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RESUMO  
O acúmulo tecidual do ácido 3-metilglutárico (MGA) é um achado bioquímico 
característico de um grupo de doenças conhecidas como acidúria 3-
metilglutacônica (MGTA), bem como da acidúria 3-hidróxi-3-metilglutárica 
(HMGA). Tanto as MGTA quanto a HMGA são doenças genéticas de herança 
autossômica recessiva cujos sintomas podem aparecer na infância ou na 
adolescência. Os pacientes geralmente apresentam anormalidades no cérebro, 
fígado e coração. Considerando que os mecanismos responsáveis pelo dano 
tecidual encontrado nessas doenças não estão totalmente estabelecidos, esta 
tese avaliou os efeitos da administração de MGA sobre o metabolismo 
energético, estresse oxidativo, biogênese mitocondrial e vias metabólicas 
relacionadas em córtex cerebral e fígado de ratos. Além disso, investigamos os 
efeitos do bezafibrato (BEZ), uma molécula potencialmente protetora, frente 
aos efeitos de MGA visto que o tratamento para as MGTA e a HMGA é 
bastante limitado. Para isso, ratos Wistar jovens receberam um pré-tratamento 
por gavagem com óleo de milho ou BEZ (30 ou 100mg/kg/dia) por sete dias, 
uma vez ao dia. No 30° dia de vida, os animais receberam, após 1 h da 
gavagem com óleo (veículo) ou BEZ, três injeções intraperitoneais de MGA ou 
NaCl (primeira injeção de 10µmol.g-1 seguida de duas de 5µmol.g-1) com 
intervalo de 90 minutos entre as injeções. Após eutanásia dos ratos, o córtex 
cerebral e o fígado foram usados para avaliar os parâmetros. O MGA 
aumentou os níveis de malondialdeído e o conteúdo de heme oxigenase-1 e 
ainda modulou a atividade de algumas enzimas antioxidantes, indicando um 
quadro de estresse oxidativo. O MGA também diminuiu o conteúdo de 
glutationa no fígado. Foi visto ainda que o MGA alterou a atividade das 
enzimas da cadeia transportadora de elétrons em ambos os tecidos, sugerindo 
alterações na bioenergética. O MGA diminuiu o conteúdo nuclear do PGC-1α, 
principal regulador da biogênese mitocondrial, no cérebro e mostrou forte 
tendência em causar a mesma alteração no fígado. Além disso, o MGA 
diminuiu o conteúdo de sirtuína 1 nos dois tecidos, sendo esta uma proteína 
chave para ativação de PGC-1α. O MGA ainda diminuiu o conteúdo de Akt nos 
tecidos, indicando que alterações nesta via também podem estar prejudicando 
a ativação de PGC-1α. No que concerne especificamente ao córtex cerebral, o 
MGA também diminuiu o conteúdo de sinaptofisina e aumentou a fosforilação 
da Tau. Este ácido ainda aumentou a fosforilação da ERK1/2 e p38, e 
aumentou o conteúdo de AMPKα1, sendo este último também aumentado no 
fígado. No que diz respeito ao fígado, o MGA reduziu o conteúdo de PPARα 
nuclear em relação ao citosólico, e também alterou o conteúdo de mitofusina 1 
e proteína relacionada à dinamina 1, indicando um prejuízo à dinâmica 
mitocondrial. Nossos dados sugerem uma toxicidade relevante do MGA neste 
modelo, causando disfunção mitocondrial, estresse oxidativo e danos aos 
tecidos estudados. Além disso, nossos resultados mostraram que o BEZ 
exerceu efeitos benéficos na prevenção dos efeitos do MGA tanto no córtex 
cerebral quanto em fígado. Contudo, foi observado que o BEZ exerceu maior 
ação protetora no cérebro. Portanto, nossos dados sugerem que o MGA tem 
um papel importante na fisiopatologia dos danos cerebral e hepático verificados 
nos pacientes com MGTA e HMGA e que o BEZ pode ser considerado um 
fármaco promissor para o tratamento dessas patologias.  
Palavras-chave: Ácido 3-Metilglutárico; Homeostase redox; Biogênese 
mitochondrial; Dano neural; Bezafibrato; Córtex cerebral; Fígado. 
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ABSTRACT  
Tissue accumulation of 3-methylglutaric acid (MGA) is an important biochemical 
finding observed in a group of disorders collectively called 3-methylglutaconic 
acidurias (MGTA), and also in 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria (HMGA). All 
types of MGTA and HMGA are autosomal recessive inherited diseases. 
Symptoms usually appear during childhood or adolescence, and affect 
especially the central nervous system, liver and heart. Since the mechanisms 
underlying the organ abnormalities commonly observed in patients affected by 
MGTA and HMGA are not fully elucidated, we investigated here the effects of 
MGA administration on redox homeostasis, mitochondrial bioenergetics, 
biogenesis and dynamics, and signaling pathways in brain and liver of young 
rats. As treatment for these disorders is limited, the effects of a pre-treament 
with bezafibrate (BEZ), a potential protective molecule, were also determined. 
In our model, young Wistar rats received three intraperitoneal injections of NaCl 
(control) or MGA (one injection of 10 µmol/g followed by two injections of 5 
µmol/g with a 90-min interval) and were euthanized 1 h after the last injection. 
Pre-treatment with BEZ (30 or 100 mg/kg/day) was performed by gavage for 7 
days before NaCl or MGA injection. After euthanasia of animals, liver and brain 
homogenates were prepared to evaluate the parameters. MGA administration 
induced marked toxicity in both tissues evaluated. We verified that MGA 
increased the levels of malondialdehyde and heme oxgenase-1, and altered the 
activity of several antioxidant enzymes, indicative of oxidative stress. MGA also 
decreased GSH levels in liver. Furthermore, MGA altered the activities of 
respiratory chain complexes in brain and liver, suggesting bioenergetic 
dysfunction. MGA also decreased the content of nuclear PGC-1α in brain, and 
showed a strong tendency to decrease this protein in liver. MGA further reduced 
the content of situin 1 in both tissues. Considering that situin 1 is an activator of 
PGC-1α, the master regulator of mitochondrial biogenesis, our data indicate 
mitochondrial biogenesis disruption. In addition, MGA decreased the content of 
Akt, which may be also involved in the mitochondrial biogenesis disturbances. 
Regarding only the brain, MGA resulted in decreased content of synaptophysin 
and increased Tau protein phosphorylation. MGA also increased the 
phosphorylation of ERK1/2, p38, and the content of AMPKα1 in the brain. In 
liver, MGA decreased the nuclear content of PPARγ compared to the cytosolic 
compartment, augmented AMPKα1 levels and altered the levels of mitofusin 1 
and dynamin-related protein 1, reinforcing the data showing that MGA disturbs 
in mitochondrial biogenesis and also indicating mitochondrial dynamics 
alterations. We also verified that bezafibrate was able to prevent most 
deleterious effects caused by MGA. Of note, these protective effects elicited by 
bezafibrate were more pronounced in the cerebral cortex than in liver. These 
findings indicate that MGA plays an important role in the neurological symptoms 
and hepatic dysnfunction observed in MGTA and HMGA by inducing oxidative 
stress and causing mitochondrial dysfunction. Finally, our study suggests that 
bezafibrate may be a novel therapeutic strategy for these disorders. 
Keywords: 3-Methylglutaric acid; Redox homeostasis; Mitochondrial 
biogenesis: Neural damage: Bezafibrate; Cerebral cortex; Liver. 
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I.1 INTRODUÇÃO  

I.1.1 Erros Inatos do Metabolismo 

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi proposto em 1908 por Sir 

Archibald E. Garrod após observar uma série de características clínicas e 

bioquímicas em um grupo de indivíduos portadores de uma patologia pouco 

conhecidas até então. Dentre essas características, Garrod identificou que 

indivíduos que apresentavam elevados níveis urinários de ácido 

homogentísico, portadores da doença alcaptonúria, tinham parentes com a 

mesma doença  e que, os pais dos pacientes não apresentavam os sintomas 

da doença (Scriver CR 2001). Além disso, foi observado que havia maior 

incidência de consanguinidade entre os pais dos pacientes (Scriver CR 2001). 

Levando em consideração conceitos descritos por Mendel, Garrod elaborou 

então a hipótese da existência de distúrbios genéticos de herança autossômica 

recessiva nestes indivíduos (Scriver CR 2001). Somado a isso, ele ainda 

propôs que o aumento das concentrações urinárias do ácido homogentísico 

estaria relacionado com a alteração de uma proteína (enzima ou não) presente 

na rota de degradação do aminoácido tirosina, visto que uma dos 

intermediários dessa rota é o ácido homogentísico (Scriver CR 2001). Desde 

então, os EIM têm sido cada vez mais estudados e melhor descritos 

(Saudubray JM e Garcia-Cazorla A 2018). 

Os EIM são individualemente raros, porém, quando agrupados, atingem 

um número expressivo de indivíduos afetados em todo a mundo (Saudubray 

JM e Garcia-Cazorla A 2018). Até 2018 já haviam sido descritos mais de 750 

doenças consideradas EIM  (Saudubray JM e Garcia-Cazorla A 2018). Na 

clinica, estes distúrbios foram recentemente classificados em duas grandes 
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categorias: na categoria 1 foram incluídos os EIM que envolvem um único 

sistema fisiológico funcional (por exemplo, o sistema endócrino, imune, 

cardiovascular, etc.), ou afetam somente um órgão ou sistema anatômico (por 

exemplo, túbulos renais, eritrócitos, válvulas cardíacas ou fígado); na categoria 

2 foram incluídos os distúrbios nos quais a alteração bioquímica afeta uma via 

metabólica comum a um grande número de células ou órgãos (por exemplo, 

doenças lisossomais ou mitocondriais) ou alguma via metabólica restrita a um 

órgão, mas que resulta em consequências sistêmicas (por exemplo, distúrbios 

no ciclo da ureia que resultam em hiperamonemia e distúrbios na glicogenólise 

hepática que acarretam hipoglicemia) (Saudubray JM e Garcia-Cazorla A 

2018). 

Os pacientes portadores de EIM da categoria 2 apresentam 

sintomatologia variada; assim, eles são subdivididos em outros 3 grupos para 

facilitar o diagnóstico: o grupo 1 inclui doenças do metabolismo intermediário 

que afetam pequenas moléculas, como a fenilcetonúria, tirosinemia e doença 

da urina do xarope de bordo; no grupo 2 foram incluídas as doenças 

envolvendo o metabolismo energético primário, tais como alterações no 

transportador de piruvato, na atividade da piruvato carboxilase ou outras 

enzimas do metabolismo energético primário; e no grupo 3 estão as doenças 

envolvendo moléculas complexas, que podem afetar os processos de síntese, 

processamento, controle de qualidade e catabolismo de moléculas complexas 

(Saudubray JM e Garcia-Cazorla A 2018). 
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 I.1. 2 Acidúria 3-Metilglutacônica 

 Um considerável número de EIM que resultam em aumento de ácido 3-

metilglutacônico (MGT) e MGA tem sido identificado, principalmente nas duas 

últimas décadas (Wortmann SB et al. 2013a). Esses distúrbios estão incluídos 

no grupo 2 da categoria 2, de acordo com a classificação descrita no tópico 

anterior. Em grande parte deles, o acúmulo de MGT e MGA é considerado 

apenas um fator para confirmação do diagnóstico de uma determinada doença, 

sendo que os níveis urinários destes ácidos encontrados nos pacientes 

atingem em torno de 40mmol/mol de creatinina (Wortmann SB et al. 2013a). As 

chamadas acidúrias 3-metilglutacônicas (MGTA) consistem em um grupo de 

doenças que são caracterizadas pelo elevado acúmulo tecidual e excreção 

urinária de diferentes ácidos orgânicos, mas principalmente MGT e MGA. Já foi 

reportado que nessas doenças os níveis urinários desses ácidos podem passar 

de 1.000mmol/mol de creatinina (Wortmann SB et al. 2012; Wortmann SB et al. 

