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A acidemia metilmalénica € uma desordem metabdlica hereditaria envolvendo
uma deficiéncia na atividade da enzima metilmalonil-CoA mutase, com resultante acumulo
de &cido metilmalénico (MMA) no organismo dos pacientes. Ha evidéncias de
comprometimento do metabolismo energético mitocondrial por MMA levando a
neurodegeneracdo. Neste estudo avaliou-se o efeito in vitro de MMA no consumo de
oxigénio por mitocdndrias isoladas de cérebro de rato na presenca de diferentes
substratos para a cadeia respiratéria. MMA (1-10 mM) inibiu fortemente a respiragéo
mantida por glutamato ou succinato. N6s confirmamos, por meio de experimentos sobre o
transporte mitocondrial de succinato, que o efeito inibitério do MMA na respiracao mantida
por succinato deve-se a inibicdo do transportador mitocondrial de dicarboxilatos,
impedindo a captagéo de succinato pela mitocéndria. Medidas do transporte mitocondrial
de glutamato revelaram que o efeito do MMA na respiragdo mitocondrial mantida por
Enquanto o MMA mostrou um fraco efeito inibitério sobre a atividade das enzimas
glutamato desidrogenase e aspartato transaminase, a atividade da a-cetoglutarato
desidrogenase foi significativamente inibida por MMA (Ki = 3,65 mM). Medidas do
transporte mitocondrial de a-cetoglutarato mostraram que o MMA extramitocondrial pode
ser trocado pelo a-cetoglutarato intramitocondrial, depletando este substrato da matriz
mitocondrial, com consequente inibicdo da respiracdo mantida por glutamato. Nés
observamos que organelas isoladas de cérebro podem acumular aproximadamente o
triplo da concentracdo de MMA presente no meio extramitocondrial. Em adicdo, a inibicao
pelo MMA do consumo de oxigénio por fragmentos de cérebro de rato foi parcialmente
prevenida pela presenga de malato. Os efeitos in vivo do MMA foram estudados por meio
das medidas de respiracdo e producao de espécies reativas de oxigénio em mitocédndrias

isoladas de cérebro de ratos jovens cronicamente tratados (ip, 15 d) com MMA. Nenhuma
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diferenca foi observada entre as amostras controle e tratadas com MMA, indicando que o
tratamento in vivo com MMA nao leva a disfuncdo mitocondrial permanente. Ainda,
estudos sobre o efeito do MMA na viabilidade e metabolismo de células neuronais e gliais
foram realizados. Na linhagem neuronal tumoral PC12, o MMA diminuiu a viabilidade
celular apés 24h de tratamento. Os parametros de potencial de membrana mitocondrial e
respiragdo foram avaliados apés 7h de tratamento com MMA. MMA inibiu a respiragao
nas células intactas, porém, nao alterou a respiracdo nas células permeabilizadas, nas
quais nao ha restricao de substratos. A viabilidade de células de glioblastoma humano, U-
87MG, nao foi afetada pelo tratamento com MMA. J& em astrécitos de cérebro de rato em
cultura priméria exposta ao MMA, a viabilidade e é&rea celular foram reduzidas
significativamente e alteragbes morfologicas também foram notadas. Tais observagdes
nas células gliais primarias sugerem que as células tumorais sejam mais resistentes aos
efeitos deletérios do MMA. Em conjunto, estes resultados indicam que o efeito inibitorio de
MMA no metabolismo oxidativo mitocondrial pode ser atribuido a inibicdo concomitante de
enzimas especificas e transportadores, limitando a disponibilidade de substratos para as

vias metabdlicas mitocondriais.
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Abstract




Methylmalonic acidemia is an inherited metabolic disorder involving a deficiency in
the activity of the enzyme methylmalonyl-CoA mutase or its cofactor 5-
deoxyadenosylcobalamin that results in an accumulation of methylmalonate (MMA) in the
body. There is evidence that MMA impairs mitochondrial oxidative metabolism, leading to
neurodegeneration. In this study we evaluated the in vitro effect of MMA on oxygen
consumption by isolated rat brain mitochondria in the presence of different respiratory
chain substrates. MMA (1-10 mM) strongly inhibited glutamate-supported and succinate-
supported respiration. We confirmed that the inhibitory effect of MMA on succinate-
supported respiration is due to inhibition of the mitochondrial dicarboxylate transporter by
MMA, blocking succinate uptake by mitochondria. Glutamate transport measurements
revealed that the MMA effect on glutamate-supported respiration is not due to inhibition of
mitochondrial uptake of this substrate. While MMA showed a weak inhibitory effect on
glutamate dehydrogenase and aspartate transaminase, a-ketoglutarate dehydrogenase
activity was significantly inhibited by MMA (K = 3.65 mM). a-ketoglutarate transport
measurements showed that an exchange can take place between extramitochondrial MMA
and intramitochondrial a-ketoglutarate, depleting this substrate and consequently causing
inhibition of glutamate-supported respiration. We observed that isolated brain organelles
can accumulate nearly three times the concentration of extramitochondrial MMA. In
addition, MMA inhibition of respiration by diced rat brain tissue was partially prevented by
malate. MMA effects in vivo were studied by measuring respiration and reactive oxygen
species generation in isolated brain mitochondria from young rats chronically injected (ip,
15 d) with MMA. No differences were observed between control and MMA-treated
samples, indicating that in vivo MMA treatment does not lead to permanent mitochondrial
dysfunction. In addition, a study into the effect of MMA on the viability and metabolism of

neuronal and glial cells was carried out. In the PC12 neuronal tumor cell line, MMA

XXi



decreased cell viability after 24 hours of treatment. Mitochondrial membrane potential and
respiration were evaluated after 7 hours of MMA treatment. MMA inhibited respiration in
intact cells but did not alter respiration in permeabilized cells, where there is no substrate
deprivation. Cell viability of U-87MG human glioblastoma cells was not affected by MMA
treatment. However, in cells from a primary culture of rat cerebral astrocytes, viability and
cell area were significantly reduced and morphological alterations were also noted. The
most evident effects of MMA were observed in primary cells, suggesting that tumor cells
are more resistant to the deleterious effects of MMA. Taken together, these results
indicate that the inhibitory effect of MMA on mitochondrial oxidative metabolism can be
ascribed to the concurrent inhibition of specific enzymes and transporters, limiting the

availability of substrates for mitochondrial metabolic pathways.
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As mitocdndrias sdo organelas intracelulares com dupla membrana que tém
como funcdo predominante a geragéo de ATP pela fosforilagdo oxidativa, sendo a fonte
primdria de compostos altamente energéticos na célula. Além disso, elas desempenham
outras fungbes importantes como a biosintese de aminoacidos e esterbides, a beta-
oxidacdo de acidos graxos, produgado e detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), regulagao do célcio intramitocondrial e citoplasmatico e transdugéo de sinais nas
vias de sinalizagéo intracelular em algumas formas de apoptose (Beal, 2005; Brand e

Nicholls, 2011).

A fosforilacdo oxidativa utiliza a energia armazenada nos alimentos para gerar
um gradiente de protons através da membrana mitocondrial interna, ao mesmo tempo em
que transfere elétrons para o oxigénio molecular, produzindo agua. A energia do gradiente
de prétons conduz a sintese de ATP pela ATP-sintase (complexo V). Ao longo dos anos
muitas desordens tém sido associadas a defeitos na fosforilagcdo oxidativa. O
requerimento de um tecido pela energia produzida na fosforilagdo oxidativa reflete sua
dependéncia em relagdo a mitocéndria. Em humanos, a maior parte da energia produzida
por neurdnios €& derivada da fosforilagdo oxidativa. Sendo assim, estas células séo
bastante dependentes das mitocdndrias, possuindo uma alta densidade destas e,
consequentemente, apresentam-se muito mais vulneraveis ao comprometimento do
metabolismo energético e a disfuncdo mitocondrial (Schapira, 2010; Schon e Przedborski,

2011).

1.1 Funcao mitocondrial e estresse oxidativo

O processo mitocondrial de produgédo de energia ocorre pela acdo combinada

entre o ciclo do acido citrico, a cadeia respiratoria e o sistema de fosforilagdo oxidativa. A
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acetil-CoA formada pela oxidacdao de combustiveis organicos entra no ciclo do acido
citrico e tem seus grupamentos acetil oxidados a CO.,. A energia liberada no processo é
armazenada pelas coenzimas derivadas respectivamente de nicotinamida e flavina,
NADH e FADH,. Ambas atuam como transportadores de elétrons em suas formas
reduzidas até alcangarem a cadeia respiratoria mitocondrial. Esta é constituida por um
conjunto de complexos multienzimaticos bioquimicamente conectados (complexos I, II, IlI
e 1V) na membrana interna mitocondrial, os transportadores de elétrons: coenzima Q (UQ)
e citocromo c e ainda as proteinas ferro-enxofre. Ao alcangarem a cadeia respiratoria, o
NADH e o succinato transferem seus elétrons para a coenzima Q numa reacao catalisada
respectivamente pelos complexos | e Il. Por sua vez, o complexo Il carrega os elétrons da
coenzima Q reduzida (UQH,) para o citocromo c, e deste os elétrons chegam ao seu
destino final, o oxigénio molecular na citocromo c oxidase (complexo V) (Nelson e Cox,

2011).

A NADH desidrogenase (complexo |) catalisa a transferéncia de 1 hidreto
proveniente do NADH e 1 préton da matriz para a coenzima Q e a transferéncia de 4
prétons da matriz para o espaco intermembrana. Com a saida dos prétons a matriz fica
carregada negativamente e o espago intermembrana torna-se carregado positivamente.
Dessa forma, o complexo | atua bombeando prétons para o espaco intermembrana a
custa de energia proveniente da transferéncia de elétrons sendo, portanto, processos
obrigatoriamente acoplados. O ubiquinol (UQH,), forma totalmente reduzida da coenzima
Q, deixa o complexo | e difunde-se pela membrana interna até a coenzima Q: citocromo ¢
oxidoredutase (complexo Ill), onde é reoxidado. A UQ possui a propriedade de aceitar 1
elétron, tornando-se o radical aniénico semiquinona (UQH’), ou aceitar 2 elétrons,

gerando o ubiquinol. A coenzima Q tem a importante fun¢cdo de manter o acoplamento do
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fluxo de elétrons ao movimento de prétons ja que ela consegue transportar ambos

(Nelson e Cox, 2011).

No caso da succinato desidrogenase (complexo |IlI), os elétrons sao
primeiramente transferidos do succinato para o FAD, e em seguida seguem
sequencialmente para a coenzima Q, e o complexo Il acopla a transferéncia de elétrons
da coenzima Q reduzida para o citocromo ¢ com o bombeamento vetorial de prétons para
0 espaco intermembrana. Devido a sua solubilidade, o citocromo ¢ consegue transferir o
elétron para o complexo 1V, e neste o elétron é doado ao oxigénio molecular, reduzindo-o
a agua (Rottenberg H, 1998; Nelson e Cox, 2011) concomitantemente ao bombeamento

de prétons para o espago intermembranas.

A energia livre gerada pela oxidacdo dos substratos com transferéncia de
elétrons pela cadeia respiratoria € utilizada para o bombeamento de prétons para o
espaco intermembranas. Com isso ocorre uma diferengca na concentracdo de proétons e
uma separagao de cargas nas duas regides separadas pela membrana, formando um
gradiente eletroquimico e a energia estocada temporariamente neste gradiente, contendo

0s componentes quimico e elétrico € denominada forga préton-motriz. O componente
quimico consiste no gradiente de pH através da membrana mitocondrial interna (ApH) e
apresenta valor de 0-1 unidade de pH, enquanto o componente elétrico, estabelecido pela
diferenga no potencial elétrico entre o citoplasma e a matriz mitocondrial (A¥) possui o

valor de aproximadamente 180 mV em situagao de repouso. Nas mitocéndrias a energia
eletroquimica do gradiente de proétons impulsiona a produgédo de ATP a partir de ADP e
fosfato inorganico (P;) a medida que os prétons fluem passivamente de volta a matriz
através do poro para prétons na ATP-sintase (complexo V). Esta é constituida por duas

unidades distintas denominadas F;, sollvel e localizada na matriz mitocondrial, e F,,
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hidrofébica e mergulhada na membrana mitocondrial interna (Mitchell 1966; Nicholls e

Ferguson, 2002).

Atualmente, o metabolismo energético mitocondrial é tido como a principal fonte
de EROs na maior parte das células eucariéticas (Kowaltowski et al., 2009). No complexo
IV, a redugao completa de uma molécula de O, em duas moléculas de dgua necessita de
4 elétrons. No entanto, como consequéncia de sua configuragdo eletrénica triplete, a
molécula de O, tem forte tendéncia em receber um elétron de cada vez e o oxigénio ndo é
liberado antes da obtengcdo de sua reducao total (Turrens, 1997), fazendo com que a
producdo de EROs através da reducdo monoeletrénica do O, pelo complexo IV seja

praticamente inexistente.

Portanto, a producao mitocondrial de EROs ocorre nos passos intermediarios da
cadeia respiratéria, sendo os principais sitios de formagao os complexos | e lll (Boveris e
Chance, 1973; Adam-Vizi e Chinopoulos, 2006; Kowaltowski et al., 2009). A passagem de
elétrons do complexo | para a coenzima Q reduzida e desta para o complexo Il pode
fazer com que o radical Q passe um elétron diretamente ao O,. Uma série de
intermediarios toxicos e reativos pode ser formada (Boveris e Cadenas, 1975), tais como
o radical anion superéxido (O;"), que pode ser convertido no radical hidroxila (OH’), ainda
mais reativo (Halliwell e Gutteridge, 1984). Estas espécies podem provocar sérios danos,
reagindo com enzimas, lipidios de membrana e &cidos nucléicos, danificando suas
estruturas. Ainda, fatores que diminuem a velocidade do fluxo de elétrons através da
cadeia respiratoria aumentam a formagéo de superéxido talvez por prolongarem o tempo

de vida do radical no ciclo Q.

Para realizar a detoxificagdo dos radicais livres e evitar o acimulo das EROs, as

mitocéndrias contam com um eficiente sistema antioxidante, responsavel pela remogao
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destas espécies. A enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa a conversao do radical
anion superéxido em perodxido de hidrogénio (H.O,) e O.. A isoforma da SOD presente na
matriz mitocondrial € dependente de manganés (MnSOD), enquanto a isoforma da SOD
presente no citosol e no espago intermembrana é dependente de cobre e zinco
(CuZnSOD) (Fridovich, 1995; Okado-Matsumoto e Fridovich, 2001). O H,O, formado,
além de ser uma espécie quimica mais estavel, é permeavel pelas membranas e pode ser
transportado por aquaporinas (Bienert et al., 2006). Assim, o H,O, se difunde dentro da
célula, podendo ser removido tanto por sistemas antioxidantes mitocondriais como
citosoélicos, como a catalase (Radi et al., 1991; Salvi et al., 2007), tioredoxina peroxidase
(TPx) (Rhee et al.,, 1994), e glutationa peroxidase (GPx). Esta ultima possibilita a
conversao do H,O, formado em agua, ao mesmo tempo em que oxida a glutationa, que é

prontamente reduzida pela agcao da glutationa redutase (GR).

A glutationa é importante também para manter os grupamentos sulfidril de
proteinas em seu estado reduzido, impedindo de sofrerem os efeitos deletérios do
estresse oxidativo. Quando as espécies nao sao metabolizadas pelos sistemas
antioxidantes, elas podem gerar o radical OH’, altamente reativo e citotoxico, por meio da
reacdo de Fenton, na qual o H,O, reage com ions cobre (Cu*) ou ferro (Fe*) (Halliwell e
Gutteridge, 1997). Nao ha nenhum sistema enzimatico de defesa contra o OH'. Assim, em
condicdes em que ocorre um aumento da produgao de O, ou uma falha no sistema
antioxidante, pode ocorrer uma maior produ¢cdo de OH" com lesbes oxidativas em
biomoléculas. A mitocondria é creditada ainda como uma possivel fonte de espécies
reativas de nitrogénio derivadas do éxido nitrico (NO’), produzido por uma 6xido nitrico

sintase mitocondrial (mtNOS) (Giulivi et al., 1998).
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Sabe-se que o Ca?* esta envolvido na ativacdo de muitos processos metabolicos
(atividade cardiaca, coagulagdo do sangue, manutencdo das membranas celulares,
adesao celular, transmissdo de sinais as células nervosas, contracdo muscular) e a
regulacédo de funcées musculares e nervosas (Maack e O'Rourke, 2007), e é o gradiente
eletroquimico formado entre os compartimentos intra e extracelulares que possibilita a
transducao de sinais bioquimicos ao interior das células (Clapham, 2007). No entanto, em
algumas situagdes ocorre um aumento exagerado na concentragao intracelular deste ion,
e a exposicao prolongada das células a altas concentragdes de Ca?* pode causar danos

pela ativacao de diversas vias que sinalizam para a morte celular.

