PARTE III

Discussdo, Conclusoes e Perspectivas



IIL.1. DISCUSSAO

A deficiéncia da desidrogenase de acilas-CoA de cadeia longa hidroxilada
(LCHAD) ¢ uma doenga genética relativamente frequente da B-oxida¢do de &cidos
graxos. Pacientes afetados podem apresentar durante a infancia progressdo clinica
rapida com sintomas severos, como insuficiéncia hepatica , coma e mesmo morte subita
usualmente desencadeados por jejum ou catabolismo (Sykut-Cegielska et al., 2011).
Outros sinais clinicos sdo convulsdo, letargia, microcefalia, cardiomiopatia, alteracdes
musculares, rabdomiolise e retinopatia (Onkenhout et al., 1995; Rinaldo et al., 1998;
Roe and Ding, 2001; Spiekerkoetter U., 2004). A literatura descreve alguns trabalhos
relativos a acdo dos metabolitos dcidos acumulados nessa doenga sobre o cérebro, mas a
fisiopalogia do dano hepatico apresentado por estes pacientes ainda ndo esta
estabelecida.

Nesse particular, enfatize-se que a oxidagao de acidos graxos € a principal fonte de
energia do figado, que os utiliza em maior quantidade em situagdes de catabolismo,
como jejum prolongado e doengas (Graber et al., 1994). Durante essas situacdes, ha
uma maior mobilizacdo de 4cidos graxos do tecido adiposo para a corrente circulatoria e
uma parte consideravel dos mesmos ¢ usualmente metabolizada no figado. Como ha um
bloqueio na rota metabdlica devido ao defeito enzimadtico, a espiral da B-oxidagdo ndo
pode ser completada e entdo hd o acumulo de metabolitos intermediarios dessa rota em
pacientes com deficiéncia da LCHAD, especialmente nesse 6rgdo, particularmente os
acidos 3HTA e o 3HPA.

Por outro lado, durante os episodios sintomaticos de descompensagdo metabdlica
os pacientes com essa doenga apresentam hipoglicemia hipocetética, acidemia latica,
pequeno aumento dos niveis de amdnia, bem como de transaminases e creatina quinase
no plasma, sugerindo um comprometimento hepatico com disfun¢do mitocondrial e
alteracdo do metabolismo energético celular. Tendo em vista que os 4acidos graxos
aumentados na deficiéncia da LCHAD foram demonstrados serem tdxicos para o
cérebro e coragdo de ratos (Tonin et al., 2010a e b, 2013), assim que resolvemos estudar
a toxicidade dos mesmos no figado de ratos jovens, medindo pardmetro de metabolismo
energético em mitocondrias isoladas de figado.

De uma forma geral, verificamos neste trabalho que varias fun¢des mitocondriais
foram afetadas pelos principais hidroxiacidos de cadeia longa acumulados na
deficiéncia da LCHAD (3HTA e 3HPA) em figado de ratos, enquanto que o analogo
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dicarboxilico do 3HTA, 3HTDA, ndo alterou os pardmetros analisados. Assim, a
capacidade mitocondrial de retencdo de célcio foi comprometida por 3HTA e 3HPA,
prejudicando a homeostase celular do célcio. Os mesmos metabdlitos também alteraram
a bioenergética mitocondrial agindo como desacopladores, inibidores metabolicos e
indutores do poro de transicdo mitocondrial.

O primeiro passo do nosso estudo foi avaliar os efeitos do 3HTA e 3HPA sobre
os parametros de respiragdo mitocondrial, medidos através do consumo de oxigénio por
preparacdes mitocondriais usando glutamato e malato ou sucinato como substratos.
3HTA e 3HPA diminuiram tanto o estado 3 quanto o estado desacoplado nas doses a
partir de 50 uM, mostrando que eles se comportam como inibidores metabolicos. Por
outro lado, o estado 4 foi estimulado ¢ o RCR diminuido por esses acidos graxos,
indicando que eles também agem como desacopladores.