2013a). Nesta tese, abordamos o estudo dos 5 principais tipos de MGTA (do 

tipo I ao tipo V). Deve ser salientado aqui que as MGTAs do tipo VI e VII não 

serão abordadas, uma vez que ainda não estão bem elucidadas na literatura.   

 I.1.3 MGTA do tipo I  

 A MGTA do tipo I (MGTAI), também chamada de MGTA primária, é um 

erro inato do metabolismo de caráter autossômico recessivo causado pela 

deficiência isolada da enzima 3-metilglutaconil-CoA hidratase (EC 4.2.1.18), 

com prevalência em torno de <1/ 1 000 000 de indivíduos nascidos vivos com 

em torno de 40 casos reportados na literatura até 2020 (Bizjak N et al. 2020; 

Wortmann SB et al. 2013b). Essa enzima mitocondrial é necessária para a 

conversão de 3-metilglutaconil-CoA em 3-hidróxi-3-metilglutaril-CoA, reação da 
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rota do catabolismo da leucina e também da cetogênese (Figura 1) (Ijlst L et al. 

2002).  

 

Figura 1. Representação ilustrativa da via de degradação da leucina. Os números representam as 
enzimas envolvidas em cada etapa da via: 1. Transaminase de aminoácido de cadeia ramificada; 2. 
Complexo desidrogenase de 2-cetoácidos de cadeia ramificada; 3. Isovaleril-CoA desidrogenase; 4. Metil-
crotonil-CoA carboxilase; 5. 3-Metil-glutaconil-CoA hidratase; 6. 3-Hidróxi-3-metil-glutaril-CoA liase. 
Adaptado de Ijlst et al. (2002).  
 

A enzima 3-metilglutaconil-CoA hidratase é codificada pelo gene AUH 

localizado na região q22.3 do cromossomo 9 (Tavasoli AR et al. 2017).  A 

literatura mostra, no mínimo, 12 mutações diferentes em pacientes portadores 

da MGTAI, sendo que a maioria destes pacientes apresentam mutações de 

troca de sentido e com perda de sentido (do inglês missense e nonsense 

mutation, respectivamente) (Tavasoli AR et al. 2017). Esses dois tipos de 

mutações podem resultar em alterações importantes na atividade da 3-

metilglutaconil-CoA hidratase, resultando em diferentes fenótipos patogênicos 

da doença (Cox MM et al. 2009; Tavasoli AR et al. 2017). 

O quadro clínico da MGTAI é geralmente heterogêneo e inespecífico e 

inclui retardo psicomotor, convulsões, distonia, dificuldades na fala e atraso 

intelectual, além de hipoglicemia e acidose metabólica (Ly TB et al. 2003; 

Vockley J et al. 2014). Outros sintomas geralmente encontrados incluem 
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refluxo gastroesofágico, alterações no comportamento com irritabilidade 

excessiva e mudanças de humor repentinas; além disso, em um caso isolado o 

paciente apresentou um quadro febril (Illsinger S et al. 2004; Vockley J et al. 

2014). Esses sintomas podem ter início nos primeiros anos de vida, na 

adolescência ou mesmo na vida adulta e variam em intensidade, podendo ser 

mínima ou gravemente debilitantes, além de progressivos (Ly TB et al. 2003; 

Vockley J et al. 2014). 

 Em alguns casos, exames de imagem evidenciam leucoencefalopatia e 

anormalidades nos núcleos da base (Vockley J et al. 2014). Ainda, em exames 

bioquímicos avançados, é possível verificar elevados níveis de MGT e MGA 

nos líquidos biológicos dos pacientes (Wortmann SB et al. 2012). Tais 

concentrações podem aumentar ainda mais em situações de catabolismo 

acelerado, como infecções e jejum, durante as quais há o aumento da 

proteólise (Vockley J et al. 2014). 

O diagnóstico é comumente realizado pela identificação de ácidos 

orgânicos na urina, geralmente por cromatografia gasosa seguida de 

espectrometria de massas, acompanhada da determinação da atividade da 

enzima 3-metilglutaconil-CoA hidratase em fibroblastos ou linfócitos (Ijlst L et al. 

2002; Ly TB et al. 2003). Já o tratamento é bastante limitado e consiste na 

suplementação com L-carnitina e restrição de proteínas e leucina na dieta 

(Arbelaez A et al. 1999; Ly TB et al. 2003). 

I.1.4 MGTA do tipo II 

 A MGTA do tipo II (MGTAII) é uma doença que acomete principalmente 

crianças, porém existem casos de diagnóstico tardio em indivíduos acima dos 

30 anos de idade que passaram por vários especialistas até receber o 



 

11 

 

diagnóstico correto (Seitz A et al. 2020). A MGTAII, também conhecida como 

Síndrome de Barth, é uma síndrome multisintomática causada por mutações no 

gene TAZ (Ikon N e Ryan RO 2017), que está na região q28 do cromossomo X, 

e que codifica uma acil-transferase denominada tafazina (Hastings R et al. 

2009). A prevalência está estimada em 1/454.000 e incidência em 1/140.000 

(Sudoeste de Inglaterra, sul de Gales) a 1/300.000 - 1/400.000 nascidos-vivos 

(EUA) (Clarke SL et al. 2013). A tafazina atua especificamente no 

remodelamento da cardiolipina (CL). A CL é inicialmente sintetizada em uma 

forma imatura rica em lipídios saturados, a qual sofre deacilação por uma 

fosfolipase gerando monolisocardiolipina (MLCL). A tafazina então adiciona 

outros lipídeos até formar a CL-funcional (tetralinoleilcardiolipina-TLCL) (Figura 

2). Desta forma, pacientes com mutações no gene TAZ apresentam aumento 

na concentração de MLCL e diminuição da concentração de CL do tipo TLCL e 

também no pool total de CL (Cole LK et al. 2018; Ferreira C et al. 1993b; He Q 

2010). 

 

 

 

Figura 2. Representação ilustrativa do remodelamento da cardiolipina. A figura demonstra a transferência 
de um grupo acil da fofatidilcolina para a monolisocardiolipina resultando em dois produtos: a 
monofosfatidilcolina e a tetralinoleilcardiolipina (forma funcional do lipídio). Adaptado de Ikon e Ryan 
(2017). 
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A CL é um fosfolipídio de membrana mitocondrial que está presente 

principalmente na membrana interna da mitocôndria e que possui 

características físico-químicas diferenciadas que favorecem sua habilidade de 

interagir com proteínas ao seu redor (Ikon N e Ryan RO 2017). De fato, na 

ausência de CL, a fosforilação oxidativa pode estar prejudicada, resultando em 

déficit energético (Ikon N e Ryan RO 2017; Patil VA et al. 2013). Embora as 

MGTA do tipo II, III, IV e V sejam consideradas MGTA secundárias, uma vez 

que as reações que resultam na produção aumentada de MGT e MGA ainda 

não estão bem estabelecidas, alguns autores salientam que a possível inibição 

do ciclo de Krebs e outras vias dependentes de NAD+ resultaria em acúmulo de 

intermediários do metabolismo energético como acetil-CoA e propionil-CoA, 

ativando vias metabólicas alternativas que resultariam na produção de MGT e 

MGA nestes pacientes (Ikon N e Ryan RO 2017). 

 O quadro clínico da MGTAII é multivariado e caracterizado por 

cardiomiopatia fetal e/ou pós natal, intolerância ao exercício, fraqueza 

muscular, neutropenia associada a infecções recorrentes, baixa estatura, 

hipocolesterolemia, acidose lática, problemas motores e de alimentação e, em 

alguns casos, esteatose hepática (Fatica EM et al. 2019; Imai-Okazaki A et al. 

2018; Steward CG et al. 2019). Contudo, deve ser enfatizado que grande parte 

dos pacientes com MGTAII apresentam cardiomiopatias, principalmente 

cardiomiopatia dilatada ou a não-compactação ventricular esquerda que, por 

vezes, culminam em grave insuficiência cardíaca e até mesmo na necessidade 

de transplante cardíaco (Karkucinska-Wieckowska A et al. 2013). Estas 

alterações cardíacas vistas nos pacientes com MGTAII muitas vezes levam os 

indivíduos a óbito (Ferreira C et al. 1993a). Juntamente com as 
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cardiomiopatias, um dos sintomas mais importantes vistos nos pacientes é a 

neutropenia sem etiologia conhecida (Steward CG et al. 2019). A neutropenia é 

uma condição potencialmente fatal e muito perigosa que resulta em elevada 

vulnerabilidade ao contato com patógenos e recorrentes infecções sintomáticas 

(Spoor J et al. 2019). É relativamente comum que os pacientes desenvolvam 

pneumonia, insufuciência renal e febre acompanhada por choque séptico 

quando acometidos por alguma infecção, podendo até mesmo causar a morte 

do paciente (Steward CG et al. 2019).  

O tratamento tem sido baseado no controle dos sintomas com 

tratamentos paliativos como a administração de L-carnitina e administração de 

amido de milho noturno (Reynolds S 2015). O diagnóstico da MGTAII é 

geralmente realizado por quantificação de ácidos orgânicos na urina e análise 

da razão MLCL/CL-total nas células sanguíneas, ambos por cromatografia 

gasosa e espectrometria de massas (Ferreira C et al. 1993a; Imai-Okazaki A et 

al. 2018). Entretanto, para confirmação da doença, ainda é indicado o 

sequenciamento direto do gene TAZ (Ferreira C et al. 1993a; Imai-Okazaki A et 

al. 2018). 

I.1.5 MGTA do tipo III 

A MGTA do tipo III (MGTAIII), também chamada de Síndrome da Atrofia 

Óptica de Costeff, é uma doença hereditária de caráter autossômico recessivo 

associado a mutações no gene OPA3 (do inglês Optic Atrophy 3), que está 

presente na região q13.2-q13.3 do cromossomo 19 (Anikster Y et al. 2001; 

Sofer S et al. 2015). A prevalência mundial desta doença é desconhecida, 

entretanto dados sugerem que é considerada elevada na população judaica 

iraquiana, sendo em torno de 1:10.000 nacidos vivos (Anikster Y et al. 2001; 
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Elpeleg ON et al. 1994). As principais mutações vistas no OPA3 são: mutações 

na junção de splicing, mutações in-frame (deleção ou inserção de 3 bases) e 

mutações sem sentido (Pei W et al. 2010).  

A função da proteína OPA3 ainda não está bem estabelecida (Anikster Y 

et al. 2001; Nystuen A et al. 1997), porém estudos já observaram que esta 

proteína está presente em grande quantidade no córtex cerebral, medula, 

cerebelo e no lobo frontal quando comparado com outras regiões cerebrais 

(Sofer S et al. 2015). Estudos sugerem que a OPA3 presente na membrana 

mitocondrial interna estabiliza as proteínas da cadeia transportadora de 

elétrons (CTE), ao passo que a OPA3 defeituosa, quanto presente na 

membrana mitocondrial externa, está relacionada a aumento na fragmentação 

mitocondrial, além de tornar as células mais suscetíveis à apoptose (Ryu SW et 

al. 2010; Saunders C et al. 2015; Sofer S et al. 2015).  