Em neurdnios, a bioenergética mitocondrial e o estresse oxidativo, juntamente
com o transporte mitocondrial de Ca® formam uma rede intimamente conectada. A
geracao deficiente de ATP na célula pode resultar em falha na atividade da bomba de
Ca? da membrana plasmaética e do reticulo endoplasmético com sobrecarga de Ca?*. Por
sua vez, o estresse oxidativo pode restringir a capacidade da mitocondria em gerar ATP.
Ainda, a captacédo de Ca** pela célula e seu transporte para dentro da mitocéndria pode
sobrecarregar o circuito de prétons mitocondrial, podendo levar a transicdo de
permeabilidade mitocondrial e morte neuronal induzida pela crise energética (Nicholls,

2009).

1.2 Acidemia metilmalénica

A acidemia metilmal6énica consiste em um grupo de desordens genéticas
autossbmicas recessivas raras que afeta as vias catabdlicas dos aminoacidos de cadeia
ramificada isoleucina, valina, metionina e treonina, bem como da timina, acidos graxos de
cadeia impar de carbonos e ainda a via catabdlica da cadeia lateral do colesterol. Estas

desordens normalmente sdo causadas por mutagées no gene MUT (609058), levando a
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deficiéncia parcial (mut’) ou completa (mut®) na atividade da metilmalonil-CoA mutase
(MCM, EC 5.4.99.2), uma enzima da matriz mitocondrial que catalisa a conversao de L-
metilmalonil-CoA a succinil-CoA (Fig. 1). Em adicdo, defeitos na sintese de 5'-
deoxiadenosilcobalamina (AdoCbl), derivada da vitamina B12, que atua como cofator para
a atividade da MCM, ou mesmo falhas no metabolismo da prépria cobalamina podem
levar a deficiéncia funcional da enzima MCM, resultando também em acidemia

metilmalénica (Fenton et al., 2001; Tanpaiboon, 2005; Venditti, 2005).
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Fig. 1 - Comprometimento do metabolismo na acidemia metilmalénica com producao de MMA.

A metilmalonil-CoA, dentre outros metabdlitos intermediarios, € acumulada na
matriz mitocondrial como resultado da deficiéncia de MCM. A metilmalonil-CoA é
subsequentemente hidrolizada a CoA e acido metilmalénico (MMA). Este é considerado o

principal metabdlito acumulado nos fluidos corporeos e tecidos dos pacientes com
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acidemia metilmaldnica, nos quais causa um efeito téxico que parece estar associado a
disfuncdo do metabolismo energético mitocondrial (Kovachy et al., 1983; Fenton et al.,

2001; Chandler e Venditti, 2005).

1.2.1 Aspectos bioquimicos e genéticos

Normalmente a metilmalonil-CoA é formada durante a conversao de propionil-
CoA a succinil-CoA. Na primeira etapa da via a propionil-CoA carboxilase converte a
propionil-CoA em D-metilmalonil-CoA. Em seguida, a D-metilmalonil-CoA é convertida em
L-metilmalonil-CoA pela metilmalonil-CoA racemase e a L-metilmalonil-CoA é convertida
numa reacao de isomerizagao, catalisada pela L-metilmalonil-CoA mutase, em succinil-
CoA (Fenton et al., 2001). As trés reagdes sao reversiveis, entretanto, a via prossegue na
direcao da formacao de succinil-CoA. A enzima metilmalonil-CoA mutase constiui um
homodimero. Cada subunidade é formada por dois dominios: um deles contém o sitio de
ligacdo para o substrato e o outro contém o sitio de ligagdo para o cofator 5-

deoxiadenosilcobalamina (Ledley et al.,1988; Nham et al., 1990).

A falha na atividade desta enzima é atribuida a diferentes mutagcdées no gene
MUT, mapeado no cromossomo 6p21. Ja a deficiéncia do cofator 5"
deoxiadenosilcobalamina esta relacionada com mutagdes em 2 genes. O gene MMAA
codifica uma proteina possivelmente relacionada com a translocacdo de cobalamina para
dentro da mitocdndria (Dobson et al., 2002) enquanto o gene MMAB codifica a
cobalamina ATP-transferase. Defeitos nas primeiras etapas de processamento da
cobalamina resultam na combinagdo de acidemia metilmalénica e homocistindria,
enquanto falhas nas ultimas etapas causam as mesmas desordens isoladamente. Os
diferentes fendtipos resultantes destas mutagbes incluem: auséncia da atividade da

metilmalonil-CoA mutase, reducao da atividade da metilmalonil-CoA mutase, deficiéncia
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na sintese de 5-deoxiadenosilcobalamina e falha do metabolismo de cobalamina

(Sweetman e Williams, 2001).

1.2.2 Diagnodstico e valores de referéncia

Muitos dos sintomas apresentados pelos pacientes acometidos pela acidemia
metilmalénica sdo compartilhados por outras acidemias organicas. Deste modo, o
diagnostico preciso e definitivo baseia-se em teste bioquimico especializado, que consiste
na analise dos acidos organicos no plasma e/ou urina (Venditti, 2005). Por muitos anos a
ténica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi utilizada para
determinacao de MMA. Entretanto, esta técnica vem sendo substituida pela cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas devido a sua maior simplicidade
metodolégica (Carvalho e Kok, 2008). Além disso, ja esta disponivel em alguns centros
diagnésticos dos Estados Unidos a andlise genética da acidemia metilmalénica, que
consiste na detecgdo de mutagdes através do sequenciamento dos genes MUT, MMAA e
MMAB do paciente (Venditti, 2005). O MMA pode alcancar altas concentragdes no plasma

e no liquor durante os periodos de descompensagao metabdlica (Fenton et al., 2001).

Os valores normais de referéncia para o MMA sao: 4 mmol/mol de creatinina na
urina, 0,27 ymol/L no sangue e 0,59 umol/L no liquor. As concentracdes de MMA nos
individuos afetados severamente estao na faixa de 1.000—10.000 mmol/mol creatinina na
urina e 220-2.900 ymol/L no sangue (Fenton et al., 2001; Venditti 2005). Ja nos
pacientes responsivos a vitamina B12, o MMA varia de 10 a 100 mmol/mol de creatinina
na urina e 5 a 100 ymol/L no sangue (Venditti, 2005). As concentra¢des de MMA no liquor
dos pacientes sao similares aquelas encontradas no sangue, embora possam alcangar

niveis ainda mais elevados (Rosenberg, 1978; Hoffmann et al., 1993).
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1.2.3 Epidemiologia e sintomatologia

E estimado que a acidemia metilmaldnica afete 1 em cada 48.000 recém-
nascidos nos Estados Unidos (Coulombe et al., 1981), enquanto as incidéncias na lItalia e
Alemanha séo de 1:115.000 e 1:169.000, respectivamente (Deodato et al., 2006) (Tabela
). Os pacientes comegam a apresentar os sintomas da doenca logo nas primeiras
semanas de vida, com o inicio da ingestdao de proteinas. Algumas das manifestacées
clinicas agudas resultantes da descompensagdo metabdlica compreendem: vémitos
recorrentes, desidratacdo e dificuldade respiratéria. As manifestagdes neuroldgicas
envolvem retardo psicomotor, irritabilidade, letargia, hipotonia, convulsées e coma,
enquanto os achados laboratoriais incluem cetoacidose, hiperamonemia leve a moderada,
hiperglicinemia, acidemia latica, hipoglicemia e neutropenia (Ogier de Bauny e Saudubray,
2002). Sem terapia especifica, estes episddios implicam em severa incapacidade ou
morte. A maior parte das criancas sobrevive a primeira crise metabdlica aguda, mas
desenvolve complicagbes a longo prazo, incluindo retardo no desenvolvimento, retardo
psicomotor, déficit neuroldgico, insuficiéncia renal crénica, cardiomiopatia e pancreatite
(Baumgarter e Viardot, 1995; Leonard, 1995; Kahler et al., 1994; Horster et al., 2007). O
aumento na sobrevivéncia dos pacientes reflete o diagnéstico precoce da doenga e uma
rapida intervencao durante as crises agudas (Baumgarter e Viardot, 1995; Ogier de Bauny
et al., 2005). Os pacientes que tém o diagnéstico atrasado em alguns dias apresentam

quadro de séria desidratagao, além de acidose e hiperamonemia severas.
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DoencaMetabdlica | Deficiéncia Primaria Incidéncia
g D_ZﬁCié”Ciadz Desidrogenase de cadeia
esidrogenase de &di iI-CoA ~1:18.000
cadeiamédia acetil-CoA meédiazcetil-Co
Fenilcetonuria Fenildanina hidroxilase ~1:35.000
A_(:ldenjla_ Metilmalonil-CoA 1:48.000
Metilmalonica mutase
Acidemia Propi6nica Propionilcarboxilase ~1:82.000
Doencado xarope do Des[d_rogenase_ Qe o- ~1:960.000
bordo ceto&cidosramificados

(Coulombeet al.,1981;Zytkovicz et d.,2001)

Tabela | - Algumas doencas metabdlicas e suas incidéncias aproximadas.

1.2.4 Tratamento

O tratamento dos pacientes de acidemia metilmalénica em descompensacao
metabdlica consiste essencialmente na reidratacdo, que deve reestabelecer ainda o
equilibrio acido-base. Caso o pH néo seja normalizado pela reidratagéo, faz-se necessario
o uso de infusdo de bicarbonato (Ogier de Baulny et al., 2005). A redugdo ou eliminagao
dos metabdlitos toxicos tem como objetivo manter o equilibrio bioquimico dos pacientes e
€ realizada por hemofiltragdo, pelo fato de que a hemodialise ndo € bem tolerada

hemodinamicamente pelos neonatos (Yannicelli, 2006).

Em relagédo a dieta, é realizada uma suplementagcao parenteral com 1-3 mg/dia
de cobalamina (Ogier de Baulny et al., 2005). Normalmente os pacientes mut” e aqueles
relacionados com defeitos na sintese de AdoCbl apresentam boas respostas clinicas

quando suplementados com vitamina B12, enquanto os pacientes mut® nao sao
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responsivos ao tratamento, constituindo o fenétipo mais severo da doenca (Tanpaiboon,

2005; Deodato et al., 2006).

Além da vitamina B12, a terapia nutricional inclui uma dieta pobre em proteinas,
se possivel utilizando férmulas comerciais livres de aminoacidos de cadeia ramificada,
precursores de propionil-CoA, mas que seja rica em glicose e altamente energética,
evitando o catabolismo de proteinas musculares e, consequentemente, o aumento na
producao de metabdlitos toxicos. Pelos mesmos motivos, estados de jejum também
devem ser evitados (Thompson e Chalmers, 1990). Além disso, o uso de metronidazol
pode ser efetivo em diminuir a producéo de propionato pela flora intestinal (Thompson et
al., 1990), e a suplementagdo com 100 mg/kg/dia de carnitina pode prevenir uma
deficiéncia secundaria causada pela conjugacéo da carnitina com componentes acil-CoA
que sdo perdidos e, ainda, permitir a detoxificacdo do organismo pela excregao de
propionilcarnitina (Ogier de Baulny et al., 2005). Como opcéo para as complicacdes a
longo prazo, o transplante combinado de figado e rim tem sido bastante executado para a
reposicéo da atividade enzimatica. Embora nenhuma destas terapias pareca prevenir as
complicag6es neuroldgicas nestes pacientes (Leonard et al., 2001), o recente estudo de
Pinar-Sueiro et al. (2010) mostrou uma melhora significativa e a longo prazo na
neuropatia optica apresentada por um paciente com acidemia metilmal6nica sob terapia

com coenzima Q10 e alfa-tocoferol (vitamina E).

1.2.5 Aspectos neuroldgicos

O MMA ¢é predominantemente produzido no figado e nos rins, devido a alta
atividade da metilmalonil-CoA mutase nestes 6rgaos, em condigdes fisioldgicas (Fenton et
al., 1982; Kennedy et al., 1990), podendo ser produzido também no musculo esquelético e

no cérebro (Chandler et al., 2007). Neste ultimo, embora pequenas quantidades de MMA
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sejam geradas, ocorre um acumulo intracerebral de MMA por conta da barreira
hematoencefélica, que virtualmente impermeéavel aos acidos dicarboxilicos como o MMA
(Hoffmann et al., 1993), acaba por armazenar este metabdlito dentro do sistema nervoso
central (Kdlker et al., 2006). Ainda que muitos sistemas de transporte tenham sido
descritos para os acidos monocarboxilicos e para aminoacidos (Tamai e Tsuji, 2000), o
mesmo nao ocorre com 0s acidos dicarboxilicos, tendo fluxo limitado dentro e fora do

sistema nervoso central (Hassel et al., 2002; Sauer et al., 2006; Sauer et al., 2010).

De fato, a neurodegeneracdo que acontece na acidemia metilmalénica é
atribuida a este acumulo intracerebral de MMA (Kélker et al., 2006), e embora os achados
neuropatolégicos no cérebro ndao sejam especificos, pode-se observar a ocorréncia de
lesdo bilateral dos ganglios da base. Os pacientes normalmente desenvolvem sinais
extrapiramidais agudos devido a esta neurodegeneracéo, que € atribuida ao acumulo de

metabdlitos téxicos (Heidenreich et al., 1988; Fenton et al., 2001; Harting et al., 2008).

Notavelmente, o globo palido é altamente vulneravel ao dano hipbxico ou
isquémico, observado na intoxicagcao por monéxido de carbono ou cianeto, e também em
outras acidemias organicas envolvendo comprometimento do metabolismo energético,
como acidemia propidnica e encefalopatia mitocondrial (Burgeois et al., 1992; Brismar e

Ozand, 1994; Haas et al., 1995; Albin, 2000).

Normalmente os pacientes apresentam também um relativo retardo na
maturacao cerebral, incluindo atraso de mielinizacao, além de modificacées na substancia
branca e anormalidades no tronco cerebral e cerebelo (Harting et al., 2008). Ainda, em
pacientes em crise metabdlica foram encontrados niveis elevados de lactato no globo
palido e liquor (Hoffmann et al., 1993), e de modo interessante, pacientes submetidos ao

tranplante hepatico-renal podem apresentar as lesdes neurolégicas agudas sem
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apresentar descompensacao metabdlica (Leonard et al., 2001; Burlina et al., 2003), o que
parece corroborar com a hipétese do aprisionamento intracerebral de MMA (Kélker et al.,

2006).

1.3 Disfungcao mitocondrial na acidemia metilmalénica

As manifestagbes sistémicas e neurolégicas, incluindo a neurodegeneragao que
ocorre na acidemia metilmalénica parecem estar associadas ao acumulo de MMA e
outros metabdlitos téxicos nos tecidos e fluidos corpéreos, resultando em
comprometimento do metabolismo energético mitocondrial e desbalango redox (Wajner
and Coelho, 1997; Fenton et al., 2001; Morath et al., 2008; Chandler et al., 2009). De fato,
€ proposto que a disrupgao da homeostase mitocondrial participe do mecanismo de dano
tecidual em muitas das acidemias organicas como acidemia propidnica, aciduria glutarica
tipo |, aciduria D-2-hidroxiglutarica e encefalopatia etilmal6nica (Wajner e Goodman,

2011).

Os pacientes acometidos pela acidemia metilmalénica apresentam algumas
evidéncias de comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial como acumulo no
sangue e excregao na urina de grandes quantidades de &cido latico e intermediarios do
ciclo do &cido citrico (Fenton et al., 2001). Além disso, anormalidades mitocondriais,
reducdo na captagdo de oxigénio e baixa atividade de citocromo ¢ oxidase e de outras
enzimas dos complexos da cadeia respiratoria foram observadas em varios tecidos
provenientes de pacientes (Hayasaka et al., 1982; Ostergaard et al., 2005; Chandler et al.,

2009; de Keyzer et al., 2009).

Efeitos de MMA na inibicdo de atividades enzimaticas e de sistemas de

transporte foram descritos (Halperin et al., 1971; Dutra et al., 1993; Toyoshima et al.,
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1995; Wajner and Coelho, 1997; Brusque et al., 2002; Maciel et al., 2004; Schuck et al.,
2004; Pettenuzzo et al., 2006; Morath et al. 2008), apresentando em sua maior parte
caracteristicas inibitérias competitivas. De modo interessante, as mitocondrias de figado
tém a capacidade de captar e acumular MMA exdgeno, elevando a concentracao de MMA
na matriz mitocondrial cerca de 3-9 vezes em relagdo ao ambiente extramitocondrial
(Toyoshima et al., 1995), o que provavelmente faz com que estas organelas sejam mais

propensas aos efeitos toxicos do MMA.