Acidos graxos de cadeia longa sio descritos como desacopladores da
fosforilacdo oxidativa. O mecanismo desse efeito se deve ao seu transporte na forma
ndo dissociada para a matrix mitocondrial pela bicamada lipidica da membrana
mitocondrial e pelo efluxo mitocondrial na forma dissociada por difusdo facilitada por
proteinas, como ANT e UCP (Schonfeld et al, 1989 e 1992). Substancias inibidoras
destas duas proteinas podem ser utilizadas com o intuito de desvendar os mecanismos
envolvidos. Estudos demonstraram que o ATC, um inibidor do ANT, previne em parte
o efeito desacoplador induzido por 4cido palmitico em mitocdndrias de musculo
esquelético de ratos (Mokhova et al., 2005) e também que o GDP prejudica o transporte
de acidos graxos pela UCP (Goglia et al., 2003; Affourtit et al., 2007). Neste contexto,
verificamos que o ATC foi capaz de prevenir parcialmente o efeito desacoplador do
3HTA observado no estado 4 da respiragdo mitocondrial, enquanto que o GDP ndo foi
capaz de preveni-lo, sugerindo entdo um envolvimento do ANT noefeito desacoplador
do 3HTA.

Outros parametros foram avaliados, tais como a medida do potencial de
membrana e do contetido de NAD(P)H mitocondrial na presenga de 100 uM de 3HTA e
3HPA. Os dois hidroxiacidos graxos (3HTA e 3HPA) diminuiram tanto o AYm quanto
o conteudo de NAD(P)H, refor¢ando o efeito desacoplador encontrado nos parametros
respiratorios. Este mecanismo desacoplador pode estar relacionado com a acidemia
latica encontrada nos pacientes e com as anormalidades mitocondriais observada nos
pacientes com deficiéncia da LCHAD (Amirkhan et al., 1997, Tyni e Pihko, 1999).
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Verificamos ainda que o 3HTA e o 3HPA em concentragdes baixas (10-30 uM),
diminuiram marcadamente o A¥m na presenca de Ca’". Além disso, o inibidor do
transportador uniporte de Ca®", ruténio vermelho (RR) (Moore et al., 1971) foi capaz de
inibir esta dissipacdo do A¥m. Ciclosporina A (CsA), inibidor do PTP via inativacao da
ciclofilina D (uma das proteinas componentes do PTP) associada ao ADP, que inibe a
abertura do PTP se ligando ao ANT, também foram capazes de prevenir totalmente a
diminui¢do doA¥m provocado pelo 3HTA. Tomados em seu conjunto, estes dados
sugerem um envolvimentotanto do Ca>" quanto do PTP neste efeito.

Outra maneira pela qual pode ocorrer a indu¢do do PTP ¢ pelo ataque oxidativo
de espécies reativas a grupamentos tidis das proteinas componentes do PTP levando a
sua abertura. Entretanto, o potente agente redutor DTT e o protetor de grupamentos tidis
NEM foram capaz de prevenir a diminui¢do no A¥m induzidas pelo 3HTA, excluindo
entdo como causa o estresse oxidativo.

Também foi avaliado o efeito de 3HTA, 3HPA sobre o contetido mitocondrial de
NAD(P)H na presenca de Ca®" Verificamos que o 3HTA e o 3HPA diminuiram
significamente o conteido de NAD(P)H da matrix mitocondrial e que o RR e a
associacdo CsA mais ADP previniram esse redu¢do, o que novamente demonstra um
envolvimento do PTP e do Ca®™ Esta diminui¢io pode ser devido a uma
permeabilizacdo ndo seletiva da membrana mitocondrial interna subsequente a abertura
do PTP . A diminui¢do do conteudo de NAD(P)H também pode ser explicada pela alto
consumo de NADH devido a ativagdo do fluxo de elétrons pela cadeia respiratéria apos
a abertura do PTP (Kowaltowski et al, 2001; Le-Quoc et al, 1989; Kehrer et al, 1994).