Na MGTAIII também há o aumento de MGT e MGA, porém sua origem 

ainda não está confirmada. Contudo, segundo Pei et al. (2010), o aumento da 

produção de ácidos orgânicos poderia ter origem tanto mitocondrial quanto 

citosólica (Pei W et al. 2010). Neste trabalho, foi sugerido que qualquer 

alteração no metabolismo do colesterol poderia resultar no desvio do 

intermediário dimetil-alil-pirofosfato e ativar sua conversão a 3-metilcrotonato 

(Popjak Shunt) que, por sua vez, entra na mitocôndria e resulta na ativação de 

vias metabólicas alternativas que podem produzir MGT e MGA por um 

mecanismo ainda não elucidado (Figura 3) (Anikster Y 1993; Brady PS et al. 

1982; Edmond J e Popjak G 1974; Pei W et al. 2010). Além disso, quando 

ocorre a inibição de HMG-CoA redutase por sinvastatina, também ocorre a 

conversão de HMG-CoA a 3-metilglutaconato, que seguiria o mesmo caminho 
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para produção de MGT e MGA (Figura 3) (Pei W et al. 2010). Também foi 

sugerido que uma das funções da OPA3 é favorecer o direcionamento de 

intermediários do metabolismo citosólico de colesterol para a mitocôndria e 

controlar os níveis de MGT pela atividade de enzimas do metabolismo 

mitocondrial da leucina (Figura 3) (Pei W et al. 2010). Contudo, são 

necessários mais estudos para confirmação destas hipóteses.  

 

 
Figura 3. Representação ilustrativa das vias de produção de MGT e MGA sugeridas na MGTAIII. A figura 
demonstra em vermelho o deslocamento de intermediários do metabolismo do colesterol para a produção 
de 3-metilglutaconato em caso de inibição da HMG-CoA redutase. No quadro menor é possível ver o 
Pupjak Shunt que resultaria no deslocamento de dimetil-alil-pirofosfato para produção de 3-metilcrotonil. 
No lado direito da figura, é possível identificar a entrada dos ácidos orgânicos produzidos para a 
mitocôndria e sua alocação no metabolismo da leucina. Adaptado de Pei et al. (2010) e Anikster et al. 
(2006). 
 

Os pacientes com MGTA III apresentam um quadro clínico importante 

associado à atrofia óptica bilateral infantil, com moderada ataxia cerebelar e 

déficit cognitivo com raros casos de epilepsia (Anikster Y 1993; Carmi N et al. 

2015; Gunay-Aygun M 2005; Vockley J et al. 2014). A atrofia do nervo óptico 

(AO) é a característica clínica que diferencia outras doenças com alterações 

em movimentos extrapiramidais da MGTAIII. A AO é caracterizada como uma 

perda variável dos axônios do nervo óptico seguida por uma variável 
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deterioração da acuidade visual (Chen AT et al. 2019). A maioria dos pacientes 

também apresenta alterações em movimentos extrapiramidais resultando em 

um quadro grave de coreia (chorea disease) (Carmi N et al. 2015). Embora o 

fenótipo desta doença resulte em um quadro clínico incapacitante, ela não 

parece alterar a expectativa de vida de seus pacientes (Carmi N et al. 2015). 

A suspeita de MGTAIII geralmente ocorre devido a recorrentes 

alterações visuais e histórico familiar de doença oftalmológica hereditária. São 

feitos testes para verificar os níveis de MGT na urina do paciente seguidos de 

exames genéticos no gene OPA3 para confirmação da alteração genética 

(Anikster Y 1993; Wortmann SB et al. 2013a). 

A MGTAIII é tratada de forma paliativa para melhora dos sintomas. É 

feito um acompanhamento oftalmológico e tratamento fisioterápico para ajuste 

do controle motor e prevenção de câimbras que apresenta boa resposta 

quando acompanhado do uso de coenzima Q e terapia ocupacional (al Aqeel A 

et al. 1994; Anikster Y 1993). 

I.1.6 MGTA do tipo IV 

A MGTA do tipo IV (MGTAIV), também chamada de MGTA não-

classificada, é assim denominada quando os outros tipos de MGTA já foram 

excluídos pelos testes de identificação (Ijlst L et al. 2002; Ly TB et al. 2003). 

Sem origem definida e com prevalência desconhecida, a MGTA IV apresenta 

um quadro clínico caracterizado por convulsões, dano neurológico progressivo, 

atraso no desenvolvimento geral, anormalidades no tônus muscular e 

alterações na retina dos pacientes que podem resultar em catarata, sendo que 

as alterações do SNC são evidenciadas nos primeiros anos de vida (Broide E 

et al. 1997). Além disso, é possível verificar a presença de cardiomiopatia 
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hipertrófica, disfunções hepáticas, hipoglicemia e déficit na evolução ponderal 

(Broide E et al. 1997). 

Como a MGTAIV apresenta heterogeneidade no fenótipo clínico, um 

grande espectro de genes pode estar envolvidos (Wortmann SB et al. 2009). 

Na tentativa de identificar e caracterizar subgrupos pertencentes, 

pesquisadores diferenciaram quatro pequenos grupos considerando o quadro 

clínico e a mutação genética (Wortmann SB et al. 2009). No primeiro subgrupo, 

chamado de subgrupo encefalopático, os pacientes desenvolvem encefalopatia 

e têm mutações no gene SUCLA2 que codifica para a subunidade beta da 

enzima SULC (do inglês succinate-CoA ligase) (El-Hattab AW et al. 2017a; 

Wortmann SB et al. 2009). A atividade da SULC ocorre principalmente em 

momentos de elevada demanda energética, como no desenvolvimento do 

sistema nervoso, e sua falta resulta em alterações do SNC (El-Hattab AW et al. 

2017a; Wortmann SB et al. 2009). O segundo subgrupo foi chamado de 

hepatocerebral, onde as características patogênicas integram alterações 

hepáticas que afetam o cérebro. Estas alterações são geralmente associadas 

com a deficiência do complexo I e importantes depleções de DNA mitocondrial 

(Wortmann SB et al. 2009). No terceiro subgrupo foram alocados os pacientes 

com alterações cardíacas (subgrupo das cardiomiopatias), os quais têm 

mutações no gene TMEM70 que codifica para uma proteína transmembrana 

que auxilia na biogênese da ATP-sintase (Stojanovic V e Doronjski A 2013; 

Wortmann SB et al. 2009). No quarto subgrupo foram incluídas condições com 

miopatia grave, como a causada por mutações no gene RYR1 (do inglês 

ryanodine receptor type 1) (Wortmann SB et al. 2009). Além disso, Sarig e 

colaboradores mostraram que pacientes com MGTA IV também podem 
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apresentar mutações no gene SERAC1 (quinto subgrupo), que codifica para 

uma proteína essencial para o remodelamento de fosfolipídios e o transporte 

intracelular de colesterol (Sarig O et al. 2013). Contudo, as variações nestes 

genes envolvidos na MGTAIV e o pequeno número de pacientes impede que a 

classificação seja assertiva (Stojanovic V e Doronjski A 2013). 

Devido à enorme diversidade das possíveis alterações genéticas e 

sintomas, o desenvolvimento de um tratamento específico é difícil. Assim, 

pouco se sabe sobre o tratamento específico para a MGTA IV, porém, 

dependendo do fenótipo do paciente, pode ser realizada a administração de 

coenzima Q10, além de tiamina e biotina (Fassone E et al. 2013; Stojanovic V e 

Doronjski A 2013; Yahalom G et al. 2014). 

I.1.7 MGTA do tipo V 

 A MGTA do tipo V (MGTAV) também é uma condição de caráter 

autossômico recessivo causada por mutações de deleção no gene DNAJC19 

que está envolvido em processos de translocação de proteínas através da 

membrana interna da mitocôndria (Davey KM et al. 2006; Sarig O et al. 2013). 

Portanto, a deficiência desta proteína impede a importação de proteínas para a 

matriz da mitocôndria resultando em disfunção mitocondrial (Sarig O et al. 

2013). Até o momento, todos os casos de MGTAV relatados envolvem 

indivíduos da população de descendentes de anabatistas, uma população que 

frequentemente pratica a endogamia e que está situada na região das grandes 

planícies do Canadá e ao norte dos EUA   (Davey KM et al. 2006). 

 Os pacientes apresentam comumente cardiomiopatia associada a 

defeitos de condução de impulso nervoso, ataxia cerebral não-progressiva, 

disgenesia testicular, esteatose hepática, anemia e déficit de crescimento 
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(Sarig O et al. 2013; Wortmann SB et al. 2013a). No início dos sintomas, a 

MGTAV pode ser confundida com a MGTAII, pois os pacientes também 

apresentam níveis aumentados de MGT e MGA na urina e cardiomiopatia 

(Davey KM et al. 2006). Entretanto, ainda não foram relatados pacientes com 

MGTAV apresentando miopatia esquelética, alterações no sistema imune e 

nem mesmo herança ligada ao X e, desta forma, os achados clínicos podem 

ser úteis para diferenciar a MGTAII da tipo V (Davey KM et al. 2006).  

 O tratamento consiste em controlar os sintomas mais debilitantes com 

suplementação de ferro para pacientes anêmicos, uso de bloqueadores 

adrenérgicos, diuréticos e anticoagulantes para casos de cardiomiopatias e, 

como adjuvantes, administração de carnitina e ubiquinona (Ojala T et al. 2012). 

I.1.8 Acidúria 3-hidróxi-3-metilglutárica  

 A acidúria 3-hidróxi-3-metilglutárica (HMGA) é uma doença de caráter 

autossômico recessivo causada pela deficiência da enzima 3-hidróxi-3-

metilglutaril-CoA-liase (HL) (da Rosa MS et al. 2013). Dados epidemiológicos 

sugerem uma baixa incidência dessa doença nos EUA, Taiwan e China 

continental, a qual foi estimada em menos de 1 / 1.000.000 nacidos vivos 

(Santarelli F et al. 2013); no entanto, um numero maior de casos têm sido 

descrito na Arábia Saudita, Portugal e Espanha (Al-Sayed M et al. 2006; 

Cardoso ML et al. 2004), estes indivíduos também apresentam elevação dos 

níveis de MGT e MGA (Vargas CR et al. 2008). HL atua na última etapa do 

catabolismo do aminoácido leucina e da síntese de corpos cetônicos, sendo 

responsável pela clivagem de 3-hidróxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a 

acetoacetato e acetil-CoA (Figura 3) (da Rosa MS et al. 2016).  
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Figura 4. Representação ilustrativa do bloqueio da via do metabolismo de leucina e formação de corpos 
cetônicos. A figura mostra a formação dos ácidos orgânicos ácido 3-metilglutacônico (MGT), ácido 3-
metilglutárico (MGA) e ácido 3-hidróxi-3-metilglutárico (HMG). Adaptado de Sweetman e Williams (2001). 