Outros  metabdlitos  intermediarios como os acidos propibnico, 3-
hidroxipropidnico, malénico e 2-metilcitrico sdo acumulados na acidemia metilmalénica
(Fenton et al., 2001; Kdlker e Okun, 2005). Atualmente é argumentado que parte da
fisiopatologia desta doenca estaria relacionada ao efeito téxico resultante do acumulo
destes metabdlitos secundarios (Okun et al., 2002; Kdlker et al., 2003; Kdlker e Okun,
2005). Altos niveis de acido maldnico, inibidor competitivo da enzima mitocondrial
succinato desidrogenase, sdo encontrados nos pacientes, o que poderia explicar as
lesbes teciduais observadas na doenca (Okun et al.,, 2002). Os acidos 2-metilcitrico e
propiénico, além da propionil-CoA também estdo relacionados com a degeneracao
tecidual (Reszko et al., 2003). Ainda, é proposto que o acumulo de metilmalonil-CoA seja
téxico tanto pela inibicdo competitiva por este metabdlito da atividade da piruvato
carboxilase, como mostrado por Utter et al. (1964), como também pelo armazenamento
de CoA, sendo que ambos os processos podem prejudicar o metabolismo oxidativo
(Fenton et al., 2001). Além disso, o comprometimento da clivagem intramitocondrial de
glicina e a inibicao da N-acetilglutamato sintase sdo responsaveis respectivamente pela
hiperglicinemia e hiperamonemia apresentada pelos pacientes com acidemia

metilmal6nica (Tanpaiboon, 2005).
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O trabalho de Oberholzer et al. (1967) foi o que primeiro propés que a inibicao da
piruvato carboxilase pela metilmalonil-CoA poderia promover diminuicdo na
gliconeogénese, resultando na inabilidade em manter os niveis sanguineos de glicose. A
hipoglicemia esta presente em um numero considerdvel de pacientes com acidemia
metilmalbnica. Pouco depois, resultados de Halperin et al. (1971) mostraram um sitio
alternativo de inibicdo da gliconeogénese na acidemia metilmalénica, o qual envolve a
inibicado pelo MMA do transporte de malato através do carreador mitocondrial de
dicarboxilatos. Notadamente, o MMA pode ser transportado através dos trés sistemas
existentes para o transporte de malato: os carreadores de dicarboxilatos, tricarboxilatos e
de a-cetoglutarato (Halperin et al., 1971). Em adicdo, o mesmo trabalho sugeriu um efeito
inibitério do MMA na succinato desidrogenase (SDH), componente da cadeia respiratéria
mitocondrial e do ciclo do acido citrico. Outros experimentos sugerindo que o MMA seria
um fraco inibidor competitivo da SDH foram conduzidos empregando-se mitocéndrias
isoladas e particulas submitocondriais de cérebro e figado de rato (Dutra et al., 1993;
Toyoshima et al., 1995). Este efeito foi atribuido a similaridade estrutural entre o MMA,
malonato (um inibidor classico da SDH), e succinato. No entanto, o efeito inibitério de
MMA na atividade da SDH nao foi detectado em particulas submitocondriais purificadas

(Okun et al., 2002; Kélker et al., 2003).

Adicionalmente, foi descrita uma redugdo dose-dependente pelo MMA na
producéo de CO, no cérebro de ratos jovens a partir de glicose e acetato, e também um
aumento na producgéo de lactato em fragmentos de cérebro de rato (Wajner et al., 1992).
Estes efeitos do MMA foram seguidos por aumento na captacao de glicose, indicando que
a oxidacao aerdbica da glicose é blogueada por este metabdlito. Estes experimentos
suportam o conceito de que o MMA pode comprometer a atividade do ciclo do acido

citrico devido a falta de intermediarios incluindo o oxaloacetato (gerado pela piruvato
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carboxilase), succinato intramitocondrial e malato. A auséncia de succinil-CoA devido a
falha primaria da metilmalonil-CoA mutase pode também contribuir para a redugéo da
atividade do ciclo do é&cido citrico na acidemia metilmaldénica. O uso de substratos
alternativos como corpos cetdnicos e lactato pelas mitocdndrias de cérebro também pode
ser inibido pelo MMA através da inibicdo competitiva da B-hidroxibutirato (Dutra et al.,
1991, 1993) e lactato desidrogenases (Saad et al., 2006). O efeito inibitério de MMA na -
hidroxibutirato desidrogenase no figado pode resultar em suprimento diminuido de corpos

cetbnicos para o cérebro e consequentemente prejuizo de sua utilizagdo neste érgao.

Outra possibilidade de atuagdo do MMA nas mitocéndrias € como inibidor de
componentes da cadeia respiratéria mitocondrial. Embora as evidéncias apresentadas
acima indiquem que o MMA nao é inibidor da SDH (complexo Il), ele pode levar a
diferentes alteragbes nas atividades dos complexos respiratérios. Diminuicdo nas
atividades dos complexos | + Ill e Il + Il foi observada em homogenatos de cérebro,
figado e rim apéds exposicdo ao MMA (Brusque et al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006). No
entanto, ndo houve efeito inibitério na atividade do complexo IV em mitocéndrias isoladas
de figado de rato e homogenatos de diferentes tecidos de rato (Hayasaka et al., 1982;
Brusque et al., 2002; Pettenuzzo et al.,, 2006). Notadamente, foram encontradas
atividades deficientes dos complexos Ill e IV em extratos de figado de pacientes com
acidemia metilmalénica (Hayasaka et al., 1982; Chandler et al., 2009; de Keyzer et al.,
2009; Valayannopoulos et al., 2009) e em dois modelos de roedores para a acidemia
metilmalonica (Krahenbuhl et al., 1991; Chandler et al., 2009). Pelo fato da reduc¢do no
fluxo de elétrons na cadeia respiratéria estar associada com um aumento na geragao de
espécies reativas de oxigénio (Kowaltowski et al., 2009), o comprometimento da atividade
de complexos respiratorios na acidemia metilmalénica parece responsavel pela produgao

aumetada de oxidantes. Ainda, Schuck et al. (2004) observaram que o MMA inibe a
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atividade da creatina quinase mitocondrial no cértex cerebral de ratos. Esta enzima é um
importante componente do tamponamento de energia celular e do sistema de transporte,
conectando a fosforilagdo oxidativa com o consumo de ATP (Schlattner et al., 2006). A
atividade reduzida na atividade da creatina quinase pode levar a um declinio da razéo
celular ATP/ADP, como observado em cultura de células estriatais expostas ao MMA

(McLaughlin et al., 1998).

Mudangcas na morfologia mitocondrial, incluindo megamitocdndria, foram
observadas no figado, rim e péancreas de um modelo de camundongo knockout

estabelecido para acidemia metilmalénica (Chandler et al., 2009; Murphy et al., 2010).

1.4 Toxicidade celular por metilmalonato

Trabalhos descrevendo os efeitos do MMA em cultura de células neuronais
mostraram diminuicdo da razdo ATP/ADP, colapso dos gradientes ibnicos seguido por
despolarizacdo da membrana e aumento dos niveis intracelulares de Ca*, levando &
morte celular por necrose e apoptose (McLaughlin et al., 1998; Okun et al., 2002; Maciel
et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006). Os antagonistas de receptores ionotropicos de
glutamato previnem a morte induzida pelo MMA sugerindo o envolvimento de
mecanismos celulares excitotéxicos no dano celular (McLaughlin et al., 1998; Okun et al.,
2002). Ainda, o envolvimento da excitotoxicidade também é evidenciado pela prevencao
promovida pelo MK-801, antagonista do receptor de glutamato, no comportamento
rotacional e nas convulsdes induzidas pela administracao intraestriatal de MMA (de Mello

et al., 1996).

A excitotoxicidade € um processo do sistema nervoso central que pode estar

associado com uma liberagdo aumentada de glutamato em resposta ao comprometimento
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do metabolismo energético cerebral (excitotoxicidade secundaria) (Albin e Greenamyre,
1992). A toxicidade de glutamato é promovida principalmente pela ativacao de receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA), com influxo de Ca** e Na* (Choi 1987; Rothman e Olney,
1987). Sob condigdes excitotdxicas, as mitocbndrias sdo as principais organelas
responsaveis pelo sequestro de Ca®*, um evento associado com a morte celular neuronal
(Nicholls e Budd, 2000). As concentracdes aumentadas de Ca** na matriz mitocondrial
podem induzir a disfungcdo na organela por promover o processo de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM), uma permeabilizacdo nao-seletiva da membrana
mitocondrial interna (Kowaltowski et al., 2001). O envolvimento da TPM na
neurotoxicidade mediada por glutamato foi evidenciado por experimentos que
empregaram culturas de células PC12 e fatias de cérebro de ratos, nos quais uma
importante inibicdo da morte celular induzida por MMA foi observada na presenca de
inibidores da TPM (Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006). Desde que o desbalango
redox € um importante indutor da TPM (Castilho et al., 1995), o aumento na geracao
mitocondrial de EROs nas células de pacientes com acidemia metilmal6nica, como

observado por Richard et al. (2007), pode facilitar a ocorréncia de TPM.

Foi também observado que a abertura do canal mitocondrial de K* sensivel a
ATP (mitoKarp) por diazoxido protege as células contra a morte celular induzida por MMA
(Kowaltowski et al., 2006). A abertura do mitoKarp resulta em decréscimo da produgéao
mitocondrial de EROs (Facundo et al., 2005). Em adicdo, sob condi¢cdes de privagao
energética, a abertura do mitoKarp inibe a hidrélise mitocondrial de ATP pela ATP-sintase
(Belisle e Kowaltowski, 2002; Kowaltowski et al., 2006), a qual ajuda a manter a razao
ATP/ADP citosélica e também a limitar a captacdo mitocondrial de Ca®*, prevenindo a

TPM indiretamente.
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Embora os efeitos citotéxicos do MMA estejam documentados em culturas
primdrias ricas em neurdnios e em linhagens celulares neuronais, o efeito téxico do MMA

em células gliais até o momento permanecia inexplorado.
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2. Objetivos
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2.1 Objetivo geral

A acidemia metilmal6nica é caracterizada pelo acumulo de metilmalonato (MMA)
nos tecidos e fluidos corpéreos. Ha evidéncias relacionando o acumulo deste metabdlito
com um comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial, que implicaria por sua
vez, na neurodegeneragdo que é observada nos pacientes. Deste modo, propusemos a
caracterizacao do efeito de metilmalonato (MMA) na bioenergética mitocondrial para
melhor entender o processo de disfuncdo mitocondrial que ocorre na acidemia

metilmalbnica, bem como sua importancia na fisiopatologia desta doenca.

2.2 Objetivos especificos:

a) Caracterizar o efeito in vitro e in vivo de MMA na respiragdo de mitocdndrias

isoladas de cérebro de rato.

b) Verificar a participagdo do MMA no comprometimento do metabolismo

oxidativo neuronal em modelo constituido por tecido cerebral de rato.

c) Avaliar o efeito de MMA no metabolismo e viabilidade de linhagens de células

neuronais e gliais.

d) Estudar o efeito de MMA na produgao mitocondrial de espécies reativas de

oxigénio.
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3. Materiais e Métodos
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3.1 Reagentes — A maioria dos produtos quimicos, incluindo ADP, acido a-
cetoglutarico, acido citrico, &cido isocitrico, acido L-glutdmico, &acido malico, acido
malbnico, acido metilmaldnico, acido pirdvico de sodio e acido succinico foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). As solugbes de ADP, a-cetoglutarato, citrato,
isocitrato, glutamato, malato, malonato, metilmalonato (MMA) e piruvato foram preparadas
por dissolugdo dos respectivos acidos em agua e o pH foi ajustado para 7,2 com KOH.
Para os tratamentos das células, o pH das solugdes foi ajustado com NaOH. Para os
tratamentos in vivo, solugdes tamponadas de MMA foram preparadas dissolvendo-se o

acido em agua e ajustando o pH para 7,4 com NaOH.

3.2 Animais de experimentacdo — Os procedimentos experimentais utilizados
neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA)/UNICAMP, por estarem de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal (protocolo n° 1142-1 de 2006). Ratos adultos da linhagem Wistar, fémeas,
pesando 250-300 g, foram utilizados para o isolamento de mitocdndrias. Para os
experimentos de respiragdo utilizando fragmentos cerebrais, foram empregados ratos
Wistar adultos machos. Os animais foram obtidos do biotério central da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica), e
foram alojados em gaiolas mantidas em sala climatizada a 22 + 2°C, com ciclo de 12
horas claro e escuro, com livre acesso a agua e ragao (Labina/Purina, Campinas, SP,

Brasil).

3.3 Isolamento das fragcoes mitocondriais de cérebro de ratos — Cérebros de
dois animais foram rapidamente removidos (1 minuto), descartando-se cerebelo e medula.
O tecido restante foi colocado num recipiente contendo 10 mL de meio de isolamento

composto por manitol 225 mM, sacarose 75 mM, EGTA-K* 1 mM, BSA 0,1% e HEPES-K*
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10 mM (pH 7,4). O tecido foi fragmentado em vérios pedagos e extensivamente lavado
para, em seguida, ser homogeneizado manualmente em homogeneizador tipo Dounce por
aproximadamente 6 vezes com pistilo frouxo e 6 vezes com o pistilo apertado para
provocar a lise celular e obtengcdo de uma suspensdao homogénea. A suspensado foi
centrifugada diferencialmente pelo método descrito por Rosenthal et al. (1987) com
algumas modificagdes. Primeiramente, a suspensao foi centrifugada por 3 min a 2.000 g
em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA) para precipitagdo de nucleos
e residuos celulares. Ap6s a primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente
centrifugado por 8 minutos a 12.000 g. O sedimento resultante foi ressuspendido em 20
mL do mesmo meio com adigdo de 40 pL de digitonina 10% e centrifugado durante 10
minutos a 12.000 g. O sobrenadante e o pellet mais externo e superior (parte clara) foram
descartados e apenas o pellet central (escuro) foi ressuspendido em meio composto de
manitol 225 mM, sacarose 75 mM e HEPES-K* 5 mM pH 7,2 e novamente centrifugado a
12.000 g por 10 min. Todas as centrifugagbes foram realizadas a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido no mesmo meio, ajustando-se a concentragdo de proteina para 30 - 40

mg/mL e mantido em banho de gelo.

3.4 Determinacao de proteina — As concentragdes de proteina das suspensoes
mitocondriais foram determinadas pelo método de Biureto (Gornall et al., 1949) na
presenca de colato 0,2%. O principio do método baseia-se na formacdo de ligagoes
peptidicas com ions cupricos, em meio alcalino, dando origem a um complexo com
tonalidade violeta, quantificado a 540 nm em espectrofotbmetro. A absorbancia é
considerada diretamente proporcional a concentragdo de proteina na solugdo analisada.

Uma solugéo de albumina de soro bovino (BSA) a 1% foi utilizada como padréo.
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3.5 Medida da respiracao mitocondrial — O consumo de oxigénio foi
acompanhado polarograficamente em suspensdes de mitocondrias isoladas (0,5 mg/mL)
utiizando-se uma camara com temperatura controlada, sob agitagdo magnética
constante, acoplada a um eletrodo de oxigénio tipo Clark (Hansatech Instruments Ltd,
Inglaterra). Considerou-se a solubilidade do oxigénio molecular (O,) em dgua como sendo
de 200 ymol/L, a 37°C e 1 atm (Robinson e Cooper, 1970). Os experimentos foram
realizados em meio de reagao padrao contendo KCI 130 mM, HEPES-K* 10 mM (pH 7,2),
K:HPO4 2 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 200 uM e ADP 800 pM em volume final de 1 mL. A
qualidade das mitocéndrias (controle respiratério) foi testada pelo célculo da razédo entre
as velocidades de consumo de O, nos estados de fosforilagdo oxidativa (V3) e repouso
(V4). A suspensao mitocondrial foi considerada adequada para o uso quando esta razéo

foi superior a 5,0 utilizando malato e glutamato como substratos respiratorios.