A indugcdo do PTP e posterior permeabilizacdo seletiva da membrana
mitocondrial interna podem levar ao inchamento mitocondrial. Assim, foi avaliado o
efeito do 3HTA e 3HPA no inchamento mitocondrial. Os dois dcidos provocaram um
grande inchamento ap6s a adigio de Ca’, e foi totalmente prevenido por CsA mais ADP
e por RR, confirmando o involvimento do PTP.A abertura do PTP também pode causar
a perda de elementos mitocondriais, como Ca™", Mg2+, glutationa, NADH ¢ NADPH e
também fatores pro-apoptoticos como citocromo ¢, podendo levar a apoptose ou
necrose, assim como prejuizo na fosforilagdo oxidativa e sintese de ATP (Zoratti et al,
1995; Starkov et al, 2010; Rasola et al, 2011; Bernardi et al, 2012; Rizzuto et al, 2012,
Crompton et al, 1999; Figueira et al, 2013).
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Neste trabalho também foi demonstrado que os é4cidos graxos aqui estudados
comprometeram a captagdo e a retengdo de Ca* 'mitocondrial. O tamponamento de Ca*"
realizado pela mitocondria e pelo reticulo endoplasmatico ¢ de extrema importancia
para o funcionamento correto da célula (Baughman et al,2011; De Stefani et al, 2011;
Pan et al, 2013; Marchi et al, 2014; Pendin et al, 2014). Este efeito foi novamente
prevenido por CsA, indicando que a incapacidade de captagdo do Ca®" esta envolvida
com o PTP.

E importante destacar que todos os experimentos foram feitos também com o
analogo dicarboxilico do 3HTA, o 3-hidroxitetradecanodioico (3HTDA) e que este ndo
foi capaz de alterar nenhum dos pardmetros estudados, mostrando entdo uma
especificidade dos efeitos aos acidos que mais se acumulam na deficiéncia da LCHAD,
os monocarboxilicos. Uma explicagdo para isso pode ser por o 3HTDA ser mais polar
que os monocarboxilicos e por isso apresenta maior dificuldade de cruzar a membrana
mitocondrial interna por difusdo, possivel mecanismo do 3HTA e 3HPA. Entretanto,
mais estudos seriam necessarios para explicar o motivo pelo qual ele ndo altera os
parametros estudados.

Um mecanismo ja estudado de indugcdo do PTP ¢ associado com o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa (Bernardi et al, 1992; Castilho et al, 1997;
Kowaltowski 1996; Zago et al, 2000) e ¢ este mecanismo que se acredita estar
ocorrendo com o 3HTA e o 3HPA. Uma outra alternativa, considerando que o efeito
desacoplador encontrado no estado 4 da respiracdo foi atenuado pelo ATC, pode-se
presumir que o 3HTA age também se ligando a parte citosolica do ANT, o que causa
permeabilizacdo ndo-seletiva (Schonfeld et al,1997; Wieckowski et al, 1998; Di Paola et
al, 2006).

Anteriormente foi estudado em nosso laboratdrio estas substidncias em
mitocondrias de cérebro (Tonin et al, 2010a e 2014) e ¢ importante destacar que em
figado os efeitos foram mais pronunciados e ja significativos em doses menores,
mostrando entdo uma menor sensibilidade do figado & estas substancias. Podemos
especular entdo que esta maior vulnerabilidade do figado em relagdo ao cérebro, pode
estar associada aos graves sintomas hepaticos, quando comparados com os sintomas
neurolégicos que os pacientes apresentam (Moczulski et al, 2009; Rocchiccioli et al,

1990; Amirkhan et al,1997; Tyni et al, 1997).
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Outra hipdtese sobre a maior vulnerabilidade do figado em relagao ao cérebro, se
deve ao fato de o figado ter um intenso metabolismo de 4cidos graxos, tanto de sintese
quanto de degradacdo, causando uma maior concentragcdo de acidos graxos no tecido
hepatico comparado com outros tecidos, inclusive o cérebro.

Neste trabalho foi demontrado que mesmo concentracdes baixas (10uM) de
acido graxos monocarboxilicos hidroxilados sdo capazes de alterar importantes
parametros da bioenergética mitocondrial, como AWm e inchamento mitocondrial na
presenga de cdlcio, efeitos que foram completamente prevenidos por CsA mais ADP e
por RR, demonstrando envolvimento do PTP nestes efeitos. E importante ressaltar que
esta concentragdo ¢ similar ou ainda menor do que a concentragdo plasmatica
apresentada por pacientes durante crises de descompensacdo metabolica, que causam
uma piora significativa dos sintomas hepaticos (Costa et al,1998; Hagenfeldt et
al,1990). Estas crises que ocorrem sdo secundarias a infec¢des e levam a um acelerado
catabolismo, aumentando a quantidade de acidos graxos circulantes (Hagenfeldt et
al,1990).