 
Embora o principal ácido orgânico acumulado nos pacientes com HMGA 

seja o ácido 3-hidroxi-3-metilglutárico (HMG), os pacientes também 

apresentam elevada produção de MGT, pois a reação catalisada pela enzima 

3-metilglutaconil-CoA hidratase é facilmente revertida quando ocorre o acúmulo 

de HMG-CoA. Ainda, por vias metabólicas alternativas, o MGT pode ser 

hidrogenado e formar MGA (Figura 3) (Bonafe L et al. 2000; Sweetman L e 

Williams J 2001). A HMGA é caracterizada geralmente pelo surgimento dos 

primeiros sintomas no período neonatal e em torno de 20% dos casos ela tem 

se mostrado fatal (Sweetman L e Williams J 2001). 

A sintomatologia desta doença é vasta, mas está principalmente 

associada a alterações no SNC, tais como macrocefalia e microcefalia, com o 

envolvimento de importantes regiões cerebrais como os núcleos caudado, 

denteado, globo pálido, bem como do trato corticoespinhal (Yalcinkaya C et al. 

1999; Yylmaz Y et al. 2006). Juntamente com as alterações neuropatológicas, 

também é possível observar hepatomegalia, pancreatite aguda e alterações 
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cardiovasculares (Yalcinkaya C et al. 1999; Yylmaz Y et al. 2006; Zafeiriou DI 

et al. 2007). Normalmente, o pior cenário do ponto de vista clínico surge 

durante períodos de descompensação metabólica, que são caracterizados por 

catabolismo acelerado quando os pacientes ficam em jejum prolongado, 

praticam exercícios ou durante infecções. Nessas situações, os pacientes 

comumente apresentam letargia, hipotonia, vômitos, diarreia, desidratação, 

hipotermia e apneia que pode progredir ao coma e à morte (Funghini S et al. 

2001; Pospisilova E et al. 2003; Sweetman L e Williams J 2001). A suspeita de 

HMGA é sugerida quando o paciente apresenta hipoglicemia não cetótica. 

Contudo, para o diagnóstico correto é necessária a quantificação de ácidos 

orgânicos na urina e a determinação da atividade de HL em leucócitos, 

fibroblastos ou plaquetas (Sweetman L e Williams J 2001). 

O tratamento de pacientes com HMGA é baseado em restrição de 

leucina e lipídios na alimentação, o que resulta na prevenção do acúmulo de 

intermediários tóxicos, bem como a concomitante administração de carnitina 

devido às reações de conjugação dos ácidos orgânicos com essa molécula, 

facilitando a excreção (Dasouki M et al. 1987).  

I.1.9 Fisiopatologia 

No que concerne a fisiopatologia dos EIM, os pesquisadores têm 

desenvolvido os mais diversos modelos experimentais para responder suas 

questões cientificas. Muito embora os modelos genéticos estejam sendo 

empregados em grande escala atualmente os modelos químicos têm se 

mostrado muito importantes para o entendimento dos mecanismos associados 

a produtos metabólicos possivelmente tóxicos (da Rosa MS et al. 2013; 

Leipnitz G et al. 2009a). 
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Neste sentido, os mecanismos pelos quais as alterações genéticas nas 

MGTA e HMGA resultam em seus fenótipos patogênicos ainda não estão 

claros. No entanto, trabalhos com modelos experimentais químicos têm 

sugerido que o truncamento de rotas metabólicas ocasionando acúmulo de 

intermediários pode resultar em toxicidade (da Rosa MS et al. 2013; Leipnitz G 

et al. 2009a). Como citado anteriormente, a maioria das mutações genéticas 

vistas nos indivíduos com MGTA e HMGA implicam em alterações 

mitocondriais (Aoyama Y et al. 2015; Cupo RR e Shorter J 2020; Gonzalez IL 

2005; Huizing M et al. 2010; Lin WD et al. 2009; Pronicka E et al. 2016; Ruesch 

S et al. 1996; Snanoudj S et al. 2019; Tort F et al. 2019). Neste sentido, deve 

ser destacado que a mitocôndria é considerada a principal fonte de espécies 

reativas de oxigênio nas células (Halliwell B e Gutteridge JM 2015). Ainda, 

estudos ex vivo e in vitro têm mostrado que diferentes metabólitos acumulados 

tanto nas MGTA quanto na HMGA causam estresse oxidativo em diferentes 

estruturas cerebrais e fígado de ratos por induzir dano oxidativo lipídico e 

proteico, além de alterar defesas antioxidantes (da Rosa MS et al. 2013; 

Fernandes CG et al. 2013; Leipnitz G et al. 2009a). Outros trabalhos, ainda têm 

evidenciado, que o MGA consegue atravessar a barreira hematoencefálica e 

que alterações no estado redox ocasionado pela administração de MGA têm 

potencial para causar dano oxidativo ao DNA em tecido cerebral (estriado) de 

ratos (da Rosa MS et al. 2013; da Rosa MS et al. 2015). Desta forma, o 

estresse oxidativo parece estar associado tanto ao dano ao SNC quanto ao 

quadro de hepatopatia presente nos pacientes. Entretanto, os mecanismos 

exatos associados às anormalidades cerebrais potencialmente patogênicas 

causadas pela toxicidade de MGA ainda não estão bem estabelecidos. 
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Homeostase Redox 

I.1. 9. 1 Espécies Reativas e Radicais Livres 

Espécies reativas são moléculas ou átomos que apresentam 

instabilidade eletrônica e maior capacidade de reação com outras moléculas ou 

outros átomos, e que comumente apresentam elétrons emparelhados em seus 

orbitais. No caso dos radicais livres, por definição, essas moléculas 

obrigatoriamente contêm um ou mais elétrons desemparelhados em seu último 

orbital, o que aumenta a sua reatividade, pois eles tendem a buscar o 

pareamento eletrônico e muitas vezes oxidam outras moléculas (Halliwell B 

2006). Um radical livre muito importante oriundo do oxigênio mitocondrial que 

podemos salientar é o superóxido (O2●-). Para a formação do O2●- mitocondrial, 

o O2 livre mitocondrial recebe um único elétron que escapou da CTE, assim, se 

tornando altamente reativo com um elétron desemparelhado em sua orbita 

(Cheeseman KH e Slater TF 1993).   

 

Os principais representantes das espécies reativas no organismo 

humano podem ter caráter de radical ou não-radical, tais como oxigênio 

singlete (1/2 O2), superóxido (O2●-), radical hidroxila (OH●) e o não-radical 

peroxido de hidrogênio (H2O2) (Pisoschi AM e Pop A 2015). Também é possível 

encontrar espécies formadas a partir de nitrogênio, ferro, enxofre e cobre 

(Pisoschi AM e Pop A 2015; Zhang J et al. 2016).  

As espécies reativas de oxigênio (ROS) têm sido objeto de intenso 

estudo. Sob condições fisiológicas normais os níveis de ROS permanecem em 

um estado de equilíbrio dinâmico entre capacidade de produção e de 
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detoxificação destas moléculas (Zhang J et al. 2016). Quando este equilíbrio é 

mantido, essas moléculas reativas são importantes para que a sinalização 

celular e outros processos homeostáticos fisiologicos ocorram de maneira 

eficiente (Pastor N et al. 2000). No entanto, quando a capacidade de manter a 

produção de ROS em níveis basais é superada e mantida por muito tempo, 

pode haver deterioração de sistemas e tecidos (Halliwell B 2006; Halliwell B e 

Gutteridge JM 2015).  

I.1. 9. 2 Defesas antioxidantes 

 Antioxidantes biológicos são moléculas que mesmo em baixas 

concentrações em comparação a uma determinada molécula oxidável são 

capazes de prevenir ou retardar a oxidação desta molécula (Pisoschi AM e Pop 

A 2015). Em seres humanos é possível identificar dois tipos de defesas 

antioxidantes: as enzimáticas e as não-enzimáticas (Pisoschi AM e Pop A 

2015). O sistema de defesa antioxidante celular compreende diversas enzimas 

importantes que atuam diretamente sobre os moléculas oxidantes, dentre as 

quais podemos citar algumas tais como superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e enzimas que atuam indiretamente como 

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (Pisoschi AM e Pop A 2015). 

Somado a isso, também há a presença de defesas antioxidantes não 

enzimáticas como GSH e várias proteínas que impedem reações oxidativas, 

tais como transferrina, albumina e ferritina (Pisoschi AM e Pop A 2015). Além 

disso, moléculas contidas nos alimentos também podem atuar diretamente 

sobre radicais livres. Como exemplos, temos as vitaminas C e E, carotenoides 

e fenois (Pisoschi AM e Pop A 2015).  
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Todas estas defesas atuam em conjunto resultando em um equilíbrio 

dinâmico entre a produção de espécies reativas e sua eliminação do sistema 

(Pisoschi AM e Pop A 2015). Neste sentido, quando ocorrem alterações nestes 

sistemas de defesa ou produção exacerbada de moléculas oxidativas que não 

conseguem ser neutralizados pelo sistema antioxidante, se desenvolve um 

quadro de estresse oxidativo (Pisoschi AM e Pop A 2015).  

I.1. 9. 3 Estresse oxidativo 

 O estresse oxidativo é causado pelo desequilíbrio da homeostase redox 

devido a um aumento exacerbado nos níveis de ROS e/ou diminuição das 

defesas antioxidantes. Muitas vezes, o quadro de estresse oxidativo é 

necessário para ativação de importantes funções celulares e mesmo para o 

aumento das próprias defesas antioxidantes (Pisoschi AM e Pop A 2015). 

Desta forma, espécies reativas e radicais livres são produzidos constantemente 

pelo metabolismo normal das células humanas (Kudryavtseva AV et al. 2016; 

Pisoschi AM e Pop A 2015). A principal fonte de espécies reativas e radicais 

livres do organismo humano são as mitocôndrias dos tecidos, mais 

especificamente a CTE, porém, existem outras dezenas de enzimas que 

também produzem ROS (Kudryavtseva AV et al. 2016). 

 O estresse oxidativo tem sido associado a várias doenças, tais como a 

doença Alzheimer, doença de Parkinson e diferentes tipos de câncer, dentre 

outras (Ben-Sahra I et al. 2013; Dineley KT et al. 2001; Jazvinscak Jembrek M 

et al. 2018; Yang Y et al. 2016)  Estudos têm salientado várias hipóteses 

associadas a dano celular causado por ROS para tentar explicar os 

mecanismos associados a essas doenças. Kudryavtseva e colaboradores 
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(2016) afirmam que os radicais livres produzidos em excesso podem ocasionar 

danos celulares relacionados a três principais tipos de biomoléculas: a 

peroxidação lipídica, a oxidação de proteínas e a oxidação de DNA e RNAs 

(Kudryavtseva AV et al. 2016). 

 Os principais agentes oxidantes que iniciam a peroxidação lipídica são o 

OH● e o radical peridroxil (HO2●) (Kudryavtseva AV et al. 2016). Estes radicais 

livres roubam elétrons de lipídios do pool de lipídios livres e também de lipídios 

das membranas das células e de organelas e subsequentemente produzem 

lipídios reativos que podem perpetuar uma cascata de deterioração de lipídios 

que pode resultar em morte celular (Su LJ et al. 2019). Além disso, produtos de 

peroxidação lipídica como malondialdeído (MDA) e 4-hidroxinonenal (HNE) 

podem reagir com proteínas do metabolismo intermediário como a PGK-1 

(fosfoglicerato cinase-1) e MDH (malato desidrogenase) e bloquear rotas 

metabólicas (Kudryavtseva AV et al. 2016).  