3.6 Medida do transporte mitocondrial de dicarboxilatos utilizando sais de
potassio — O transporte de succinato foi estimado em suspensao mitocondrial de cérebro
de rato (0,4 mg/mL) utilizando meio de reagdo contendo EGTA 0,1 mM (K*), EDTA 0,1
mM, MOPS 5 mM (pH 7,4), antimicina A 200 nM, nigericina 0,7 uM e substratos 36,7 mM
(K*), com osmolaridade de aproximadamente 110 mOsm, a 37 °C. Foi utilizado um
fluorimetro modelo F-4010 Hitachi spectrofluorometer (Hitachi Ltd, Tokyo, Jap&o)
operando em comprimento de onda 540 nm para excitagdo e emissao. A metodologia é
baseada na diminuicdo do espalhamento de luz devido ao inchamento mitocondrial que
acompanha o transporte de sais para dentro das organelas (Liu et al., 1996) e o estimulo
do inchamento mitocondrial por HPO,> 2 mM reflete a atividade do carreador de
dicarboxilatos. As velocidades de inchamento mitocondrial entre 5 e 35 segundos, apoés

adicdo de HPO,?, foram utilizadas para quantificar as medidas.
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3.7 Medida do transporte mitocondrial de dicarboxilatos utilizando sais de
amoénio— O transporte de succinato utilizando sais de aménio foi estimado em suspensao
mitocondrial de cérebro de rato (0,4 mg/mL) em meio de reagdo contendo Tris 20 mM,
EGTA 1 mM (pH 7,4), substratos (NH,") 100 mM e antimicina A 2 uM a 30°C (Halperin et
al.,1971). O inchamento mitocondrial foi estimado em fluorimetro operando em

comprimento de onda 540 nm para excitagdo e emissao.

3.8 Medida do transporte mitocondrial de glutamato — A metodologia que
utiliza sais de aménio também foi empregada na avaliacdo do transporte mitocondrial de
glutamato, a 37 °C. A estimativa foi realizada na presenca de antimicina A 2 pM e
rotenona 2,5 uM, sem adicao de fosfato inorganico. A concentragao protéica utilizada foi

de 0,1 mg/mL para mitocondrias de cérebro e figado.

3.9 Medida da atividade da glutamato desidrogenase — A reagdo de
conversdo de glutamato e NAD® a a-cetoglutarato, NH,* e NADH, catalisada pela
glutamato desidrogenase foi acompanhada medindo-se fluorimetricamente o NADH
produzido em comprimentos de onda 340 e 460 nm, para excitagdo e emisséo,
respectivamente (Zhang et al., 2004). A suspensdo mitocondrial (0,15 mg/mL) foi
incubada a 37 °C em meio de reagao padrao (pH 7,2), contendo triton X-100 0,1%, ADP
250 uM, NAD" 1 mM e concentragbes crescentes de glutamato (0,3; 1; 3 e 10 mM) na

auséncia ou presenca de concentragdes variaveis de MMA (1-10 mM).

3.10 Medida da atividade da aspartato transaminase (AST) — A reagao de
conversao de glutamato e oxaloacetato em aspartato e a-cetoglutarato catalisada pela
AST (1), foi acompanhada no sentido da formacdo destes ultimos através de uma
metodologia acoplada a atividade da glutamato desidrogenase (2) (Dennis et al., 1976;

Cheeseman e Clarck, 1988). Mitocdndrias de cérebro de rato (0,25 mg/mL) foram
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incubadas a 37 °C em meio de reagdao composto por K;.HPO, 100 mM (pH 7,4) contendo
triton X-100 0,17%, glutamato 2 mM, oxaloacetato 1 mM, NH,CI 50 mM, NADPH 100 uM e
glutamato desidrogenase purificada 4 U/mL na auséncia ou presenca de concentragdes
variaveis de MMA (1-10 mM). O consumo de NADPH durante a reagao, representado pelo
correspondente  decréscimo na fluorescéncia foi acompanhado utilizando-se

comprimentos de onda 340 e 460 nm para excitacao e emissao, respectivamente.
AST
Glutamato + Oxaloacetato «—— Aspartato + a-Cetoglutarato (1)

GDH
a-Cetoglutarato + NH;*+ NADPH <—=  Glutamato + NADP*  (2)

3.11 Medida da atividade do complexo a-cetoglutarato desidrogenase —
Mitocéndrias de cérebro de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reagao
composto por K;HPO4 50 mM, MgCl, 1 mM (pH 7,35), contendo pirofosfato de tiamina 0,2
mM, DTT 0,3 mM, EGTA 100 uM, coenzima A-SH 50 pM, triton X-100 0.1%, antimicina A
1 UM, rotenona 2.5 pM, a-cetoglutarato 250 uM, NAD* 2 mM, e diferentes concentragdes
de MMA (0; 1; 5 e 10 mM) a 37 °C. A reagao de conversao de a-cetoglutarato, NAD* e
coenzima A em succinil-CoA, NADH e CO,, catalisada pelo complexo a-cetoglutarato
desidrogenase foi acompanhada medindo-se fluorimetricamente o NADH produzido em

comprimentos de onda 340 e 466 nm, para excitacao e emissao, respectivamente.

3.12 Medida da atividade do complexo piruvato desidrogenase — O ensaio
enzimatico da conversao de piruvato em acetil-CoA foi realizado utilizando-se 0 mesmo
meio de reagdo e parametros descritos para a medida da atividade da a-cetoglutarato

desidrogenase. Foram incubadas diferentes concentragcbes de piruvato (25, 50, 100 e 250
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uM), e de MMA (0; 1; 5 e 10 mM), na presencga de piruvato desidrogenase purificada na

concentracdo de 32,25 pug/mL, além de NAD* 2 mM, a 37 °C.

3.13 Medida do efluxo mitocondrial de a-cetoglutarato por meio do
transportador de a-cetoglutarato (OGC) — O transporte de a-cetoglutarato foi estimado
em suspensao mitocondrial de cérebro de rato (0,5 mg/mL), a 37 °C utilizando meio de
reacdo composto por manitol 75 mM, sacarose 25 mM, fosfato de potassio 5 mM, Tris-
HCI 20 mM, EDTA 0,5 mM, KCI 100 mM, BSA 0,1% (pH 7,4), sulfato de aménio 3 mM,
ADP 0,5 mM, GDH purificada 10 U/mL, NADH 66 uM e glutamato 3 mM, na presencga ou
auséncia de malato 0,5 mM, MMA 0,5 mM ou da prépria GDH. Foi utilizado um fluorimetro
modelo F-4010 Hitachi (Hitachi Ltd, Tokyo, Japao) operando em comprimento de onda
340 nm para excitacao e 465 para emissao. A metodologia (Contreras e Satrustegui,
2009) é baseada na diminuicao da fluorescéncia do NADH devido a sua conversdao em
NAD" nao-fluorescente. Ao entrar na mitocéndria via trocador glutamato/aspartato (AGC),
o glutamato é prontamente convertido em a-cetoglutarato pela aspartato transaminase
(AST) e deixa a mitocéndria via transportador de a-cetoglutarato (OGC). O a-cetoglutarato
transportado para fora da mitocondria € reconvertido em glutamato pela glutamato
desidrogenase exégena (GDH), com consumo de NADH, permitindo a quantificacdo do

transporte de a-cetoglutarato.

3.14 Preparo de amostras de conteudo intramitocondrial para avaliacao do
acumulo intramitocondrial de MMA — O preparo das amostras consistiu na incubagao
de 2 mg/mL de mitocondrias de cérebro de rato em meio de reacdo padrao na presenca
de substratos enddgenos ou dos substratos exdégenos, glutamato 3 mM e a-cetoglutarato
1,5 mM separadamente, na presenca de MMA 2 mM por aproximadamente 8 minutos.

ADP 800 uM foi adicionado para estimular a respiracdo pela fosforilagdo oxidativa.
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Imediatamente apds o consumo de oxigénio, a suspensao mitocondrial foi centrifugada a
20.800 g por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e o sedimento foi
lavado com meio de reacao padrao (1x), para em seguida ser ressuspendido em 200 pL
de solugdo hipoténica constituida por HEPES 10 mM (pH 7,2). Posteriormente, a
suspensdao mitocondrial foi congelada/descongelada em nitrogénio liquido (4x) para
promover a lise mitocondrial. A amostra foi centrifugada mais uma vez a 20.800 g por 5
minutos, o sedimento resultante foi desprezado e o sobrenadante, correspondente ao
conteudo intramitocondrial foi estocado a -80°C até o momento da estimativa do acumulo
intramitocondrial de MMA. A metodologia de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (CL-EM/EM) foi empregada para detecgéo e
quantificacdo de metilmalonato, posteriormente a extragdo alquilativa do analito, de

acordo com Carvalho e Kok (2008), no Instituto Fleury — Medicina e Saude.

3.15 Tratamento crénico de ratos jovens com MMA — Dois grupos de ratos
com idade de cinco dias, cada grupo com 6 animais, foram colocados em gaiolas
separadas, juntamente com suas respectivas maes. Um dos grupos recebeu
administracao intraperitoneal de MMA (pH 7,4), duas vezes ao dia com intervalo de 8
horas, durante 16 dias. O MMA foi administrado em concentracdes crescentes de acordo
com a idade do animal para se alcangar concentragdes plasmaticas de 2-2,5 mM (Dutra et
al., 1991). Nos 8 primeiros dias de tratamento, os animais foram injetados com um volume
de 9 yuL/g do animal (0,72 pmol MMA/g) de solugdo MMA 1%. Nos cinco dias seguintes
de tratamento eles foram injetados com 8 uL/g (0,89 umol MMA/g) de solucao MMA 1,5%
e nos trés ultimos dias foram injetados com 11 pL/g (1,67 umol MMA/g) de solugao MMA
2%. O grupo controle foi injetado com solucdo salina (NaCl 0,9%) nos volumes

equivalentes aos do grupo tratado. No dia seguinte ao ultimo dia de tratamento (21° dia de
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vida), apdés 16h da ultima administracdo de MMA, os animais foram sacrificados para o

isolamento de mitocdndrias de cérebro.

3.16 Medida da atividade de citrato sintase — A reacdo de conversao de
oxaloacetato e acetil-CoA a citrato e SH-CoA, catalisada pela citrato sintase foi
acompanhada medindo-se espectrofotometricamente o produto de reagdo, &cido
tionitrobenzoéico (TNB) (Shepherd e Garland, 1969). As diferentes suspensdes foram
incubadas a 37°C em meio de reagao tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo triton X-100
0,1%, oxaloacetato 250 puM, acetil-CoA 50 uM, e acido ditionitrobenzdico (DTNB) 100 puM.

O intenso aumento na absorbancia a 412 nm foi registrado durante 8 minutos.

3.17 Medida do consumo de O, por fragmentos de tecido — O consumo de
oxigénio por fragmentos de cérebro de rato foi estimado em oxigrafo de alta resolugéo
(Oroboros Oxygraph-2K). Fragmentos de cérebro (1 mm®) obtidos empregando-se um
fatiador de tecidos (Mcllwain, Inglaterra) foram mantidos em banho de gelo em meio
composto por solugéo balanceada de Hank e HEPES 20 mM, previamente a incubagéo
do tecido (3 mg/mL) a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm no aparelho. Ap6s 10 min do inicio
do experimento, MMA 10 mM foi adicionado a uma das cubas e, ao longo do periodo de
100 min, o consumo de oxigénio foi determinado simultaneamente nas amostras controle
e tratada com MMA. A fracdo de consumo de oxigénio pela cadeia respiratéria
mitocondrial foi estimada pela sensibilidade ao inibidor do complexo lll, antimicina A. Para
aquisicao e andlise dos dados foi empregado o software DatLab 4 (Oroboros Instruments,

Innsbruck, Austria).

3.18 Cultura de células PC12 — As células PC12, derivadas de feocromocitoma
de rato foram continuamente mantidas a 372C e CO, a 5% em frascos de cultura de 150

cm? de superficie em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (4,5 g/L de
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glicose), suplementado com 10% de soro equino, 5% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). A manutengcédo das
células foi realizada a cada dois dias por meio da passagem das células (5 x 10%cm?)
para novas garrafas. As células aderidas foram previamente lavadas com PBS e em
seguida foi utilizada uma solugdo de tripsina/EDTA 50 pg/cm? a 37°C para dissociar as
células da superficie. A agcdo da tripsina foi inativada pela adicdo de meio DMEM
suplementado. A passagem das células para novas garrafas foi realizada apds a
centrifugacao da suspensao a 2.800 g por 3 min e ressuspensao do sedimento resultante

em 5 mL de DMEM suplementado.

3.19 Medida da viabilidade celular por azul de Tripan — Primeiramente foi
realizado o plaqueamento das células PC12 (100.000 células/cm? em placas individuais
de 9,2 cm? e estas foram mantidas em DMEM suplementado a 37°C e CO, a 5% durante
24h para aderéncia das células na superficie das placas. Posteriormente, este meio foi
substituido por DMEM suplementado apenas com HEPES 20 mM (pH 7,2) na auséncia ou
presenca de MMA 10 mM, e as células permaneceram incubadas a 37°C e CO, a 5%
durante 3, 7, 15 e 24h. Posteriormente, as células foram ressuspendidas e a estimativa da
viabilidade celular foi realizada por meio da contagem das células em camara de

Neubauer ap6s a diluicdo da suspensao celular em azul de tripan 0,1% em PBS.

3.20 Determinacéao do potencial de membrana mitocondrial em células PC12
intactas — As células PC12 (0,5 x 10° /mL) mantidas em placas de 9,2 cm?® foram
incubadas em meio DMEM suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na auséncia ou
presenca de MMA 10 mM durante 15 horas a 37°C e CO, a 5%. Posteriormente, as
células (1 x 10°/mL) foram incubadas em 400 pL de meio contendo DiOCg(3) 3 nM e 80

U/mL de DNAse na auséncia ou presenga de oligomicina 2 ug/mL; CCCP 50 uM ou
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oligomicina juntamente com CCCP nas situacdes controle e tratada com MMA 10 mM. As
suspensodes celulares foram mantidas sob agitagao constante, a 25°C e protegidas da luz
durante 40 minutos. Apds a incubacado, a positividade das células para o marcador
DiOCe(3) foi imediatamente analisada por meio da leitura da fluorescéncia do composto
no canal FL-1 de um citdbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) coletando-se
40.000 eventos de cada tubo, em duplicata (Rottenberg e Wu, 1998). Os dados

resultantes foram normalizados utilizando-se o software CellQuest Pro software.

3.21 Determinagao do potencial de membrana mitocondrial em células PC12
permeabilizadas — Células PC12 (1 x 10°/mL) mantidas em placas de 22,1 cm? foram
incubadas em meio DMEM suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situagbes
controle e tratada com MMA 10 mM durante 7 horas. Apds a incubacao, as suspensoées
celulares foram centrifugadas a 1.500 g durante 3 minutos, seguindo-se a substituicdo do
meio de manutencédo celular por 1 mL do meio de reagado livre de K" constituido por
sacarose 250 mM, EGTA 200 uM, BSA 1 mg/mL, Na,HPO, 2 mM, MgCl, 1 mM e HEPES-
Na*® 10 mM (pH 7,2) apds lavagem do pellet (1x). As células foram entdo incubadas com
digitonina 40 uM, a 28°C durante 5 minutos. A digitonina foi utilizada para permeabilizar
seletivamente a membrana plasmatica. Em seguida, para a remogao do K* liberado pela
permeabilizacdo celular, as células foram centrifugadas novamente, o pellet foi lavado
com meio de reacao (1x) e ressuspendido em 50 pL do mesmo. Para os experimentos de
estabelecimento do método para determinacao do potencial de menbrana mitocondrial em
células PC12 permeabilizadas, foram empregadas diferentes concentra¢des celulares
(0,5; 1; 4 e 12 x 10° células/mL) durante as medidas de fluorescéncia de safranina.
Posteriormente, para os experimentos na presenca de MMA, a concentracado ideal de
células encontrada (4 x 10°/mL) foi incubada a 28°C em 1,7 mL de meio de reacdo na

presenga de safranina 5 pM, digitonina 40 uM e de coquetel de substratos para o
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complexo | (malato 3,4 mM, glutamato 2,1 mM, piruvato 2,1 mM e a-cetoglutarato 1,86
mM) totalizando 9,46 mM. Durante o experimento, valinomicina 40 ng/mL, K* (3 adi¢cdes
de 375 pM, 4 adi¢coes de 500 uM e 3 adigbes de 1,5 mM) e FCCP 1 uM foram adicionados
ao meio de reacdo. As medidas foram realizadas em fluorimetro (Hitachi F-4010, Tokyo,
Japan) equipado com agitacdo magnética constante e operando em comprimentos de
onda de 495 e 586 nm para excitacdo e emissdo, respectivamente (Akerman and

Wikstrém, 1976) e slits de 5 nm para excitagéo e emissao.