Concluindo, foi apresentado neste trabalho pela primeira vez que os principais
metabolitos acumulados na deficiéncia da LCHAD agem como desacopladores,
inibidores metabolicos, indutores do PTP e prejudicam a homeostase do calcio em
mitocondrias de figado. Ainda, como a producdo de ATP esta intimamente ligada ao
potencial de membrana (Nicholls et al, 2004), é presumivel que como as substancias
estudadas prejudicam a manuten¢do doAWm, a producdo de energia também esteja
diminuida. Sendo assim, ¢ provavel que o desequilibrio da bioenergética e homeostase
mitocondrial demonstrado nesse trabalho estd associado ao dano hepéatico apresentado
pelos pacientes afetados pela deficiéncia da LCHAD. Finalmente, acredita-se que
inibidores da transicdo de permeabilidade mitocondrial podem ser de possivel uso na

terapia de prevencao ao dano hepatico nestes pacientes.
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I11.2 CONCLUSOES

O 3HTA ¢ o 3HPA, mas ndao o 3HTDA, aumentam o estado 4 e diminuem o
estado 3, a respiracdo desacoplada, assim como o RCR de maneira dose
dependente, tanto usando glutamato/malato quanto succinato como substratos,
sugerindo um efeito desacoplador destes metabolitos.

O ANT atenuou em 30% o aumento do estado 4 causado pelo 3HTA na
concentragdo de 100 uM, enquanto o GDP ndo atenuou este efeito, sugerindo
um envolvimento do ANT no aumento do estado 4.

O 3HTA e o 3HPA, mas ndo o 3HTDA (100 uM), dissiparam drasticamente o
potencial de membrana mitocondrial, reforcando o efeito desacoplador destes
acidos graxos.

3HTA e 3HPA em baixas concentracdes (10-30 puM), dissiparam o A¥m na
presenga de Ca’’. RR e CsA mais ADP preveniu esse efeito, enfatizando o
envolvimento do Ca®". Em contraste, DTT ¢ NEM ndo foram capazes de
prevenir, deixando improvavel o envolvimento de espécies reativas neste efeito.
3HTDA nao foi capaz de alterar esses parametros.

3HTA e 3HPA (100 uM), mas ndo 3HTDA (100 uM), provocaram uma
diminui¢do no conteido de NAD(P)H mitocondrial, que pode ser secundario ao
efeito desacopladorinduzido por esses acidos graxos.

3HTA e 3HPA em baixas concentragdes (30 uM)também diminuem o contetido
de NAD(P)H na presenga de Ca®", e este efeito foi prevenido por CsA mais ADP
e RR, levando a crer que este efeito pode estar ocorrendo devido a abertura do
PTP. 3HTDA nao alterou este parametro.

30 uM de 3HTA e 3HPA, mas ndo de 3HTDA, provocaram inchamento
mitocondrial na presenca de Ca®’, utilizando glutamato/malato ou succinato
como substrato. RR e CsA mais ADP foram capazes de prevenir este efeio.
3HTA e 3HPA (10-30 puM) reduziram significaivamene a capacidade de
retencdo de calcio mitocondrial, efeito que foi prevenido por CsA. 3HTDA ndo

alterou este parametro.
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ITII.3.PERSPECTIVAS

1.

Investigar os efeitos in vitro dos 4cidos organicos hidroxilados de cadeia longa
acumulados na LCHAD sobre a homostase energética no musculo esquelético e
coragdo de ratos jovens.

Investigar os efeitos in vitro dos 4cidos organicos hidroxilados de cadeia longa
acumulados na LCHAD sobre a homeostase redox no figado e coracdo de ratos
jovens.

Investigar os efeitos da administragdo in vivo intracerebroventricular dos acidos
organicos hidroxilados de cadeia longa acumulados na LCHAD sobre
parametros da bioenergética e homeostase redox em vdrias estruturas cerebrais

de ratos jovens.
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