 No que se refere a danos ao DNA, é importante salientar que nosso 

DNA genômico, mesmo sem a perpetuação do quadro de estresse oxidativo, 

está sempre sofrendo danos oxidativos em menor grau mesmo em estados de 

equilíbrio redox (Cooke MS et al. 2003). Da mesma forma, isso acontece com o 

DNA mitocondrial, o qual está diretamente exposto aos ROS produzidos na 

CTE (Kudryavtseva AV et al. 2016). Porém, esta dinâmica parece fazer parte 

do processo natural de envelhecimento e está claramente relacionada ao 

desenvolvimento de doenças relacionadas à idade, como câncer, doenças 

cardiovasculares e neurodegenerativas (Cooke MS et al. 2003; Kudryavtseva 

AV et al. 2016). 
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 Assim, como discutido no capítulo I.1.8, os modelos de MGTA e HMGA 

aqui apresentados compartilham alterações importantes que resultam em um 

quadro de estresse oxidativo. Apesar deste mecanismo contribuir para o 

fenótipo dos pacientes, ainda não existem tratamentos específicos para estas 

doenças genéticas, sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos. 

Neste contexto, atualmente está em curso um estudo clínico (chamado de 

Cardioman-ISRCTN58006579) para verificar a segurança e os efeitos da 

administração de bezafibrato (BEZ) para o tratamento da MGTAII. No entanto, 

os mecanismos pelos quais este medicamento pode gerar efeitos positivos nas 

MGTA ainda não estão totalmente estabelecidos na literatura. 

I. 2 Função Mitocondrial 

As mitocôndrias possuem diferentes funções celulares que são 

geralmente englobadas no termo “função mitocondrial” (Brand MD e Nicholls 

DG 2011). Além de sua predominante função de gerar ATP através da 

fosforilação oxidativa, é possível destacar sua capacidade de controle da 

homeostase redox, seu envolvimento em vias de apoptose, regulação dos 

níveis de cálcio presentes no citoplasma e na matriz mitocondrial, síntese de 

grupos heme e alguns hormônios, entre outras funções (Brand MD e Nicholls 

DG 2011; Picard M et al. 2016). Quaisquer alterações nesses processos 

provocam disfunção mitocondrial e frequentemente causam graves 

consequências em nível celular (Brand MD e Nicholls DG 2011). 

Todavia, a bioenergética mitocondrial continua sendo  a função mais 

estudada, sendo que alterações neste processo são observadas em diversas 

doenças, tais como câncer (Xie B et al. 2019) e desordens metabólicas 

(Sabbah HN 2021). A maioria dos processos funcionais do organismo 
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necessitam de energia na forma de ATP gerado pelas mitocôndrias, as quais 

sintetizam e/ou recebem metabólitos de uma gama de vias de degradação de 

substratos energéticos (Lehninger A et al. 2019; Smith C et al. 2007). Assim, a 

mitocôndria se torna o ponto de ligação entre vários caminhos metabólicos 

energéticos (Lehninger A et al. 2019; Smith C et al. 2007). 

Na tentativa de manter a viabilidade das células, as mitocôndrias 

apresentam pronunciada dinâmica, respondendo a alterações em sua própria 

fisiologia e também a fatores externos com modificações em sua morfologia 

(Tilokani L et al. 2018; van der Bliek AM et al. 2013; Westrate LM et al. 2014). 

Estas alterações morfológicas são parcialmente controladas por proteínas de 

dinâmica mitocondrial, as quais favorecem ou regulam os processos de fusão e 

fissão mitocondrial (Tilokani L et al. 2018; van der Bliek AM et al. 2013; 

Westrate LM et al. 2014). As proteínas mitocondriais mais importantes para a 

fusão são as mitofusinas 1 e 2 somadas a OPA1, e em casos de fissão a 

proteína relacionada à dinamina 1 (DRP1) é essencial (Chan DC 2012). O 

balanço entre o processo de fusão e fissão mitocondrial resulta em um 

equilíbrio dinâmico essencial para a manutenção das funções mitocondriais 

(Tilokani L et al. 2018; van der Bliek AM et al. 2013; Westrate LM et al. 2014). 

Ainda é importante destacar que pelo menos parte destes processos 

pode ser influenciado pela biogênese mitocondrial. A biogênese mitocondrial é 

coordenada por mecanismos moleculares fortemente regulados pela ativação 

da via PGC-1α/PPARs (co-ativador de receptor ativado por proliferador de 

peroxissomo alfa, receptores ativados por proliferadores de peroxissomos, 

respectivamente) (Jornayvaz FR e Shulman GI 2010). A ativação desta via tem 

induz o fator de transcrição respiratório nuclear 1 (NRF1) e 2, os quais resultam 
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em ativação do fator de transcrição mitocondrial A (TFAM) (Jornayvaz FR e 

Shulman GI 2010). Dessa forma, podendo atuar em conjunto com a AMPK 

(proteína cinase ativada por adenosina monofosfato), uma cinase sensível a 

alterações nos níveis energéticos celulares, essas vias moleculares resultam 

em biogênese mitocondrial com consequente síntese de todos os componentes 

necessários para melhorar a resposta mitocondrial a “desafios energéticos” ou 

outras situações de dano (Jornayvaz FR e Shulman GI 2010). 

 

I. 3 Bezafibrato (BEZ) 

O BEZ é um medicamento utilizado há mais de 30 anos para o 

tratamento de dislipidemias. Este fármaco é da classe dos fibratos  (Al-Najdawi 

M et al. 2019) (Figura 5).  

 

Figura 5. Representação ilustrativa da estrutura molecular dos fibratos mais utilizados no tratamento de 
dislipidemias. Adaptado de Al-Najdawi e colaboradores (2019). 

 O BEZ é considerado um pan-agonista dos PPAR-α, γ e δ, os quais são 

considerados fatores de transcrição chave no metabolismo de ácidos graxos e 

da glicose (Al-Najdawi M et al. 2019). Por esta razão, ele também tem se 
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mostrado importante no tratamento de diabetes tipo II (Tenenbaum A e Fisman 

EZ 2012) e na prevenção de alterações cardiovasculares (Goa KL et al. 1996). 

A distribuição do PPAR no organismo de mamíferos é ampla, mas 

comumente uma isoforma é mais expressa em um tecido que no outro. Os 

PPAR-α são mais expressos no fígado, coração, musculo esquelético, rins e 

intestino, mas fracamente no cérebro (Corona JC e Duchen MR 2015). Por 

outro lado, o PPAR-β e δ são altamente expressos no SNC, trato 

gastrointestinal e placenta, e o PPAR-γ parece ser expresso na maioria dos 

tecidos, mas predominantemente no tecido adiposo e no SNC (Corona JC e 

Duchen MR 2015). Claramente, os fibratos que apresentam maior afinidade por 

um tipo ou tipos de PPAR podem obter ação tecido específica, o que confere a 

estes medicamentos um perfil importante de amplitude de administração a ser 

estudado. 

 Neste sentido, nos últimos anos pesquisadores têm mostrado que 

fibratos possuem características importantes para reposicionamento 

farmacológico para o tratamento de outras enfermidades. Tais medicamentos 

têm sido testados em modelos de doença de Parkinson (Corona JC e Duchen 

MR 2015), doença de Huntington e também em modelos de EIM, como na 

deficiência da sulfito oxidase, onde a administração de BEZ mostrou ativar a 

biogênese mitocondrial e prevenir desequilíbrio redox (Chandra A et al. 2014; 

Grings M et al. 2017), e na síndrome de Sjögren-Larsson, onde ele aumentou a 

expressão residual de FALDH (do inglês fatty aldehyde dehydrogenase) em 

fibroblastos de pacientes (Gloerich J et al. 2006). Em humanos com deficiência 

de CPTII, o tratamento com BEZ também se mostrou eficiente em melhorar o 
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quadro clínico bem como as alterações bioquímicas (Bonnefont JP et al. 2009). 

De maneira similar, o tratamento com BEZ em um paciente com acidemia 

glutárica do tipo II melhorou significativamente o quadro clínico deste indivíduo 

(Yamaguchi S et al. 2012). Contudo, os efeitos do tratamento com BEZ em 

humanos com outras doenças que não dislipidemias ainda se mostram 

controversos (Orngreen MC et al. 2015) e, portanto, mais estudos são 

necessários.   

 

I. 4 OBJETIVOS 

I. 4.1 Objetivo geral 

 Considerando que pouco se sabe sobre os mecanismos responsáveis 

pelos sintomas neurológicos e dano hepático encontrados em pacientes 

portadores das MGTA e da HMGA, e que estudos indicam que os metabólitos 

acumulados são tóxicos (da Rosa MS et al. 2016; da Rosa MS et al. 2013), 

este trabalho investigou os efeitos in vivo da administração intraperitoneal do 

MGA sobre parâmetros de metabolismo energético, estresse oxidativo, 

biogênese e dinâmica mitocondrial e vias de sinalização em córtex cerebral e 

fígado de ratos. Além disso, visto que o tratamento disponível para essas 

acidúrias é limitado, também avaliamos os efeitos de um pré-tratamento com 

BEZ sobre os potenciais efeitos deletérios causados pelo MGA. 

I. 4. 2 Objetivos específicos 

 Estudamos os efeitos in vivo do MGA no córtex cerebral e fígado de 

ratos sobre:  
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A) estresse oxidativo, através da determinação do dano oxidativo lipídico 

(níveis de malondialdeído-MDA), defesas antioxidantes não-enzimáticas, 

concentrações de glutationa (GSH) e enzimáticas, atividades da superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-

transferase (GST), e glicose-6-fostato desidrogenase (GPDH).  

B) vias que estão envolvidas no metabolismo energético e biogênese 

mitocondrial, através da determinação do imunoconteúdo de PPARγ, PGC-1α 

(co-ativador 1α de PPAR), Sirt1 (sirtuína 1), AKT (proteína cinase B) e AMPK. 

C) vias potencialmente alteradas em situação de estresse oxidativo, através da 

medida do imunoconteúdo das MAPKs (proteínas cinases ativadas por 

mitógenos) ERK1/2, JNK e p38. 

No córtex cerebral também foram determinados marcadores de dano 

neural: determinação do imunoconteúdo de Tau e sinaptofisina e caspase-3. 

Em plasma, analisamos os níveis de alanina transaminase e aspartato 

transaminase. Todos os parâmetros descritos acima também foram 

determinados em córtex cerebral e fígado de animais que receberam 

administração de MGA e bezafibrato. 
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III.1 DISCUSSÃO 

Nos últimos 20 anos, dados da literatura têm mostrado uma gama de 

doenças metabólicas que resultam em elevada excreção urinária dos ácidos 

orgânicos MGA e MGT (Wortmann SB et al. 2013a). No entanto, em grande 

parte destas doenças, estes ácidos orgânicos são encontrados em níveis 

relativamente baixos (em torno de 40mmol/mol de creatinina) na urina dos 

pacientes, consistindo principalmente em um marcador para o diagnóstico 

dessas patologias (Wortmann SB et al. 2013a). Por outro lado, nas MGTA, é 

observada uma excreção urinária ainda mais elevada tanto de MGT quanto de 

MGA, os quais podem atingir concentrações maiores que 1.000mmol/mol de 

creatinina. Essas observações sugerem que tais ácidos possam causar efeitos 

deletérios nas MGTA (Wortmann SB et al. 2012; Wortmann SB et al. 2013a).  