3.22 Medida do consumo de O, por células PC12 intactas — Células PC12 (1
x 10%mL) mantidas em placas de 22,1 cm? foram incubadas em meio DMEM
suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na auséncia ou presenga de MMA 10 mM
durante 7 horas. Apés o tratamento, as suspensdes celulares foram centrifugadas a 1.500
g durante 3 minutos, seguindo-se a substituicdo do meio de manutengao celular por 1 mL
de meio de reacdo (mesmo meio utilizado para a determinagdo do potencial de
membrana) para lavagem (1x) do pellet, que foi em seguida ressuspendido em 50 pL do
meio. Posteriormente, o consumo de oxigénio foi monitorado em oxigrafo de alta
resolucdo (Oroboros Oxygraph-2K). As células (4 x 10°/mL) foram incubadas em camara
fechada, contendo 2 mL de meio de reacéo, a 37°C sob agitacdo de 200 rpm, na presenca
de coquetel de substratos para o complexo |. Apds a respiragdo basal, foi adicionada 1
pg/mL de oligomicina, seguida pela adigdo de FCCP 20 nM apds 5 min para estimular ao
maximo o fluxo de oxigénio. O software DatLab 4 (Oroboros Instruments, Innsbruck,

Austria) foi empregado para aquisicdo e andlise dos dados.

3.23 Medida do consumo de O, por células PC12 permeabilizadas — Células
PC12 (1 x 10%mL) mantidas e preparadas de acordo com os mesmos parametros

utilizados para o preparo das amostras para os experimentos de potencial de membrana.
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O consumo de oxigénio foi monitorado em oxigrafo de alta resolucdo (Oroboros
Oxygraph-2K). Apos tratamento das células nas mesmas condigbes realizadas para os
experimentos de potencial de membrana, estas foram incubadas em cémara fechada,
contendo 2 mL de meio de reagdo na presenca de coquetel de substratos para o
complexo | e digitonina 40 pM. ADP 400 pM foi adicionado aos 15 minutos do
experimento para estimular a respiracao pela fosforilacao oxidativa e FCCP 80 nM no
tempo de 25 minutos, para estimular ao maximo o fluxo de oxigénio. O software DatLab 4
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) foi empregado para aquisicdo e andlise dos

dados.

3.24 Cultura de células U-87MG — As ceélulas U-87MG, derivadas de
glioblastoma humano foram continuamente mantidas a 37 °C e CO, a 5% em frascos de
cultura de 150 cm? de superficie em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (2 g/L
de glicose), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). A manutencao das células foi realizada a
cada dois dias por meio da passagem das células (5 x 10*/cm?) para novas garrafas. As
células aderidas foram previamente lavadas com PBS e em seguida foi utilizada uma
solucéo de tripsina/EDTA 50 pg/cm? a 37°C para dissociar as células. A acéo da tripsina
foi inativada pela adicdo de meio DMEM suplementado. A passagem das células para
novas garrafas foi realizada apés a centrifugacdo da suspensao a 2.800 g por 3 min e

ressuspensao do pellet resultante em 5 mL de DMEM suplementado.

3.25 Medida da viabilidade celular por MTT — Primeiramente foi realizado o
plaqueamento das células PC12 (5 x 10* células/cm?) em placas individuais de 9,2 cm?® e
estas foram mantidas em DMEM suplementado a 37°C e CO, a 5% durante 24h para

aderéncia das células na superficie das placas. Posteriormente, este meio foi renovado e,
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ainda, suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na auséncia ou presenca de MMA 10
mM, e as células permaneceram incubadas a 37°C e CO, a 5% durante 3, 24 e 48h.
Posteriormente, as células foram lavadas em PBS 1X e foi adicionado 1 mL da solucao de
MTT 2,98 mM. Ap6s 90 min, 1 mL da solu¢ao &cida SDS 10% - HCI 10 mM foi adicionado
para solubilizacdo dos cristais de formazan. A viabilidade celular foi determinada pela

leitura da absorbancia em leitor de placas operando em comprimento de onda 570 nm.

3.26 Cultura primadria de astrocitos — A cultura primaria de astrdcitos foi obtida
a partir de ratos Wistar com idade de 2 dias, utilizando o método de Mecha et al. (2011),
com modificagdes. Primeiramente os neonatos foram higienizados com etanol 70% e em
seguida decapitados dentro do fluxo laminar. Utilizando materiais esterilizados, os
cérebros foram dissecados em DMEM sem fenol suplementado com 1% de antibiético. O
cerebelo, tronco encefalico e bulbos foram descartados, assim como as meninges. Em
seguida, o tecido foi picotado, tratado com tripsina 30 uM e incubado a 37 °C e 5% CO,
para dissociagdo. Apos 20 min, DMEM suplementado foi adicionado para inativagdo da
tripsina na presenga de 1 mg/mL de DNAse. O tecido foi entdo dissociado mecanicamente
com pipeta sorolégica previamente revestida com soro fetal bovino, e o homogenato
celular resultante foi filtrado em malha de 100 um para retirada de residuos celulares. Na
sequéncia, a suspensao foi centrifugada a 1.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi novamente centrifugado em solucao de BSA 4% para
impedir contaminacdo por bactérias. Finalmente, o pellet foi ressuspendido em DMEM
suplementado e mantido em garrafas com superficie de 75 cm? préprias para culturas
celulares primarias. Apos trés dias, as garrafas foram mantidas sob agitacao constante de
240 rpm, durante 6h para descolamento dos oligodendrécitos e outros tipos celulares.
Apés este periodo, as garrafas foram extensamente lavadas com PBS e os astrécitos que

permaneceram aderidos passaram pelo procedimento usual de manutengéo das culturas
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celulares e permaneceram viaveis por até 4 passagens. Para confirmar a predominancia
dos astrocitos na cultura primaria foi realizada a imunohistoquimica para avaliar a

imureatividade das células a proteina glial fibrilar acida (GFAP).

3.27 Imagens da cultura primdria de astrocitos — As fotomicrografias das
células priméaria de astrécitos foram capturadas através de microscopio Leica DMLB
operando com sistema digital de imagem Leica DC 300F acoplado ao software de
aquisicao “Image Manager 50 1.2” (Leica Microsystems, Bannockburn, IL). Para captura
das fotos foi empregado o modo de contraste de fase Oéptico. As imagens foram
previamente analisadas utilizando-se o Software MetaFluor Fluorescence 4.6.5 (Universal
Imaging, Downingtown, PA) e posteriormente a area dos astrdcitos foi calculada pelo uso

do software Imaged (NIH, USA).

3.28 Medida da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
mitocéndrias isoladas — A producéo de peréxido de hidrogénio mitocondrial foi estimada
seguindo-se a reacdao de formacdo do composto fluorescente resorufin a partir do
marcador nao-fluorescente Amplex Red 10 puM na presenca de 1 U/mL de HRP
(peroxidase de raiz forte, tipo VI-A) (Zhou et al., 1997). A medida da producédo de EROs
foi acompanhada em suspensdes de mitocéndrias isoladas de cérebro de rato, utilizando-
se um fluorimetro modelo F-4010 Hitachi spectrofluorometer (Hitachi Ltd, Tokyo, Japao),
com temperatura controlada de 37°C, sob agitagdo magnética constante, operando em
comprimentos de onda de 566 nm para excitacdo e 587 nm para emissdo. Os
experimentos foram realizados em meio de reagdo padrdo contendo KCI 130 mM,
HEPES-K* 10 mM (pH 7,2), K;HPO, 2 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 200 uM em volume final

de 2 mL.
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3.29 Medidas da producao de EROs por células PC12 em suspensao — Apbs
tratamento com MMA, a produgéao de espécies reativas foi medida em células PC12 em
suspensdo. Foi utilizado meio de reacdo constituido por solugdo salina balanceada de
Hank (HBSS) e HEPES 20 mM (pH 7,2), no qual as células (plaqueamento inicial de
100.000 células/cm?) de cada placa de 9,2 cm? foram ressuspendidas para o volume final
de 2 mL. Os experimentos foram conduzidos a 37°C, sob agitacdo magnética constante,
utilizando-se um fluorimetro modelo F-4010 Hitachi (Hitachi Ltd, Tokyo, Japao), operando
em comprimentos de onda de 566 nm para excitagdo e 587 nm para emissado no caso do
marcador nao-fluorescente Amplex Red 10 pM na presenga de 1 U/mL de HRP
(peroxidase de raiz forte, tipo VI-A). Para o 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato
(H.DCFDA) 5 uM, foram empregados os comprimentos de onda de 488 e 525 nm para
excitacdo e emissdo, respectivamente, e para a dihidroetidina (DHE) 5 pM, foram

utilizados os seguintes comprimentos: 470 nm para excitacdo e 590 nm para emissao.

3.30 Analise estatistica — Os dados experimentais foram analisados utilizando-
se os softwares GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA) e OriginPro versao
8.0. A média dos valores * erro padrdo da média (média £ e.p.m) foram submetidos a
andlise de variancia simples (ANOVA), seguida por teste Tukey, quando realizadas
comparagdes multiplas. Quando um Unico parametro foi comparado entre dois grupos
diferentes, o teste t Student foi empregado. Os dados estao representados como a média
* erro padrao (x SEM) de pelo menos quatro experimentos independentes. p < 0,05 e p<

0,01 foram considerados significativos.
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4. Resultados e Discussao
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O metilmalonato (MMA) é possivelmente o principal metabdlito acumulado na
acidemia metilmalénica (Fenton et al., 2001). De acordo com a literatura, ele estaria
Okun et al., 2002; Schuck et al., 2004), levando a uma diminuigdo na producao de CO,
(Wajner et al., 1992) e dos niveis de ATP (McLaughlin et al., 1998), além de uma maior
producdo de lactato ex vivo e in vitro (Wajner et al., 1992; Royes et al., 2003). Isto
evidencia claramente um comprometimento da fungdo mitocondrial na acidemia
metilmalbnica. De fato, foi previamente descrito, inclusive pelo nosso grupo, o efeito
inibitério de concentragées milimolares de MMA no consumo de oxigénio mitocondrial
mantido por succinato (Toyoshima et al., 1995; Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al.,
2006). Tais resultados serviram de base para este estudo sobre o efeito de MMA no

metabolismo oxidativo mitocondrial.

4.1. Efeito de MMA na bioenergética mitocondrial: avaliacdo da respiracao

mitocondrial na presenca de diferentes substratos

Primeiramente, avaliou-se a respiragdo mitocondrial num modelo in vitro
constituido por mitocdndrias isoladas de cérebro de rato, na presenca de diferentes
substratos respiratérios para os complexos | e Il da cadeia respiratéria. Estes substratos
foram empregados isoladamente ou combinados, na presengca ou auséncia de
concentracdes crescentes de MMA (1-10 mM). Todos os experimentos foram conduzidos
na presenga de ADP 800 uM, para se obter estimulo da respiracao pela fosforilagéao
oxidativa. Os painéis 2a e 2b mostram respectivamente as velocidades absolutas e
relativas de consumo de oxigénio nas diferentes condigées propostas. Nota-se que o
MMA inibiu fortemente a respiracdo mantida por glutamato, enquanto apresentou um

efeito inibitério mais sutil quando utilizados malato, ou glutamato juntamente com malato
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como substratos. Em adicdo, o MMA também inibiu significativamente a respiragéo
mitocondrial mantida por succinato, atingindo em torno de 45% de inibicdo quando
utilizado MMA 10 mM (Fig 2b). O estudo dos mecanismos envolvidos no efeito inibitério
de MMA na respiracdo mantida por glutamato ou succinato sera apresentado nos
proximos tépicos de Resultados e Discussao desta Tese. O MMA nao apresentou efeito
inibitério algum na respiragdo mitocondrial quando o TMPD foi utilizado como substrato
respiratério para o complexo IV, na presenga de ascorbato e antimicina A (resultado néo
mostrado). O mesmo ocorreu quando um coquetel de substratos para o complexo |

(malato, glutamato, piruvato e a-cetoglutarato) foi utilizado como doador de elétrons.

A auséncia de qualquer efeito do MMA na respiracao mitocondrial mantida pelo
coquetel de substratos para o complexo | da cadeia respiratoria indica que o efeito
inibitério do MMA no consumo de oxigénio sob certas condigbes esta relacionado a
defeitos que antecedem os complexos da cadeia respiratéria, como inibicdo da atividade

de enzimas do ciclo do &cido citrico ou do transporte mitocondrial de substratos.

Os resultados da figura 2a mostram também que, na presenca de outros
substratos para o complexo |, como a-cetoglutarato e citrato, 0 MMA estimulou o consumo
de O,. Nota-se que tal efeito foi acentuado, ultrapassando 300% em relagéo ao respectivo
controle, quando utilizado citrato juntamente com a minima concentragéo (1 mM) de MMA
(Fig 2b). Os efeitos estimulatérios de MMA no consumo mitocondrial de oxigénio estéo
provavelmente associados com o influxo mitocondrial de substratos promovido pelo MMA.
De acordo com Halperin et al. (1971), o MMA pode ser transportado pelos trés diferentes
sistemas mitocondriais existentes para o transporte de malato: os transportadores de
dicarboxilatos, tricarboxilatos e de a-cetoglutarato. O MMA pode entrar na mitocéndria

pelo transportador de dicarboxilatos em troca de fosfato e pode sair em troca de a-
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cetoglutarato ou citrato, o que pode explicar o efeito estimulatério de MMA na respiragéo
mantida por estes substratos.
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Fig. 2 - Efeito de MMA no consumo de oxigénio por mitocondrias de cérebro.

Mitocondrias isoladas de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de
reacdo padrdo (KCl 130 mM, HEPES-K* 10 mM, K:HPO4 2 mM, MgCl. 1mM, EGTA 200 uM, pH
7,2) contendo diferentes substratos do complexo | [a-cetoglutarato, citrato, isocitrato, glutamato,
malato ou piruvato (aKG, Citrate, Isocitr, Glut, Mal ou Pyr )]; 5 mM de cada. Estes substratos
estiveram presentes na concentragdo de 5 mM quando isolados, ou em concentragbes
equimolares quando associados a outros, totalizando 5 mM. Outros experimentos foram
realizados na presenga de succinato 5 mM + rotenona 2 uM (Succ + Rot). Todos os ensaios
foram conduzidos na presenca de ADP 800 uM. Painel a: Valores absolutos de consumo de
oxigénio na presenca de diferentes substratos da cadeia respiratoria e concentragdes variaveis
de MMA (1-10 mM), como indicado na figura. Painel b: Velocidades relativas de consumo de
O.. Dados mostrados como porcentagens de suas respectivas velocidades na auséncia de
MMA. Dados dos painéis a e b representam a média + S.E.M. de pelo menos 4 experimentos
independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle,
p<0,01.
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4.2. Caracterizacdo da inibicdao do metabolismo oxidativo mitocondrial de succinato
por MMA

Até recentemente, o0 MMA era tido como inibidor competitivo da atividade da
enzima succinato desidrogenase (SDH) em cérebro e figado de rato, provavelmente
devido a sua semelhanca estrutural com malonato (MA), inibidor classico da SDH e
analogo estrutural do succinato, substrato da enzima (Dutra et al., 1993; Toyoshima et al.,
1995; Brusque et al., 2002; Marisco et al., 2003; Fleck et al., 2004; Pettenuzzo et al.,
2006). Entretanto, algumas publicagdes (Okun et al., 2002; Kolker et al., 2003; Mirandola,
Melo et al., 2008) mostram que, em concentragdes milimolares, o MMA néo inibe a
atividade da SDH em particulas submitocondriais invertidas. Além disso, Halperin et al.
(1971) ja haviam descrito o MMA como inibidor do efluxo mitocondrial do dicarboxilato
malato. De acordo com estas evidéncias, hipotetizamos que o efeito inibitério de MMA,
encontrado em nossos resultados de respiragdo mantida por succinato, seria causado
pela inibicdo do transporte deste substrato através do carreador de dicarboxilatos

presente na membrana mitocondrial interna.

Para estudarmos se o0 MMA inibiria o transporte mitocondrial de succinato através
do carreador de dicarboxilatos, foram realizados experimentos de inchamento
mitocondrial em meio hiposmotico, de acordo com dois protocolos diferentes: um baseado
na incubagao de mitocéndrias na presenca de sais de potassio e nigericina, ion6foro que
permite a troca entre K* e H* (Liu et al., 1996), e outro em sais de amonio (Halperin et al.,
1971). Sob estas condicdes experimentais, a adicdo de fosfato inorganico (HPO,*)
promove o transporte de dicarboxilatos para dentro da matriz mitocondrial, ocasionando o

inchamento mitocondrial.
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A figura 3a representa o monitoramento da diminuicdo no espalhamento de luz,
correspondendo ao inchamento mitocondrial. Conforme ocorre o influxo mitocondrial dos
dicarboxilatos com formagéao de sais dentro da mitocondria, a entrada de agua tende a
acompanhar o transporte, causando o inchamento mitocondrial. Um significativo
inchamento foi promovido pela adicdo de HPO,* & suspens&o mitocondrial incubada com
succinato (Fig 3b). Entretanto, quando succinato esteve presente juntamente com MMA,

o inchamento induzido por HPO,* foi inibido quase completamente.