Além disso, cada tipo de MGTA (tipos I-V) apresenta características 

distintas quanto ao perfil clínico e genético, mas quando analisadas em grupo, 

pode-se observar que as alterações atingem principalmente o SNC, fígado e 

coração (Saudubray JM et al. 2016; Wortmann SB et al. 2012). Deve ser 

considerado também que estes tecidos são majoritariamente afetados em 

pacientes com HMGA, uma outra acidúria caracterizada pelo acúmulo de MGT 

e MGA (da Rosa MS et al. 2016; da Rosa MS et al. 2013; Dos Santos Mello M 

et al. 2015).  

 Tanto nas MGTA quanto na HMGA a inibição de vias metabólicas e 

acúmulo de intermediários podem resultar na ativação de vias metabólicas 

alternativas levando à produção elevada de MGA e MGT (da Rosa MS et al. 

2013; Ikon N e Ryan RO 2017; Leipnitz G et al. 2009b; Wortmann SB et al. 
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2013b), como mencionado anteriormente. Deve ser salientado ainda que tanto 

os intermediários acumulados quanto os metabólitos alternativos podem 

resultar em toxicidade (da Rosa MS et al. 2013; Vistoli G et al. 2013; Weinstock 

NI et al. 2020). Neste contexto, modelos experimentais destas doenças têm 

mostrado alterações na bioenergética e no sistema redox (Colin-Gonzalez AL 

et al. 2016; Karkucinska-Wieckowska A et al. 2011; Leipnitz G et al. 2009a; 

Leipnitz G et al. 2009b; Leipnitz G et al. 2008). Assim, neste trabalho foi 

estudado o efeito in vivo do MGA em cérebro e fígado de ratos a fim de 

determinar outros mecanismos patológicos potencialmente envolvidos nas 

alterações fisiopatológicas e bioquímicas vistas nestas doenças metabólicas. 

 Outro ponto a ser destacado é que os tratamentos disponíveis para 

MGTA e HMGA ainda são limitados. Neste sentido, esta tese também procurou 

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para 

essas doenças. Para esse propósito, administramos o BEZ nos ratos, um 

medicamento aprovado há mais de três décadas para o controle de 

dislipidemias (Al-Najdawi M et al. 2019), com o objetivo de avaliar se essa 

molecula poderia prevenir os efeitos tóxicos do MGA. Devido ao potencial 

bioenergético e antioxidante do BEZ (Al-Najdawi M et al. 2019), pesquisadores 

têm avaliado, principalmente em modelos animais, um possível 

reposicionamento deste fármaco para outros tipos de doenças, tais como as 

doenças de Parkinson e Huntington, e a deficiência da sulfito oxidase (Chandra 

A et al. 2014; Chandra A et al. 2016; Corona JC e Duchen MR 2015; Grings M 

et al. 2017). Visto que tanto em pacientes quanto em modelos experimentais 

para as MGTA e HMGA há evidência de alterações nos sistemas bioenergético 
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e redox, sugerimos que o BEZ poderia causar efeitos benéficos em nosso 

modelo animal e, assim, ser considerado um potencial adjuvante no tratamento 

dessas doenças metabólicas. 

 No primeiro capítulo desta tese foram estudados os efeitos da 

administração aguda de MGA sobre parâmetros de estresse oxidativo, 

biogênese mitocondrial e dano neural no córtex cerebral de ratos jovens. Ainda 

neste capítulo, foram analisados os possíveis efeitos neuroprotetores de BEZ 

sobre os mesmos parâmetros supracitados. A administração intraperitoneal de 

MGA (três injeções, sendo a primeira injeção de 10 mol/g seguida de duas 

injeções de 5 mol/g) alterou de maneira diferente as enzimas antioxidantes 

diretas e indiretas aqui analisadas. O MGA resultou no aumento da expressão 

da proteína HO-1, a qual é uma enzima importante no processo de prevenção 

da formação de radicais livres, sugerindo um aumento da produção destas 

moléculas pelo MGA. A HO-1 atua na degradação de grupos heme livres que 

são naturalmente liberados durante a degradação de proteínas que o 

contenham e, assim, impede a reação de Fenton que produz o radical hidroxila 

(Chiang SK et al. 2018; Loboda A et al. 2016). O insulto com MGA também 

causou aumento na atividade de CAT, como anteriormente demonstrado pelo 

nosso grupo (da Rosa MS et al. 2013). Devido ao fato de a CAT fazer parte da 

primeira linha de defesa do sistema antioxidante celular, detoxificando o 

peróxido de hidrogênio oriundo de todos os compartimentos celulares e 

extracelulares (Karihtala P e Soini Y 2007), é possível supor que MGA induziu 

aumento de peróxido de hidrogênio no tecido analisado. Estes dados implicam 

em um quadro de desbalanço redox. 
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Somado a isso, o MGA causou diminuição da atividade das enzimas 

antioxidantes GPx e G6PDH. Esses efeitos podem ter ocorrido por ataque de 

espécies reativas a grupos considerados essenciais para a atividade dessas 

enzimas, como previamente mostrado em outras condições patológicas (da 

Rosa MS et al. 2013; Grings M et al. 2017; Singh P et al. 2004). Ainda, deve 

ser considerado que a diminuição da atividade da GPx pode ser resultado de 

uma diminuição da atividade da G6PDH. Neste contexto, a atividade basal da 

GPx é dependente da presença de GSH, a qual é, pelo menos em parte, 

proveniente da atividade da GR que utiliza NADPH para reciclar GSSG a GSH. 

O NADPH, por sua vez, é principalmente formado pela G6PDH (Lu J e 

Holmgren A 2014; McDonnell-Dowling K e Kelly JP 2017; Schwartz AG e 

Pashko LL 2004; Wu Y et al. 2019) (Figura 6).  

 

 
Figura 6. Alterações na homeostase redox causadas pelo MGA em córtex cerebral (A) e fígado (B) de 
ratos. Adaptado de McDonnell-Dowling (2017) e Wu (2019).  
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Visto que a GPx é uma das enzimas chave na detoxificação de lipídios 

oxidados e também de peróxido de hidrogênio (Katiyar SK et al. 2001), a sua 

diminuição pelo MGA pode explicar o aumento dos níveis de MDA observado. 

Notoriamente, danos a lipídios celulares, tanto no SNC quanto em tecidos 

periféricos, podem ocasionar alterações neurológicas importantes (D'Antonio M 

et al. 2009; Schmitt S et al. 2015) que podem, portanto, estar envolvidas no 

quadro clínico dos pacientes portadores de MGTA e HMGA. 

O pré-tratamento com 30mg/kg/dia de BEZ preveniu o aumento dos 

níveis de MDA e as alterações vistas na atividade das enzimas CAT e GPx em 

córtex cerebral. Corroborando esses resultados, um estudo anterior 

demonstrou que o pré-tratamento com BEZ em um modelo animal da doença 

de Huntington com um quadro de estresse oxidativo, reduziu os níveis de MDA 

e restaurou a expressão de GPx e HO-1 (Johri A et al. 2012). Neste contexto, 

ainda vimos que uma dose maior de BEZ (100mg/kg/dia) preveniu totalmente a 

diminuição da atividade de G6PDH e as alterações nos níveis proteicos de HO-

1, similarmente a dados apresentados por outros trabalhos da literatura (Grings 

M et al. 2017; Johri A et al. 2012). Desta forma, pode ser sugerido que os 

efeitos benéficos da ação do BEZ sobre a homeostase redox estão 

relacionados, pelo menos em parte, à regulação da expressão e modulação da 

atividade de enzimas antioxidantes. 

Sabendo que a CTE é considerada a principal fonte de ROS celular e 

que um quadro de estresse oxidativo é frequentemente associado a disfunções 

mitocondriais (Halliwell B e Gutteridge JM 2015), este trabalho também avaliou 

a atividade dos complexos da CTE (I, II-III e IV) e a atividade de SDH, enzima 
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do ciclo de Krebs que converte succinato a fumarato e que também é parte do 

complexo II da CTE (Killian JK et al. 2013). Para nosso conhecimento, este 

trabalho é o primeiro a mostrar que o insulto com MGA pode resultar em 

diminuição da atividade de componentes da CTE em cérebro de ratos, além da 

atividade de SDH. Neste sentido, tem sido mostrado que alterações na 

atividade destes complexos, principalmente complexos I e III, resultam em 

aumento da produção de superóxido (Figueira TR et al. 2013) que, em primeira 

instância, é dismutado pela SOD e forma peróxido de hidrogênio (Murphy MP 

2009). Isso vem de encontro aos resultados deste trabalho, onde o MGA 

aumentou a atividade de CAT, reforçando a conclusão de que MGA acarretou 

um insulto oxidativo. De maneira eficiente, o BEZ preveniu totalmente as 

alterações da atividade dos complexos da CTE e da atividade da SDH 

ocasionadas pelo ácido. Assim, nossos achados sugerem que as vias 

comumente ativadas por BEZ são importantes para a prevenção dos efeitos do 

acúmulo de MGA sobre a CTE no cérebro de ratos. Em concordância com isso, 

o BEZ tem mostrado eficácia em prevenir ou reverter alterações na fosforilação 

oxidativa por aumentar a atividade dos complexos da CTE em células de 

pacientes com doeças mitocondriais (Bastin J et al. 2008) e aumentar a 

quantidade de DNA mitocondrial, bem como os níveis de ATP celular em um 

modelo animal de miopatia mitocondrial (Wenz T et al. 2008). Esses trabalhos 

também salientam a importância da via do PPAR/PGC-1α para a atividade de 

BEZ nos tecidos musculares analisados (Bastin J et al. 2008; Wenz T et al. 

2008).  
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No entanto, no que tange aos efeitos da toxicidade do MGA sobre vias 

de sinalização no SNC, pouco havia sido estudado até agora. Foi demonstrado 

aqui que a administração de MGA culminou em diminuição dos níveis 

nucleares de PGC-1α e também de sua variante produzido por splicing 

alternativo NT-PGC-1α. A razão entre PGC-1α nuclear e citosólico também foi 

diminuída pelo MGA, indicando diminuição da translocação deste co-ativador 

para o núcleo celular. Uma gama de moléculas podem modular a expressão e 

atividade do PGC-1α, tais como hormônios tireoideanos, cinases ativadas por 

cálcio, p38, AMPK, Sirt1, PPAR e o próprio PGC-1α, entre outros (Ventura-

Clapier R et al. 2008). Neste contexto, ainda foi verificado que o insulto com 

MGA acarreta diminuição dos níveis proteicos de Sirt1 por vias ainda não 

elucidadas. A Sirt1 é uma deacetilase que comumente responde a alterações 

no nível energético celular (aumento de NAD+, por exemplo), deacetilando 

proteínas e fatores como o PGC-1α (Ventura-Clapier R et al. 2008). Em 

decorrência destes resultados, pode ser sugerido que o MGA diminui a 

atividade da via Sirt1/ PGC-1α e que o insulto agudo com este ácido resulta em 

prejuízos na biogênese mitocondrial, processo que é comumente ativado por 

esta via (Ventura-Clapier R et al. 2008).  

Outro achado relevante foi que o pré-tratamento com BEZ causou 

aumento na translocação de PPARγ e PGC-1α para o núcleo, bem como 

preveniu a alteração dos níveis proteicos de Sirt1 induzida pelo MGA. Estudos 

sugerem que o PGC-1α tem a habilidade de ativar diferentes fatores de 

transcrição em diferentes tecidos por atuar como um dímero ligado a esses 

fatores, tais como NRF-1 (nuclear respiratory factor 1) e todos os PPAR (Johri 
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A et al. 2012; Ventura-Clapier R et al. 2008). No caso da via do PGC-1α/PPAR, 

esta é uma das principais vias de regulação da biogênese mitocondrial (Johri A 

et al. 2012; Ventura-Clapier R et al. 2008). A ativação de PGC-1α/PPAR 

induzida por BEZ tem mostrado resultar em aumento da expressão do próprio 

PGC-1α e também de PPAR, bem como de seus alvos moleculares, tais como 

citocromo c, TFAM e ATP sintase (Johri A et al. 2012). Além disso, esta mesma 

via pode provocar aumento da expressão de diferentes genes envolvidos na 

resposta antioxidante celular como o do Nrf2, HO-1 e GPx (Johri A et al. 2012), 

assim, explicando também os nossos dados, demonstrando que o BEZ previne 

alterações de estresse oxidativo.  

Considerando que a administração de MGA causa desequilíbrio redox 

no cérebro de ratos e que isso parece estar associado a prejuízos na atividade 

de complexos da CTE e biogênese mitocondrial, ainda quantificamos os níveis 

proteicos de Akt e o grau de fosforilação das MAPKs ERK1/2 e p38, as quais 

são moduladas por ROS (Jazvinscak Jembrek M et al. 2018; Papaconstantinou 

J 2019). O insulto com MGA promoveu diminuição do conteúdo de Akt e do 

nível de fosforilação da ERK1/2, e aumento da fosforilação da p38. De acordo 

com alterações corticais já observadas em outras doenças neurodegenerativas 

como a doença de Alzheimer, a inibição da via de PI3K/Akt pode induzir a 

cascata de morte celular e ainda diminuir parcialmente a atividade de PGC-1α, 

resultando em prejuízos na biogênese mitocondrial (Jazvinscak Jembrek M et 

al. 2018; Shaerzadeh F et al. 2014).  

No que se refere aos achados sobre as MAPKs, já foi observado que 

tanto a ativação de ERK1/2 quanto de p38 pode resultar em fosforilação de 
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p53, que previne a proliferação celular e ainda aumenta a expressão de fatores 

pró-apoptóticos em modelo de dano celular induzido por radiação UV 

(Jazvinscak Jembrek M et al. 2018). Visto que o MGA também resultou em 

aumento dos níveis de caspase-3 ativa, podemos especular que a diminuição 

da fosforilação de ERK1/2 pode ser uma resposta para compensar uma 

possível indução de apoptose ocasionada por atividade de p38 e/ou diminuição 

da ativação de Akt. Muito embora esperássemos uma diminuição do conteúdo 

de proteínas anti-apoptóticas como a Bcl-2 (Maji S et al. 2018), o MGA não 

alterou os níveis desta proteína, o que pode ser explicado pelo aumento de 

AMPK a qual é capaz de induzir a expressão de Bcl-2 (Liu C et al. 2020). Por 

outro lado, apesar de não ser possível explicar porque ocorre aumento da 

fosforilação de p38 e diminuição da fosforilação de ERK1/2, já foi observado 

que elevados níveis de p38 fosforilada podem estar associados ao aumento da 

fosforilação de Tau (Jazvinscak Jembrek M et al. 2018), o que foi mostrado ser 

causado pelo MGA. Esses achados sugerem que o MGA causa prejuízos a 

vias de sinalização envolvidas na sobrevivência celular e também induz dano 

neuronal. 

A Tau é uma proteína que promove estabilização dos microtúbulos nos 

neurônios do SNC (Iqbal K et al. 2016). A hiperfosforilação da Tau induz 

mudanças conformacionais nesta proteína que a modifica para uma conhecida 

forma patológica que culmina em instabilidade dos microtúbulos e alterações 

sinápticas patológicas (Johnson GV e Stoothoff WH 2004). Como já 

mencionado anteriormente, nossos dados sugerem que a p38 seria a cinase 

responsável pela fosforilação da Tau (Jazvinscak Jembrek M et al. 2018). 
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Corroborando nossa hipótese de que o MGA causa dano neural, a 

administração deste ácido também provocou diminuição dos níveis de 

sinaptofisina, uma proteína de extrema importância para neurônios, pois 

favorece a exocitose de neuromoléculas (Kim E e Sheng M 2004). Já foi 

relatado em um modelo animal que a redução desta proteína está associada 

com déficit cognitivo e de aprendizagem (Schmitt U et al. 2009). Por outro lado, 

o BEZ preveniu também as alterações provocadas por MGA sobre a 

fosforilação de ERK1/2 e Tau, e nos conteúdos de Akt e sinaptofisina, mais 

uma vez mostrando a eficácia dessa molécula em prevenir danos ao córtex 

cerebral.   

Considerando que parte dos pacientes portadores das MGTA e da 

HMGA apresentam alterações hepáticas com aumento de transaminases no 

plasma (da Rosa-Junior NT et al. 2020), e que o MGA aumentou os níveis de 

alanina aminotransferase no plasma de animais submetidos ao modelo aqui 

discutido, no capítulo 2 desta tese estudamos a influência do MGA sobre 

parâmetros de homeostase redox, bem como de bioenergética, biogênese e 

dinâmica mitocondrial em fígado de ratos utilizando o mesmo modelo 

apresentado no capítulo 1. 

Similarmente aos resultados vistos no capítulo 1, o MGA também 

resultou em aumento dos níveis de MDA, sugerindo peroxidação lipídica. Visto 

que a administração intraperitoneal de um composto geralmente resulta em 

absorção mesentérica com consequente drenagem pela veia porta hepática 

(Turner PV et al. 2011), não é surpreendente que este ácido resulte em 
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alterações neste tecido, pois pode ser presumido que o fígado fica exposto a 

altas concentrações de MGA em nosso modelo animal (Turner PV et al. 2011). 

Foi mostrado ainda que o MGA aumentou a atividade da GST, SOD e 

CAT. A GST realiza a detoxificação de xenobióticos através da conjugação da 

molécula com GSH, visando a remoção da molécula potencialmente tóxica do 

interior das células (Aoyama K e Nakaki T 2012). Como grandes concentrações 

de MGA têm se mostrado tóxicas para o fígado (da Rosa MS et al. 2013), 

podemos sugerir que o aumento da atividade da GST pode representar uma 

tentativa das células hepáticas em detoxificar esta molécula. Da mesma forma, 

como visto em outros trabalhos (da Rosa-Junior NT et al. 2019; da Rosa MS et 

al. 2013; Murphy MP 2009), o aumento do conteúdo de MDA e o aumento na 

atividade de CAT e SOD reforçam nossa hipótese de que elevadas 

concentrações de MGA aumentam os níveis de peróxido de hidrogênio também 

no fígado dos roedores. Neste contexto, este trabalho ainda mostra uma 

diminuição do conteúdo de GSH, a qual atua tanto na prevenção de oxidação 

de proteínas celulares quanto na detoxificação de xenobióticos e lipídios 

peroxidados (Diaz-Vivancos P et al. 2015; Jefferies H et al. 2003).  

Também foi verificado que o MGA diminuiu a atividade de G6PDH no 

fígado, sugerindo que a diminuição de GSH pode ser oriunda, pelo menos em 

parte, de um elevado consumo de GSH pela GST e/ou por diminuição da 

regeneração de GSH por falta de NADPH devido à diminuição da atividade de 

G6PDH (Halliwell B e Gutteridge JM 2015). Esses resultados indicam que MGA 

é uma molécula que, quando em altas concentrações, resulta em estresse 

oxidativo não apenas no SNC, mas também no fígado. Enfatize-se aqui que o 
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fígado é um tecido com elevada capacidade regenerativa e possui um sistema 

antioxidante mais eficiente que o SNC (maior atividade de enzimas 

antioxidantes como a CAT) (Halliwell B e Gutteridge JM 2015), reforçando a 

elevada toxicidade do MGA a nível hepatico. 

O BEZ preveniu a peroxidação lipídica, a diminuição de GSH e as 

alterações vistas em GST e G6PDH causadas pelo MGA no fígado. Há 

evidências de que a ativação de PPARγ em fígado é capaz de aumentar 

concentrações de GSH, diminuir níveis de MDA e regular os níveis de HO-1 (Li 

Z et al. 2019). Visto que o BEZ induz biogênese mitocondrial (El-Hattab AW et 

al. 2017b; Yatsuga S e Suomalainen A 2012), podemos supor que a prevenção 

das alterações está relacionada com a indução desse processo mitocondrial.  

Assim, no próximo passo de nossa investigação, estudamos o conteúdo 

de PGC-1α e de outras proteínas participantes de vias de sinalização 

relacionadas (Roman EA et al. 2010). Similarmente aos achados no tecido 

cerebral, o MGA também diminuiu os níveis de Sirt1 e Akt, além de reduzir a 

translocação de PGC-1α para o núcleo das células hepáticas, indicando 

prejuízos na biogênese mitocondrial neste tecido. Além da diminuição dos 

níveis da Sirt1, é possível que a atividade desta enzima também esteja 

reduzida, uma vez que o MGA causa disfunção bioenergética, o que levaria à 

diminuição dos níveis de NADH. Enfatize-se aqui que a Sirt1 é ativada por 

NAD+ e pode ser inbida por aumento da razão NADH/NAD+(Figura 7). Já os 

desfechos da ativação da via de Akt no fígado envolvem, comumente, 

crescimento, proliferação e diferenciação celular; assim, a diminuição da Akt 

pode estar associada com prejuízos na capacidade regenerativa hepática, o 
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que já foi observado ocorrer em resposta a hormônios (Marinho R et al. 2015; 

Sun JP et al. 2020). A provável diminuição na ativação da via Sirt1/PGC1α 

ainda poderia explicar a diminuição da atividade da G6PDH causada pelo MGA 

(Grings M et al. 2017; Thiepold AL et al. 2017). O BEZ evitou totalmente a 

diminuição dos níveis de Sirt1, porém preveniu parcialmente a diminuição de 

PGC-1α. A prevenção apenas parcial da redução de PGC-1α aliada ao fato de 

que o BEZ não foi capaz de prevenir as alterações nas atividades da CAT e da 

SOD sugere que provavelmente o fígado é exposto a concentrações de MGA 

mais elevadas que o córtex cerebral dos roedores. Portanto, mesmo que o 

fígado apresente um sistema antioxidante mais eficiente que o cérebro 

(Elangovan V et al. 2000; Ndrepepa G 2018), as alterações hepáticas induzidas 

pelo MGA, pelo menos sobre biogênese mitocondrial e homeostase redox, 

parecem ser mais significativas. 

O MGA também diminuiu a translocação de PPARγ e aumentou seus 

níveis citosólicos no fígado. Como nosso modelo mimetiza um insulto agudo, 

provavelmente o aumento de PPARγ no citosol ocorreu por uma resposta 

compensatória aos danos ocasionados pelo ácido. Também foi visto que o BEZ 

preveniu a diminuição de PPARγ nuclear neste modelo. Em concordância com 

os nossos resultados, ativadores de PPARγ geralmente têm a capacidade de 

reduzir a lipotoxicidade hepática (Kumar DP et al. 2020), impedir a infiltração de 

células imunes pró-inflamatórias (Li Z et al. 2019) e prevenir disfunções 

mitocondriais (De Nuccio C et al. 2020).  