O substrato glutarato, que nao é transportado pelo carreador de dicarboxilatos,
foi empregado como &nion controle, e ndo inibiu o inchamento mitocondrial quando
presente juntamente com succinato. As velocidades de inchamento mitocondrial utilizando
substratos na forma de sais de amdnio (Fig 3c) confirmaram a agéao inibitéria do MMA no
transporte mitocondrial de succinato. Nota-se ainda que a adigdo de HPO,” as
mitocondrias incubadas em presengca de MMA, causou um pequeno estimulo do
inchamento mitocondrial (Fig 3c), indicando que o MMA pode ser transportado pelo

transportador de dicarboxilatos.

Estes resultados (Figs 2 e 3) indicam que o MMA inibe o consumo mitocondrial
de oxigénio mantido pela oxidagao de succinato por inibir a captagdo mitocondrial deste
substrato através da membrana mitocondrial interna, provavelmente por competir com o

transporte de succinato pelo carreador de dicarboxilatos.

Estes resultados, sobre a caracterizagdo do MMA como um inibidor do transporte
mitocondrial, fazem parte do artigo “Methylmalonate inhibits succinate-supported
oxygen consumption by interfering with mitochondrial succinate uptake”, de autoria

de S.R. Mirandola, D.R. Melo, P.F. Schuck, G.C. Ferreira, M. Wajner e R.F. Castilho,
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publicado na revista Journal of Inherited Metabolic Disease (volume 31, paginas 44-54,

2008).
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Fig. 3 - Efeito inibitorio de MMA no transporte mitocondrial de succinato pelo carreador
de dicarboxilatos.

Para os experimentos dos painéis a e b, mitocondrias de cérebro total de rato (0,4 mg/mL)
foram incubadas a 37 2C em meio de reagdo contendo EGTA-K* 0,1 mM, EDTA-K* 0,1 mM,
MOPS-K*5 mM (pH 7,0), antimicina A 0,2 mM, nigericina 0,7 mM e um total de 36,7 mM de sais
(K*) de succinato (Succ), glutarato e/ou MMA. Quando dois sais diferentes estiveram presentes,
estes foram adicionados em igual concentracédo (18,35 mM). Para os experimentos do painel c,
mitocondrias foram incubadas a 30 °C em meio de reagdo contendo Tris 20 mM (pH 7.,4),
EGTA-(NHs") 1 mM e antimicina A 2 uM. O meio conteve um total de 100 mM de sais de
amonio (NH4") de succinato (Succ), glutarato e/ou MMA. Quando dois sais estiveram presentes,
estes foram adicionados em igual concentragdo (50 mM). Painel a: Figura representativa do
inchamento mitocondrial na presenca de diferentes dicarboxilatos. Onde indicado pela seta,
HPO,* 2 mM (sal de K*) foi adicionado ao meio de reagéo. Painéis b e c: Taxas de inchamento
mitocondrial na presenca ou auséncia de HPO4* 2 mM. Dados representam a média + S.E.M de
pelo menos 5 experimentos independentes realizados em duplicata. FU: Unidades de
fluorescéncia. *Significativamente diferente de “Succ + HPO42"’, p<0,01.

Em figado e rim, o carreador mitocondrial de dicarboxilatos é importante para a
gliconeogénese, promovendo o transporte de malato da mitocondria para o citosol.
Embora o papel do transportador mitocondrial de dicarboxilatos ainda seja pouco
entendido nas mitocondrias de cérebro, provavelmente ele esta associado ao suprimento
de intermediarios para o ciclo do acido citrico, ja que estes sdo gastos durante a sintese
de novo de glutamato (Hertz, 2004). Em adicdo, em neurbnios a sintese de novo de
oxaloacetato é insuficiente, pois requer a carboxilagdo de piruvato, que é minima nestas
células (Hassel, 2002). Portanto, o metabolismo energético neuronal e a
neurotransmissao glutamatérgica podem estar comprometidos por altas concentragdes de
MMA. A inibicdo do transportador de dicarboxilatos mitocondrial pelo MMA pode também
inibir o transporte de glutationa para dentro das mitocéndrias (Lash, 2006; Morath et al.,
2008), levando a deplecao das defesas antioxidantes e ao desbalanco redox, que pode
ser relacionado com a deficiéncia de glutationa observada na acidemia metilmal6nica

(Treacy et al., 1996).
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Em um estudo colaborativo recente com o grupo do Prof. Moacir Wajner
(UFRGS), mostramos que o etilmalonato (EMA), metabdlito acumulado na encefalopatia
etilmalénica e na deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia curta, também possui a
propriedade de inibir o transporte dos dicarboxilatos malato e succinato através da
membrana mitocondrial interna. Estes resultados fazem parte do artigo “Ethylmalonic
acid impairs brain mitochondrial succinate and malate transport”, de autoria de A.U.
Amaral, C. Cecatto, E.N. Busanello, C.A. Ribeiro, D.R. Melo, G. Leipnitz, R.F. Castilho e
M. Wajner, publicado na revista Molecular Genetics and Metabolism (volume 105, paginas

84-90, 2012).

4.3. Inibicdo por MMA do metabolismo oxidativo neuronal de glutamato

O aminoécido glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatério
do sistema nervoso central e importante constituinte estrutural das proteinas em
mamiferos (Foster et al., 1984; Mayer et al., 1997). Além destas funcdes ele pode também
ser oxidado na mitocéndria para atuar como fonte de intermediarios para o ciclo do acido
citrico (Daikhin and Yudkoff, 2000; McKenna, 2007), sendo particularmente importante no
cérebro. Neste, a oxidagdo de glutamato chega a ser tdo intensa que este aminoacido
poderia, teoricamente, substituir a glicose como combustivel (Yu et al. 1982; Erecinska et
al. 1988). Aditivamente, um comprometimento na sua homeostase pode constituir um

fator determinante na patogénese de certas doencgas neurolégicas (Santos et al., 2006).

Sustentado na proposta de que o MMA compromete o metabolismo oxidativo de
glutamato, o estudo prévio de Toyoshima et al. (1996) mostrou que o MMA reduz
significativamente a formagdo de '“CO, a partir de glutamato marcado com '“C em
mitocéndrias de figado de rato. Aditivamente, nossos resultados (ver Fig 2) mostram que

o MMA inibiu extensamente a respiracdo de mitocéndrias de cérebro mantida por
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glutamato, e que isto poderia estar relacionado ao comprometimento do metabolismo
energético neuronal pelo MMA. Propusemos entéo, a caracterizagao do efeito inibitério de
MMA no consumo mitocondrial de O, quando glutamato é utilizado como substrato
respiratério, testando diversas concentrages deste e de MMA. Na figura 4a o consumo
mitocondrial de O, atinge sua velocidade maxima na presenga de glutamato 3 mM,
mantendo-se semelhante com glutamato 10 mM. As diferentes concentragbes de MMA
testadas inibiram a respiracdo mantida por glutamato de maneira dose-dependente. Foi
obtida uma inibicdo de 75% do consumo de O, na presenga de MMA 3 mM (Fig 4a). A
figura 4b mostra um perfil inibitorio linear e dose-dependente do MMA sobre a respiragao
mantida por glutamato 3 mM. Pode-se notar que a concentragdao minima de MMA (0,1

mM) é suficiente para inibir cerca de 25% do consumo de O..
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Fig. 4 - Efeito de MMA no consumo de oxigénio mantido por glutamato em mitocéndrias

de cérebro de rato.

Mitocondrias isoladas de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de

reagao padrao (pH 7,2) contendo glutamato nas concentragbes 1, 3 ou 10 mM na presenca ou
auséncia de concentragdes variadas de MMA (0,1-10 mM) e ADP 800 pM. Painel a: Valores

absolutos de consumo de oxigénio. Painel b: Representagdo do consumo mitocondrial de

oxigénio mantido por glutamato 3 mM na presenga de concentragdes variaveis de MMA (0,1-10

mM). *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01.
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Para avaliarmos se o efeito inibitorio do MMA na respiracdo mantida por
glutamato estaria associado a inibicdo do transporte deste substrato para dentro da
mitocéndria, como ocorreu no caso do succinato, foram realizados experimentos de
inchamento mitocondrial, empregando-se a metodologia baseada no transporte de sais de
amoénio (Fig 5). Sob estas condigbes, o inchamento mitocondrial constitui uma fungéo do

influxo de glutamato pelos trocadores glutamato/aspartato e glutamato/OH" (McKenna

2007).

Quando incubado sozinho, o glutamato foi transportado para dentro das
mitocéndrias, 0 que pode ser evidenciado pelo extenso inchamento mitocondrial. Na
presenca de N-etilmaleimida (NEM), conhecido inibidor do trocador glutamato/OH" (Njogu
e Hoek, 1983), o transporte foi inibido em aproximadamente 35% (Fig 5a). Quando o
glutamato foi substituido por MMA, o inchamento foi significativamente mais lento (Fig
5b). Ja a presenga de MMA juntamente com glutamato nao afetou significativamente o
influxo deste para dentro da mitocondria (Fig 5b), indicando que a inibicao pelo MMA da
respiragdo mantida por glutamato néo se deve a inibicao do transporte mitocondrial deste

substrato.
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Fig. 5 - Avaliacao do efeito de MMA no transporte mitocondrial de glutamato.

Mitocondrias de cérebro total de rato (0,1 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reagao
contendo Tris (NHs") 20 mM/EGTA 1 mM (pH 7,4), antimicina A 2 uM e rotenona 2,5 pM. O
meio conteve um total de 100 mM de sais de aménio (NHs") de glutamato (Glut) ou MMA.
Quando os dois sais diferentes estiveram presentes, estes foram adicionados em igual
concentragdo (50 mM). O inibidor do transporte de glutamato N-etiimaleimida (NEM) 2 mM
esteve presente onde indicado na figura. Painel a: Figura representativa do inchamento de
mitocondrias de cérebro na presenca de diferentes dicarboxilatos. Onde indicado pela seta, 0,1
mg/mL de suspensao mitocondrial (BM) foi adicionada ao meio de reagdo. Painel b: Variagao
do espalhamento de luz correspondendo as taxas de inchamento na presenca de sais de
amoénio em mitocondrias de cérebro em diferentes condicdes. Dados representam a média +
S.EM de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em duplicata.

*Significativamente diferente de “Glut”, p<0,01.
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Em neurbnios, ha uma baixa atividade da piruvato carboxilase (Morath et al.,
2007), enzima que em outras células e tecidos € responsavel pela regeneragcao de
oxaloacetato, diretamente, a partir de piruvato. Esta deficiéncia causa uma limitagdo na
capacidade anaplerética neuronal. No entanto, dentro da mitocéndria, o glutamato pode
servir como fonte de carbonos para o ciclo do acido citrico, sendo convertido por duas
rotas principais: desaminacao pela glutamato desidrogenase (GDH) ou transaminacao
pela aspartato transaminase (AST), gerando a-cetoglutarato (Balazs, 1965; Nicklas et al.,
1971). Em neurbnios ha uma alta atividade destas enzimas (Balazs, 1965; Lai et al., 1975)
e estas vias de producado de a-cetoglutarato a partir de glutamato parecem contribuir
significativamente para o metabolismo energético oxidativo (Zhang et al., 2004). Assim, a
sua inibicdo por MMA poderia explicar, pelo menos em parte, o quadro de privacao

energética na acidemia metilmaldnica.

Primeiramente, foi testada a atividade da enzima glutamato desidrogenase
(GDH) utilizando diferentes concentragdes de glutamato (0,3; 1; 3; 10 mM) na presenca
de concentracoes variadas de MMA (1-10 mM). Na figura 6a, nota-se uma atividade
enzimatica concentracdo-dependente de glutamato representada pelo NADH produzido
na reagdo. Houve uma pequena inibicdo da atividade de glutamato desidrogenase
somente quando empregada a concentracdo mais alta de MMA (10 mM), alcangando
inibicdo de 33% e 16% quando utilizado glutamato 0,3 e 10 mM, respectivamente. Este

resultado indica que a enzima glutamato desidrogenase € pouco inibida por MMA.
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Fig. 6 - Efeito de MMA na atividade das enzimas glutamato desidrogenase (GDH) e
aspartato transaminase (AST).

Para o experimento do painel a, mitocondrias de cérebro total de rato (0,15 mg/mL) foram
incubadas a 37 °C em meio de reagao padréao (pH 7,2) contendo triton X-100 0,1%, ADP 250
uM, NAD* 1 mM, diferentes concentragdes de glutamato (0,3; 1; 3 e 10 mM) na auséncia ou
presenga de concentragbes variaveis de MMA (1-10 mM). Para o experimento do painel b,
mitocdndrias de cérebro de rato (0,25 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reacdo
composto por KeHPO4 100 mM (pH 7,4) contendo triton X-100 0,17%, glutamato 2 mM,
oxaloacetato 1 mM, NH4Cl 50 mM, NADPH 100 uM e glutamato desidrogenase purificada 4
U/mL na auséncia ou presenga de concentragdes variaveis de MMA (1-10 mM). Painel a:
Atividade da glutamato desidrogenase representada pelos valores absolutos de NADH
produzido na reacdo. Painel b: Valores absolutos de NADP* produzido pela atividade da
aspartato transaminase. Dados representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos
independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle,
p<0,05.
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Em seguida, avaliou-se a atividade da aspartato transaminase (AST) utilizando
uma metodologia acoplada a atividade da glutamato desidrogenase (Dennis et al., 1976;
Cheeseman e Clarck, 1988). Foi empregada uma unica concentragdo de substratos para
a reacao (oxaloacetato 1 mM + glutamato 2 mM), e o uso de diversas concentragdes de
MMA (1-10 mM). A atividade enzimatica representada pela produ¢do de NADP™ foi pouco
alterada por MMA, sendo que a inibicao significativa de 17% foi percebida apenas na
presenca de MMA 10 mM (Fig 6b). Como o ensaio da AST foi determinado pela reacao
acoplada a oxidacao de NADPH pela GDH, a possibilidade de que o efeito inibitério de
MMA observado na atividade da AST seja resultado de efeito deste acido organico na

GDH néao pode ser descartada.

Portanto, o MMA parece apresentar um efeito inibitério bastante sutil e de pouca

relevancia, na atividade das enzimas glutamato desidrogenase e aspartato transaminase.

Apos verificarmos que o MMA nao causa inibicdo do influxo mitocondrial de
glutamato e nem mesmo inibe expressivamente as enzimas diretamente relacionadas ao
metabolismo de glutamato, sugerimos dois outros mecanismos através dos quais o MMA
poderia atuar. Um ocorreria através da troca entre MMA extramitocondrial por a-
cetoglutarato da matriz mitocondrial, levando a deplecdo do mesmo dentro da mitocondria
e 0 outro seria pela inibicdo do complexo enzimatico a-cetoglutarato desidrogenase por
MMA, ambos tendo como consequéncia a diminuicdo da respiracdo mantida por

glutamato.

De fato, os resultados da Fig. 2 indicam que o estimulo causado pelo MMA na
respiragdo mantida por a-cetoglutarato pode ser resultado da troca de MMA
intramitocondrial pelo substrato extramitocondrial, que se encontrava em alta

concentracao (5 mM) no meio de reacdo, resultando em aumento da velocidade de
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consumo de O,. Assim, para se comprovar a troca MMA/a-cetoglutarato e sua relagao
com a inibicdo da respiragdo mantida por glutamato, sugerimos um experimento

especifico para se testar o efeito de MMA no efluxo mitocondrial de a-cetoglutarato.

A saida de a-cetoglutarato intramitocondrial foi estimada por um método
fluorimétrico indireto acoplado a atividade enzimatica da glutamato desidrogenase
(Contreras e Satrustegui, 2009) (Fig 7). Ao entrar na mitocdndria via trocador
glutamato/aspartato (AGC), o glutamato é prontamente convertido em a-cetoglutarato pela
aspartato transaminase (AST), e pode deixar a mitocéndria via transportador de a-
cetoglutarato (OGC). O a-cetoglutarato transportado para fora da mitocondria é
reconvertido em glutamato pela glutamato desidrogenase exégena (GDH), numa reagéao
em que ha diminuicdo na fluorescéncia, pelo consumo de NADH (Fig 7a), permitindo a

quantificagdo do transporte de a-cetoglutarato (Contreras e Satrustegui, 2009).