Curiosamente, a administração de MGA também elevou o conteúdo de 

AMPKα1, outro regulador importante da biogênese mitocondrial (Jornayvaz FR 
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e Shulman GI 2010). A enzima AMPK é uma cinase comumente ativada em 

situações de déficit energético, podendo fosforilar o PGC-1α e outros fatores 

que também respondem a alterações energéticas, culminando em uma 

adaptação mitocondrial para suprir elevadas demandas de energia (Canto C e 

Auwerx J 2009). Esse resultado mostrando aumento da AMPK aliado ao fato 

de que modificações na atividade das enzimas da CTE ocasionam prejuízos na 

produção de energia nas células (Aghanoori MR et al. 2019) nos levou a avaliar 

as atividades dos complexos da CTE. O MGA diminuiu a atividade do CII e CIV 

da CTE, mas aumentou o fluxo de elétrons do CII a CIII, sugerindo, portanto, 

alterações mitocondriais com provável déficit energético, o que poderia ter 

induzido um aumento dos níveis da AMPK como resposta adaptativa (Canto C 

e Auwerx J 2009). O BEZ somente atenuou as alterações do conteúdo de 

AMPKα1. Esse efeito somado à prevenção também parcial da redução PGC-1α 

nuclear pelo BEZ pode explicar a falha de BEZ em regular o fluxo de elétrons 

do CII-III e a atividade do CIV neste tecido, como observado em outros estudos 

(Aghanoori MR et al. 2019; Wang Y et al. 2019).   
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Figura 7. Esquema mostrando possíveis consequências das alterações bioenergéticas causadas pelo 
MGA nas vias de sinalização celulares. O ácido 3-metilglutárico (MGA) alterou a atividade da cadeia 
transportadora de elétrons (CTE), que geralmente resulta em acúmulo de NADH e disfunção 
bioenergética. Além disso, o possível aumento da razão NADH/NAD+ poderia inibir a atividade de Sirt1 e 
consequentemente diminuir a ativação e/ou translocação de PGC-1α, alterando a biogênese mitocondrial 
(Autor: Nevton Teixeira da Rosa Junior, 2021). 

É necessário considerar a importância da AMPK para alguns tipos de 

MGTA (tipos II-V). Vamecq e colaboradores (2020) recentemente sugeriram 

que a AMPK pode estar relacionada com o aumento dos níveis de MGT e 

consequentemente de MGA em alguns tipos de MGTA. Esses autores 

hipotetizaram que o aumento da atividade da AMPK resultaria em inibição da 

HMG-CoA redutase e da acetil-CoA carboxilase citosólica e também da sua 

forma mitocondrial, o que levaria à diminuição da síntese de colesterol e de 

ácidos graxos. Em consequência disso, ocorreria o direcionamento de acetil-

CoA para os peroxissomos, onde então seria utilizado para a produção de MGT 

e também de MGA (Vamecq J et al. 2020). Dessa forma, é possível que em 

nosso modelo animal a administração de MGA esteja causando a produção de 

ainda mais MGA devido ao aumento dos níveis da AMPK. 

Além disso, a atividade de AMPK pode implicar na ativação da mitofagia, 

processo que está claramente relacionado à dinâmica mitocondrial (Vamecq J 

et al. 2020). Dessa forma, também foram avaliados os níveis de MFN-1 e DRP-

1, as principais proteínas envolvidas nos processos de fusão e fissão 

mitocondrial, respectivamente (Moghaddam FD et al. 2020). O MGA aumentou 

o conteúdo de ambas as proteínas, o que sugere uma grave desregulação da 

dinâmica mitocondrial, provavelmente em decorrência de dano mitocondrial 

(Moghaddam FD et al. 2020). Neste particular, outros trabalhos têm verificado 

que uma severa alteração na bioenergética acompanhada por estresse 

oxidativo pode resultar em alterações no conteúdo destas proteínas e dano na 
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morfologia mitocondrial (Leipnitz G et al. 2018; Seminotti B et al. 2019). De 

forma surpreendente, o BEZ preveniu o aumento do conteúdo de MFN-1, mas 

não o de DRP-1. Como a morfologia mitocondrial é determinada por um 

equilíbrio finamente controlado pelos processos e fusão e fissão (Chen H et al. 

2003) e aumentos na DRP-1 tem sido associados à necessidade celular de 

degradação de regiões mitocondriais danificadas (Chen H et al. 2003), é 

possível inferir que as mitocôndrias deste tecido, em sua grande maioria, 

possivelmente apresentam um dano oxidativo significativo induzido pelo MGA, 

o que levou a uma persistente expressão de DRP-1 na tentativa de degradar 

regiões mitocondriais danificadas.   

Embora os dados apresentados nos dois capítulos desta tese indiquem 

elevada toxicidade do MGA, tanto no tecido cerebral quanto no tecido hepático, 

é difícil extralopolar estes dados para os pacientes com HMGA e MGTA, pois 

não existem dados mostrando as concentrações exatas deste ácido orgânico 

no plasma ou tecidos destes pacientes. Entretanto, já foi mostrado que o MGA 

e outros ácidos orgânicos estão de fato acumulados no cérebro de pacientes 

com HMGA, porém as concentrações exatas ainda não foram estabelecidas 

(Roland D et al. 2017). Além disso, em um trabalho anterior de nosso grupo, foi 

possível mostrar que em nosso modelo as concentrações plasmáticas do MGA 

atingem em média 0,720 mM (da Rosa MS et al. 2013),  ao passo que em 

outras acidemias orgânicas há relatos mostrando que os ácidos orgânicos 

podem ser encontrados em níveis de em torno de 5 mM no plasma dos 

pacientes (Kolker S et al. 2004; Wajner M 2019). Como visamos em nosso 

modelo mimetizar uma crise metabólica, situação caracterizada por maiores 
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níveis de MGA nos pacientes, é possível sugerir que a toxicidade de MGA pode 

contribuir, pelo menos em parte, para a fisiopatologia da doença. 

No que concerne ao tratamento com BEZ, é complexo estabelecer uma 

dose que alcance os maiores benefícios em nosso modelo animal. Todavia, em 

outros estudos in vivo, doses maiores de BEZ (600-800mg/kg/dia) 

administradas por longos períodos (meses) têm sido aplicadas, causando 

efeitos benéficos aos roedores (Dillon LM et al. 2012; Huang Y et al. 2017; Johri 

A et al. 2012). Além disso, muito embora o uso de animais para 

experimentação de doses seja um bom ponto de início para o estudo de uma 

molécula com potencial protetor, ainda é difícil extrapolar nossos achados para 

seres humanos. Em estudos clínicos com pacientes com outras doenças 

hereditárias, é possível verificar o uso de dosagens de 200 a 600mg/dia 

dependendo da idade dos pacientes (Shiraishi H et al. 2019). Também é 

necessário salientar aqui que doses menores que essas, quando administradas 

por maiores períodos de tempo, apresentam benefícios para algumas doenças 

metabólicas hereditárias (Huang Y et al. 2017). É importante enfatizar ainda 

que atualmente há um estudo clínico para verificar a segurança da 

administração de BEZ em pacientes portadores da MGTAII (Registo N° 

ISRCTN58006579). Com dados ainda não publicados, este estudo clínico está 

de acordo com os resultados mostrados neste trabalho e com outras pesquisas 

pré-clínicas que mostram o potencial do uso deste fármaco em modelos in vivo 

para seu reposicionamento farmacológico para doenças metabólicas 

hereditárias.  
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Por outro lado, deve ser considerado que em um estudo clínico 

randomizado feito com pacientes portadores de defeitos de β-oxidação de 

ácidos graxos com alterações musculares, BEZ não demonstrou estimulação 

na taxa da β-oxidação mitocondrial e melhorias no desempenho desses 

indivíduos durante exercícios (Orngreen MC et al. 2014), isto sugere que o BEZ 

não apresenta os mesmos efeitos benéficos que foram verificados em modelos 

animais e células de pacientes portadores dessas doenças (Gobin-Limballe S 

et al. 2007; Orngreen MC et al. 2014). Ainda, é importante considerar aqui que 

possíveis efeitos adversos já foram relatados tanto do BEZ quanto de outros 

fibratos. Quando utilizados para o tratamento de hiperlipidemias por longos 

períodos de tempo, já foi verificado, em casos raros, o desenvolvimento de 

miopatias (Davidson MH et al. 2007). Outro raro efeito adverso observado é a 

redução na produção de prostaglandinas vasodilatadoras, resultando em 

moderado aumento de creatinina plasmática, sugerindo assim, alterações na 

atividade renal de alguns pacientes. Portanto, o uso de fibratos por indivíduos 

com alterações renais deve ter monitoramento constante (Davidson MH et al. 

2007). 
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III.2 CONCLUSÕES 

 Nosso estudo mostra que o MGA, metabólito acumulado nas MGTA e na 

HMGA, promove alterações na atividade de enzimas antioxidantes diretas e 

indiretas, bem como diminui defesas antioxidantes não enzimáticas, causa 

dano mitocondrial e resulta em aumento de marcadores de danos celulares em 

córtex e fígado de ratos. Observamos também que as respostas celulares ao 

insulto agudo induzido por esse ácido podem variar entre os tecidos, porém os 

nossos achados indicam que tanto em córtex cerebral quanto em fígado ocorre 

um aumento de ROS que pode iniciar alterações em importantes vias de 

sinalização relacionadas à morte celular e prejuízos na dinâmica e 

bioenergética mitocondrial. Na presente tese, ainda foi verificado que o 

tratamento com BEZ foi capaz de prevenir a maioria das alterações observadas 

na homeostase redox e bioenergética, bem como nos marcadores de dano 

neural. Entretanto, o fígado dos roedores parece não ter respondido tanto 

quanto o córtex cerebral ao tratamento com BEZ, pois somente parte das 

alterações estudadas neste tecido foram prevenidas. Dois fatores estão 

influenciando fortemente esses achados: primeiramente, o fígado é um dos 

primeiros tecidos a entrar em contato com o ácido devido à via de 

administração empregada, indicando que este órgão é possivelmente exposto 

a maiores concentrações de MGA em nosso modelo; em segundo lugar, talvez 

seja necessário um pré-tratamento de BEZ com maior tempo de administração 

e/ou regulação da dosagem diária, como mostrado em estudos anteriores. 

Podemos concluir que elavadas concentrações de MGA causam toxicidade, 

modificando vias de biogênese e dinâmica mitocondrial, homeostase redox e 
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bioenergética, e que BEZ pode ser um fármaco promissor para uso como 

adjuvante no tratamento dessas doenças metabólicas. 
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III.3 PERSPECTIVAS 

a) Estudar os efeitos in vivo do MGA sobre outros parâmetros 

mitocondriais, tais como potencial de membrana mitocondrial e 

inchamento mitocondrial, e sobre atividades de outras enzimas chave 

do CAC, bem como sobre níveis de ATP em cérebro e fígado de 

roedores.  

b) Estudar os efeitos in vivo do MGA sobre outras proteínas marcadoras 

de biogênese mitoconddrial em cérebro e fígado de roedores para 

melhor elucidar as vias pelas quais as alterações do ácido estão 

ocorrendo. 

c) Estudar os efeitos in vivo do MGA sobre a expressão gênica de 

enzimas do metabolismo energético em cérebro e fígado de 

roedores. 

d) Investigar o potencial efeito protetor do BEZ sobre as possíveis 

alterações nos parâmetros mitocondriais supracitados. 
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