Observou-se que quando glutamato foi empregado na presenca de MMA 0,5 mM,
o efluxo mitocondrial de a-cetoglutarato aumentou cerca de 6 vezes (Fig 7, painéis b e ¢),
quando comparado a situagao controle (somente glutamato 3 mM). Houve um estimulo
ainda mais exacerbado no transporte de a-cetoglutarato, utilizando-se glutamato na
presenca de malato (Fig 7, painéis b e c¢), indicando que as mitocéndrias de cérebro
apresentam uma alta atividade do transportador de a-cetoglutarato. Esta dltima condicéao
representa o controle positivo do experimento, ja que conhecidamente ocorre a troca de
malato por a-KG pelo transportador de a-cetoglutarato. E ainda, dentro da mitocondria o
malato é convertido em oxaloacetato, que juntamente com glutamato, numa reacao
catalisada pela aspartato transaminase (AST), ira gerar mais a-cetoglutarato e, portanto,
aumentar seu efluxo. Pelo emprego desta metodologia indireta foi confirmado que o MMA

depleta a mitocéndria de a-cetoglutarato por meio da troca MMA/a-cetoglutarato.
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Fig. 7 - Efeito estimulatéorio de MMA no efluxo mitocondrial de a-cetoglutarato pelo

transportador de a-cetoglutarato.

Mitocondrias de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reagao
contendo manitol 75 mM, sacarose 25 mM, fosfato de potassio 5 mM, tris-HCI 20 mM, EDTA-K*
0,5 mM, KCI 100 mM e BSA 0,1% (pH 7,4), ADP 500 uM, sulfato de aménio 3 mM, glutamato
desidrogenase (GDH) purificada 10 U/mL, NADH 66 puM e glutamato 3 mM, na auséncia ou
presengca de MMA 0,5 mM, malato 0,5 mM ou GDH. Painel a: Representagdo da queda da
fluorescéncia pela produgdo de NAD' na reagéo, pelo estimulo no efluxo de a-cetoglutarato
promovido por malato e metilmalonato. Onde indicado pela seta, a suspensao mitocondrial (BM)
foi adicionada. Painel b: Valores absolutos da velocidade de produgéo de NAD" pela reagéo de
conversao a glutamato do a-cetoglutarato transportado pelo carreador oxoglutarato. Dados
representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em
duplicata. a.u.: Unidades arbitrarias de fluorescéncia. *Significativamente diferente de “Glut”,

p<0,01, #significativamente diferente de “Glut”, p<0,05.
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Sabe-se que algumas desordens neurolégicas estdo relacionadas a uma baixa
atividade da a-cetoglutarato desidrogenase, enzima crucial na produgao de equivalentes
reduzidos (NADH) e na manutencdo do estado redox mitocondrial do cérebro. Esta
enzima é considerada limitante no ciclo do &cido citrico, onde converte a-cetoglutarato a
succinil-CoA (Gibson et al. 2000). Além de converter o a-cetoglutarato proveniente do
préprio ciclo, a a-cetoglutarato desidrogenase é responsavel pelo catabolismo de
glutamato, relacionando o metabolismo deste diretamente ao ciclo do &cido citrico (Santos
et al., 2006). Assim, outro mecanismo de acdo do MMA no metabolismo oxidativo de
glutamato seria por meio da inibicio do complexo enzimatico a-cetoglutarato
desidrogenase, impedindo a conversdo de a-cetoglutarato a succinil-CoA, e

consequentemente a formagao de oxaloacetato.

A atividade da a-cetoglutarato desidrogenase foi avaliada fluorimetricamente
utilizando-se mitocondrias isoladas de cérebro na presenga de concentracdes crescentes
de a-cetoglutarato (0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM), além de diversas concentracées de MMA (1-
10 mM). Os valores absolutos de atividade enzimatica, representada pelo NADH
produzido (Fig 8a) estdo de acordo com as concentragdes crescentes de a-cetoglutarato.
O MMA promoveu um efeito inibitério dose-dependente, atingindo aproximadamente 73 e
60% quando utilizada a concentragao mais alta (10 mM), em conjunto com a-cetoglutarato
0,1 e 0,25 mM, respectivamente (Fig 8a). Quanto mais alta a concentracao de substrato,
menor foi o efeito de MMA. O perfil de inibicdo competitiva do MMA em relagéo a a-
cetoglutarato desidrogenase é evidenciado através do grafico de dupla-reciprocidade (Fig
8b). O valor de K, encontrado para o substrato a-cetoglutarato foi de 0,57 = 0,06 mM
(n=4), enquanto o valor de K encontrado para o MMA foi de 3,65 = 0,81 mM (n=4),

calculado utilizando o “Dixon-plot”. De modo interessante, Sauer et al. (2008) observaram
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uma inibicao de aproximadamente 25% na atividade da a-cetoglutarato desidrogenase na

presenca de 1 mM de metilmalonil-CoA, precursor metabdlico do MMA.
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Fig. 8 - Efeito de MMA na atividade da enzima a-cetoglutarato desidrogenase.

A medida da atividade de a-cetoglutarato desidrogenase foi conduzida em meio de reacao
contendo KoHPO4 50 mM, MgCl, 1 mM (pH 7,35), triton X-100 0.1%, pirofosfato de tiamina 0,2
mM, DTT 0,3 mM, EGTA 100 pM, coenzima A-SH 50 pM, antimicina A 1 uM, rotenona 2,5 uM,
mitocéndrias de cérebro total de rato (0,5 mg/mL), diferentes concentragbes de a-cetoglutarato
(0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM) na auséncia ou presenga de concentragdes variaveis de MMA (1-10
mM), além de NAD® 2 mM a 37 °C. Painel a: Valores absolutos de NADH produzido
correspondendo a atividade da a-cetoglutarato desidrogenase. Painel b: Grafico duplo-
reciproco (Lineweaver-Burk) mostrando o perfil competitivo da inibigcdo da atividade enzimatica
por MMA. Dados representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes
realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01.
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A enzima piruvato desidrogenase constitui um membro da mesma familia de a-
cetoacidos desidrogenases a qual pertence a a-cetoglutarato desidrogenase (Gibson et
al., 2000). O componente dihidrolipoil desidrogenase (E3) esta presente em ambos os
complexos enziméticos, exercendo as mesmas fungbes. Além disso, a piruvato
desidrogenase catalisa uma série de reacgdes similares aquelas catalisadas pela a-
cetoglutarato desidrogenase (Gibson et al., 2000). Baseando-se na similaridade estrutural
e funcional dos dois complexos enziméticos, decidimos investigar se o MMA tambéem

inibiria a atividade da piruvato desidrogenase.

A atividade do complexo piruvato desidrogenase foi analisada utilizando-se uma
preparacdao de enzima purificada (32 pg de proteina/mL), além de diferentes
concentracdes de piruvato (25; 50; 100 e 250 uM) e de MMA (1-10 mM). Este inibiu em
pequena extensdo a atividade enzimatica da piruvato desidrogenase somente quando
utilizado em sua concentracao mais alta (10 mM), e na presenca das concentracbes mais
baixas de piruvato (25 e 50 uM) (Fig 9). O K., encontrado para o piruvato foi de 34 £ 4 yM
(n=4). A partir destes resultados, pode-se concluir que o0 MMA nao é um inibidor

importante da atividade da piruvato desidrogenase.
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Fig. 9 - Efeito de MMA na atividade da enzima piruvato desidrogenase.

O ensaio enzimatico da piruvato desidrogenase foi realizado em meio de reagdo contendo
KoHPO4 50 mM, MgCl, 1 mM (pH 7,35), pirofosfato de tiamina 0,2 mM, DTT 0,3 mM, EGTA 100
pM, coenzima A-SH 50 pM, piruvato desidrogenase purificada 10 mU/mL, diferentes
concentragdes de piruvato (25, 50, 100 e 250 uM) na auséncia ou presenga de concentragdes
variaveis de MMA (1-10 mM) além de NAD* 2 mM a 37 °C. Painel a: Taxas de produgdo de
NADH correspondentes a atividade da piruvato desidrogenase. Painel b: Valores relativos de
atividade enzimatica. Dados mostrados como porcentagens de suas respectivas atividades na
auséncia de MMA. Dados representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos
independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle,
p<0,05.
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Uma vez caracterizadas a troca de MMA extramitocondrial por a-cetoglutarato
intramitocondrial e a inibicdo da atividade da enzima a-cetoglutarato desidrogenase, foi
caracterizado o efeito de MMA na respiracdo mitocondrial mantida pela atividade da a-

cetoglutarato desidrogenase.

Em mitocondrias isoladas de cérebro de rato, foi estudado o efeito de
concentracdes crescentes de metilmalonato (1-10 mM) na respiragdo mantida por a-
cetoglutarato, empregando-se diferentes concentragdes deste substrato, na presenga de
uma concentracao fixa (0,5 mM) do dicarboxilato malonato, substrato para o transportador
de a-cetoglutarato (Sluse et al. 1972). O uso de malonato teve como objetivo de promover
o influxo mitocondrial de a-cetoglutarato, pela troca de a-cetoglutarato extramitocondrial
com malonato intramitocondrial, a0 mesmo tempo minimizando a troca de a-cetoglutarato
extramitocondrial com MMA intramitocondrial, evitando o efeito estimulatério do MMA no
consumo de oxigénio mantido pelo a-cetoglutarato. Além disso, o malonato foi utilizado
para inibir a succinato desidrogenase, deixando apenas a a-cetoglutarato desidrogenase
como fonte de coenzima reduzida (NADH) para a cadeia respiratoria. Desta forma, o uso
de malonato nos permitiu avaliar diretamente a inibicdo da a-cetoglutarato desidrogenase

pelo MMA, e a consequente inibigdo da respiragcao mitocondrial.

Na figura 10 observam-se as velocidades absolutas de consumo de oxigénio nas
varias condigbes propostas. Nota-se que o MMA promoveu uma inibigdo dose-
dependente no consumo de oxigénio, alcangando cerca de 70% quando utilizada a menor
concentracdao de a-cetoglutarato (0,25 mM), juntamente com a dose mais elevada de
MMA (10 mM). O efeito inibitério de MMA foi mais significativo na presenga das
concentragcdes mais baixas do substrato a-cetoglutarato (0,25 e 0,5 mM). Quando a-

cetoglutarato 2 mM foi utilizado no experimento, observou-se uma menor inibicao da
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respiracdo. Este fato, possivelmente estd relacionado a inibicdo competitiva da a-

cetoglutarato desidrogenase por MMA.
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Fig. 10 - Efeito de metilmalonato (MMA) na respiracdo mitocondrial mantida por a-
cetoglutarato em presenca de malonato (MA).

Mitocondrias de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reagao
padrdo (KCI 130 mM, HEPES-K* 10 mM, KzHPO4 2 mM, MgCl, 1mM, EGTA 200 uM, pH 7,2),
na presenga de a-cetoglutarato 0,25; 0,5 ou 2 mM. O consumo de oxigénio pelas mitocondrias
foi medido na presenga de uma concentragéo fixa de malonato (0,5 mM) e ADP 800 uM. Nestas
condicdes, foram adicionadas ainda, concentragbes crescentes de MMA (1-10 mM), como
indicado. Na figura sdo mostrados os valores absolutos de consumo de oxigénio e os dados
representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em
duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01. *Significativamente
diferente de seu respectivo controle, p<0,05.
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Apés a observagédo da troca entre MMA extramitocondrial por a-cetoglutarato
intramitocondrial, decidimos analisar o efeito de MMA na deplegdo mitocondrial de a-
cetoglutarato e o acumulo intramitocondrial de MMA por meio da técnica de etroforese
capilar de zona (CZE), que permite detectar e separar intermediarios do ciclo do &cido
citrico. Esta técnica foi executada em colaboracdo com os Profs. Drs. Nilson Assuncao e
Etelvino Bechara, no Laboratério de Radicais Livres e Bioluminescéncia, no Instituto de

Quimica da USP.

Nosso objetivo era, a principio, identificar e quantificar os niveis de MMA, a-
cetoglutarato e glutamato em amostras que correspondiam aos conteudos intra e
extramitocondriais ap6s experimentos de consumo de oxigénio empregando-se

mitocondrias de cérebro de ratos.

Aparentemente a técnica foi pouco sensivel para o tipo de amostra analisada.
Embora a presencga dos acidos a-cetoglutérico e metilmalénico tenha sido detectavel nas
amostras (resultados ndo mostrados), as areas dos picos correspondentes aos acidos,
apesar de visiveis, ndao eram definidas o suficiente para permitir uma quantificagcdo

confiavel dos compostos na faixa de concentragdo acumulada.

Assim, decidimos analisar apenas o acumulo de MMA nas amostras de conteudo
intramitocondrial utilizando uma metodologia bem estabelecida para a determinagdo de
acido metilmalénico. Esta metodologia emprega a cromatografia liquida associada a
espectrometria de massas em série para detec¢do e quantificagdo do composto em
amostras biolégicas com alta sensibilidade (Carvalho e Kok, 2008). As analises foram
realizadas pela equipe do “Instituto Fleury - Medicina e Saude”, com suporte técnico do

pesquisador Dr. Valdemir M. Carvalho.
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Substrates Intramitochondrial [MMA] (mM)

Endogenous 5.86+0.56
Added glutamate 6.54+0.79
Added a-ketoglutarate 6.63+ 0.57
Tabela Il - Acumulo intramitocondrial de MMA apds respiracdao mantida por

diferentes substratos na presenca de MMA.

Mitocondrias de cérebro total de rato (2 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reagao
padrdo contendo KCI 130 mM, HEPES-K* 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2 mM, MgCl. 1 mM, EGTA
200 pM e MMA 2 mM, na presenga de substratos endégenos, como também de glutamato 3
mM ou a-cetoglutarato 1,5 mM exdgenos. Apds 8 min de respiragdo na presenga de ADP 800
MM, a suspensdo mitocondrial foi processada e estocada para posterior deteccao e
quantificagdo do conteudo intramitocondrial de MMA por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (CL — EM/EM). Dados representam a média =+ S.E.M. de

pelo menos 4 experimentos independentes realizados em duplicata.

Os resultados da Tabela Il mostram a estimativa do acumulo intramitocondrial de
MMA apés incubacdo de mitocdndrias de cérebro na presenca substratos enddgenos e
MMA 2 mM durante 8 minutos. Para a estimativa do acimulo intramitocondrial, o volume

de matriz mitocondrial considerado foi 0,9 pL (Brustovetsky et al. 2005).

Nota-se que as mitocdndrias isoladas de cérebro acumularam aproximadamente
o triplo da concentracao inicial de MMA no meio de reacdo. Este resultado esta de acordo
com Toyoshima et al. (1995), que mostraram que mitocéndrias de figado podem captar e
acumular MMA exdgeno, levando a concentragdes até 9 vezes mais altas dentro da

matriz mitocondrial em relagdo ao ambiente extramitocondrial.

Outros experimentos foram realizados na presenga de MMA em conjunto com

glutamato 3 mM ou a-cetoglutarato 1,5 mM exdgenos. A presenca de diferentes
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substratos ndo alterou significativamente o acumulo intramitocondrial de MMA. Sabe-se
que o MMA pode entrar e sair da mitocdndria por trés diferentes sistemas de transporte
mitocondrial (Halperin et al., 1971), permitindo que seja alcangada uma concentragao
intramitocondrial consideravel e constante deste metabdlito, o que poderia explicar a
auséncia de interferéncia da adicao de substratos exdgenos no acumulo intramitocondrial
de MMA. Estes achados indicam que as mitocéndrias de cérebro acumulam MMA em
concentragdes que sao altas o suficiente para inibir competitivamente a atividade da a-

KGDH.
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4.4. Efeito do tratamento crénico in vivo com MMA em ratos jovens

Foi previamente descrito que, a administragao crénica intraperitoneal de MMA em
ratos durante seu estagio de vida inicial, compromete o sistema nervoso central destes
animais, causando deficiéncias especificas de aprendizagem (Dutra et al., 1991), além de
causar comprometimento comportamental de grau variado e retardo no desenvolvimento

neuromotor (de Mello et al., 1996).

Devido ao fato da grande maioria destes estudos possuir um enfoque
basicamente comportamental, sugerimos realizar o tratamento in vivo crébnico com MMA
em ratos jovens, utilizando o protocolo experimental ja descrito (Wajner et al., 1988),
apresentando, contudo, uma abordagem relacionada a bioenergética mitocondrial, de

forma a complementar nossos estudos in vitro.

Foi realizado um tratamento cr6nico, com administragao intraperitoneal de MMA
por 16 dias (2x ao dia). Com este tratamento, espera-se alcancar niveis séricos de 2 a 2,5
mM de MMA, comparaveis aqueles encontrados na acidemia metilmalénica humana
(Dutra et al., 1991). Apds o periodo de tratamento, animais controles e tratados foram
sacrificados, sempre dezesseis horas apds a ultima administracdo de MMA, com o
objetivo de evitar o efeito direto da presenca deste nas organelas isoladas. Em seguida,
foram realizados o isolamento de mitocondrias de cérebro e a avaliagdo do consumo de
oxigénio mitocondrial na presenga de ADP, para se obter o estimulo da respiracao pela

fosforilacdo oxidativa.

Houve uma pequena tendéncia de aumento nas respiragcdes das mitocondrias
provenientes dos animais tratados com MMA, quando utilizados como doadores de

elétrons um coquetel de substratos para o complexo | (malato, glutamato, piruvato e a-
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cetoglutarato) e succinato e, quando comparadas as mitocondrias dos animais controle
(Fig 11). Quando se utilizou TMPD/ascorbato e glutamato como substratos, houve uma
tendéncia da respiracdo sofrer um pequeno decréscimo. Contudo, nenhuma destas

diferencas foi significativa.
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Fig. 11 - Efeito do tratamento crénico in vivo com MMA no consumo de oxigénio por
mitocondrias isoladas de cérebro.

Mitocondrias isoladas (0,5 mg/mL) de cérebro total de ratos tratados cronicamente com MMA
foram incubadas a 37 °C em meio de reagdo padrdo contendo coquetel de substratos do
complexo | [malato, glutamato, piruvato e a-cetoglutarato (Mal + Glut + Pyr + a-KG); 1,25 mM de
cada]. Outros experimentos foram realizados na presenga de succinato 5 mM + rotenona 2 uM
(Succ + Rot), ou de TMPD 200 pM/ascorbato 1 mM + antimicina 1 pM (TMPD/Asc + AA). Foi
ainda utilizado glutamato 5 mM como substrato respiratério. Os dados sdo mostrados como
valores absolutos de velocidade de consumo de O normalizados pela atividade de citrato
sintase (CS). Dados representam a média + S.E.M. de pelo menos 4 experimentos
independentes realizados em duplicata.
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Os resultados de respiracao empregando mitocéndrias de cérebro de ratos
tratados com MMA in vivo foram normalizados pela atividade da citrato sintase. Esta
enzima é muito utilizada como marcador do conteudo e da atividade de mitocdndrias
intactas (Holloszy et al., 1970; Williams et al., 1986; Hood et al., 1989), devido ao fato de
ser uma enzima caracteristica de matriz mitocondrial e frequentemente constante em
tecidos especificos quando expressa por proteina mitocondrial total. Sendo assim,
analisamos sua atividade em homogenatos e mitocéndrias isoladas de cérebros de ratos
submetidos ao tratamento in vivo com MMA. Nao foi constatada diferenca entre a
atividade da citrato sintase medida nos homogenatos controles 1,35 + 0,07 U/mg (n=6) e
tratados 1,34 + 0,08 U/mg (n=6). Logo, ndo houve redugdo ou aumento significativo da
atividade mitocondrial, que esta relacionada ao numero de organelas por conta do
tratamento. A atividade da citrato sintase nas suspensdes mitocondriais obtidas de ratos
controles e tratados com MMA foi de 2,44 = 0,16 U/mg (n=6) e 2,58 £ 0,84 U/mg (n=6),
respectivamente. Em adicdo, as fragdes mitocondriais controles e tratadas
corresponderam respectivamente a 0,59 + 0,10% e 0,56 + 0,10% da quantidade total em
proteina dos cérebros dos animais. Estes resultados indicam que as quantidades de
mitocéndrias obtidas nos isolamentos mitocondrial ndo foram diferentes entre si, e que
ndao houve nenhum tipo de selecdo das mitocondrias durante o procedimento de

isolamento mitocondrial.

Conclui-se, portanto, que o tratamento crénico com MMA em ratos jovens nao
resultou em alteracées da respiracdo das organelas. Estes resultados indicam que este
tratamento crénico com MMA n&o leva a alteragdes permanentes da fungao mitocondrial,
relacionadas a estrutura da organela e que os efeitos na bioenergética mitocondrial

dependem da presenga do MMA no ambiente mitocondrial para ocorrerem.

94



Os resultados sobre o efeito inibitério de MMA no metabolismo oxidativo de
glutamato e sobre o tratamento crénico in vivo com MMA fazem parte do artigo
“Methylmalonate impairs mitochondrial respiration supported by NADH-linked
substrates: The involvement of mitochondrial glutamate metabolism”, de autoria de
D.R. Melo, S.R. Mirandola, N.A. Assuncao, R.F. Castilho, publicado na revista Journal of

Neuroscience Research (2012; doi: 10.1002/jnr.23020).

4.5. Inibicdo por MMA da respiracao por fragmentos de cérebro de rato (modelo in

situ)

Como complementagdo aos estudos in vitro e in vivo empregando-se
mitocondrias isoladas de cérebro de rato, caracterizamos o comprometimento do
metabolismo oxidativo neuronal pelo MMA, em um sistema in situ de maior complexidade

constituido por fragmentos de tecido (~1 x 1 mm) de cérebro de rato.

Foram realizados experimentos de consumo de oxigénio medindo-se
simultaneamente a respiragcdo de amostras controle e tratadas com MMA 10 mM, em
meio HBSS (glicose 1 g/L), suplementado ou ndo com malato 5 mM. Na situagéo controle,
o fluxo de consumo de oxigénio se manteve estavel ao longo do tempo (Fig 12a). Na
presenca de MMA, que foi adicionado ao experimento cerca de 10 minutos apds seu
inicio, ocorreu um aumento transitério no fluxo de oxigénio (Fig 12b), estabilizando-se
apés alguns minutos. Deste modo, a respiracdo de repouso nao foi afetada pela presenga
do MMA. O meio de reagado foi reoxigenado e em seguida o estimulo maximo da
respiragao no tecido cerebral foi obtido através da adicao de FCCP 250 nM, em torno de 1

hora e 40 minutos de experimento.
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Fig. 12 - Efeito de MMA no consumo de oxigénio por fragmentos de tecido de cérebro de
rato.

Grupos de 4 fragmentos de cérebro de rato, pesando cerca de 6 mg, e medindo
aproximadamente 1 x 1 mm, cada fragmento, foram incubados a 37 °C em meio de reacao
composto por solugdo salina balanceada de Hank contendo HEPES 20 mM (HBSS, glicose 1
g/L) sob constante agitagdo. Os ensaios de respiragcdo foram conduzidos na presenga ou
auséncia de malato 5 mM, e as situagbes controle e tratada (MMA 10 mM) foram
acompanhadas simultaneamente durante o experimento. Painel a: Representagdo de consumo
de oxigénio por fragmentos cerebrais. Onde indicado pela seta, FCCP 250 nM foi adicionado,
alcancando o maximo estimulo da respiracao. Painel b: Respiragéo tecidual na presenca de
MMA 10 mM, adicionado onde indicado pela seta. Painel c¢: Fluxo de oxigénio nas diferentes
condigdes propostas, com valores expressos como razao (Frccp/Feasal). Dados representam a
média + S.E.M. de pelo menos 5 experimentos independentes realizados em duplicata.
*Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,05. *Significativamente diferente
de MMA na auséncia de malato, p<0,05.

Ap6s o desacoplamento da respiracdo, observa-se que o MMA causou uma
inibicdo tardia de aproximadamente 23% no fluxo de oxigénio em relagdo a situagao
controle, podendo indicar uma menor atividade de componentes da cadeia respiratéria ou
diminuicdo no fornecimento de substratos para a oxidagdo aerdbica. Notadamente, a
utilizagdo do malato como substrato reverteu parcialmente o efeito inibitério do MMA no
fluxo de oxigénio (Fig 12c), suportando a ideia de que o MMA limita a disponibilidade de
substratos para a mitocondria. Nesta condi¢ao, a inibicao do fluxo pelo MMA foi de 13%.
Nao houve diferenca entre os fluxos de oxigénio nas situagdes controle, em presencga ou

auséncia de malato.

Os resultados sobre o efeito inibitério de MMA na respiragéao por fragmentos de
cérebro de rato fazem parte do artigo “Mitochondrial energy metabolism in
neurodegeneration associated with methylmalonic acidemia”, de autoria de D.R.
Melo, A.J. Kowaltowski, M. Wajner e R.F. Castilho, publicado na revista Journal of

Bioenergetics and Biomembranes (volume 43, paginas 39-46, 2011).
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4.6. Toxicidade de MMA em linhagem tumoral de células neuronais (PC12)

Além do modelo in situ (fragmentos de cérebro de rato), a avaliagdo do
comprometimento do metabolismo oxidativo neuronal pelo MMA foi realizada por meio da

investigacao do efeito citotoxico do MMA em linhagens celulares neuronais e gliais.

Empregando-se células PC12, linhagem neuroenddcrina derivada de um tumor
das células cromafins da medula adrenal de rato (feocromocitoma), nosso grupo ja havia
demonstrado anteriormente que o MMA provoca morte celular por induzir a transi¢cao de

permeabilidade mitocondrial (TPM) (Maciel et al., 2004).

Deste modo, com o objetivo de melhor compreender a toxicicidade do MMA
neste modelo neural classico, bem como as alteracbes do metabolismo oxidativo
mitocondrial que antecedem o processo de morte celular, o efeito do MMA nas células

PC12 foi estudado.

Os resultados da figura 13 mostram o numero total de células PC12 que
permaneceram viaveis ap0s incubacao em situagao controle ou tratada com MMA 10 mM,
durante 3, 7, 15 e 24 horas em meio DMEM suplementado apenas com HEPES, sem
presenca de soros equino e bovino. Apds 3 horas de tratamento, a quantidade de células
encontrada foi de aproximadamente 150.000 e 140.000 células/cm? respectivamente para
as condigdes controle e tratada, com aumento de aproximadamente 45.000 células/cm?
em relagdo & quantidade de células plaqueadas (100.000 células/cm?) 24 horas antes do
inicio do experimento. Nas 4 horas seguintes, as células continuaram em multiplicagao,
independentemente da condicdo estabelecida. O numero de células vidveis na situacao
controle permaneceu estavel no tempo de 15 horas em relagdo ao tempo anterior (7

horas). J& na presenga de MMA houve uma tendéncia a diminuigdo na quantidade de
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células viaveis em relagédo a situacao controle, entretanto nao significativa. O tratamento
com MMA no tempo final de 24 horas resultou em diminui¢do significativa da viabilidade
celular em relagcado as células controle incubadas por 24 horas, como evidenciado na

figura 13.
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Fig. 13 - Efeito de MMA na viabilidade de células PC12.

Células PC12 (1 x 106) foram dispostas em placas de 9,2 cm? em meio DMEM contendo fenol e
4,5 g/L de glicose. O meio foi suplementado com soro equino a 10%, soro fetal bovino a 5% e
1% de antibiético (penicilina/estreptomicina), durante 24 horas a 37°C e CO; a 5%.
Posteriormente, o meio foi substituido por meio DMEM (4,5 g/L de glicose) suplementado
apenas com HEPES 20 mM (pH 7,2), e as células foram incubadas com MMA 10 mM durante 3,
7, 15 ou 24 horas. Na figura sdo mostrados os valores absolutos de células viaveis encontrados
nas situagbes controle e tratada com MMA nos tempos determinados, ap6s contagem em
camara de Neubauer com azul de tripan a 0,1 % em PBS. Na figura, os valores representam a
média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes. *Significativamente diferente do

respectivo controle, p<0,05.
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Logo apds a verificagdo do tempo maximo da manutencdo de viabilidade das
células PC12 frente ao tratamento com MMA, a situagao dos parametros mitocondriais foi

examinada nas células PC12 intactas incubadas com MMA.

Para a estimativa do potencial de membrana mitocondrial em células PC12
intactas, optou-se pela utilizagdo do tempo fixo de 15 horas de incubagdo com MMA, por
ser 0 tempo limite entre a manutencao e decréscimo da viabilidade celular. Neste tempo,
poderia ser detectada alguma alteragdo precoce no potencial de membrana mitocondrial,

gue antecedesse as alteragdes ja relacionadas aos eventos de morte celular.

O marcador fluorescente, catidnico e lipofilico DiOCg(3), foi utilizado nas
determinagdes do potencial de membrana mitocondrial nas células PC12 por citometria de
fluxo (Shapiro, 2000). Este marcador liga-se a membranas lipidicas que apresentam
diferenca de potencial elétrico e quando em concentragbes nao-saturantes liga-se
preferencialmente as membranas mitocondriais, devido a maior magnitude de seu
potencial elétrico (-180 mV), quando comparado ao potencial da membrana plasmatica (-
60 mV) (Campos et al, 2004). Primeiramente foi realizada uma titulagdo prévia de
DiOCg(3) para se determinar a concentracdo do marcador a ser empregada nos
experimentos. De acordo com o protocolo estabelecido por Rottemberg e Wu (1998) e
Campos et al. (2004) encontrou-se que, para células PC12, a concentracdo ideal de

DiOCs(3) a ser utilizada é de 3 nM (resultados nao mostrados).

A figura 14a mostra a fluorescéncia do marcador obtida nas diferentes condi¢coes
testadas: células em presenca apenas de DiOCg(3), na presenca do marcador em
associagao com oligomicina, ou em associagdo com o desacoplador CCCP. Nota-se que
na presenca apenas de oligomicina, houve um esperado aumento na fluorescéncia de

DiOCs(3) pelo acréscimo no potencial de membrana mitocondrial devido a inibigcdo da
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ATP-sintase pela oligomicina. J& o CCCP, na presenca de oligomicina ou ndo, causou
diminuicado na fluorescéncia do corante pela dissipagao do potencial de membrana nas

situacdes controle e tratada com MMA.
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Fig. 14 - Efeito de MMA no potencial de membrana mitocondrial de células PC12 intactas.

Células PC12 (1 x 10° mantidas em placas de 9,2 cm’ foram incubadas em meio DMEM
suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na auséncia ou presenga de MMA 10 mM durante
15 horas a 37°C e CO: a 5%. Posteriormente, as células foram incubadas em meio contendo
DiOCs(3) 3 nM e 80 U/mL de DNAse na auséncia (basal) ou presencga de oligomicina 2 pg/mL
(Oligo); CCCP 50 puM (CCCP) ou oligomicina juntamente com CCCP (Oligo + CCCP) nas
situagbes controle e tratada com MMA 10 mM. As suspensées celulares foram mantidas sob
agitacao constante, a 25°C e protegidas da luz durante 40 minutos e em seguida avaliadas por
citometria de fluxo. Painel a: Intensidade de fluorescéncia de DiOCeg(3) nas células PC12 nas
situagOes indicadas. Painel b: Razdo entre a maior taxa de fluorescéncia encontrada (Foiigo)
pela correspondente na presenca de CCCP (Fqiigo + cccp), cOmo um parametro de estimativa do
potencial de membrana mitocondrial. Na figura, os valores representam a média + S.E.M de 6

experimentos independentes.
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A razéo da fluorescéncia do DiOCg(3) pela fluorescéncia do DiOCg(3) + CCCP
corresponde proporcionalmente ao potencial de membrana mitocondrial (Rottemberg e
Wu, 1998). Neste caso, devido a maior fluorescéncia do DiOCg(3) na presenga de
oligomicina, a razao da fluorescéncia nesta condicdo pela fluorescéncia do DiOCg(3) em
conjunto com oligomicina e CCCP (figura 14b) foi considerada para a medida da

amplitude do potencial de membrana mitocondrial.

Os resultados da figura 14b mostram que nao houve diferenga significativa entre
as razdes de fluorescéncia nas situacoes testadas, indicando que o MMA ndo causou
alteragdo nos potenciais de membrana das mitocondrias de células controle e tratadas

com MMA.

Em seguida, foi estabelecida pelo nosso grupo uma metodologia especifica para
a determinacao do potencial elétrico de membrana mitocondrial (A¥) em células PC12
permeabilizadas, para que posteriormente o efeito do MMA fosse avaliado no potencial de
membrana destas células. Esta metodologia faz parte de um capitulo intitulado
“Safranine as a Fluorescent Probe for the Evaluation of Mitochondrial Membrane
Potencial in Isolated Organelles and Permeabilized Cells”, de autoria de T.R. Figueira,
D.R. Melo, A.E. Vercesi, R.F. Castilho, publicado no nimero “Mitochondrial Bioenergetics:
Methods and Protocols” da série “Methods in Molecular Biology” (volume 810, paginas

103-117, 2012).

Os experimentos para calibracdo do potencial de membrana foram realizados
com 4 concentragdes diferentes de células (0,5; 1; 4 e 12 x 10°/mL), a 28°C em meio de
reagdo padrao livre de K* (pH 7,2), na presenga de 9,7 mM de coquetel de substratos

para o complexo | e da concentragédo fixa de 5 uM de safranina. Esta concentragéo foi
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escolhida a partir de padronizagao prévia com mitocondrias isoladas de figado de rato

(Figueira et al., 2012).

Apés a adicdo das células, houve uma diminuigdo na fluorescéncia da
suspensao, proporcional a captagcdo mitocondrial da safranina, acumulada ou ligada a
face interna da membrana interna, representando o estabelecimento do potencial de
membrana mitocondrial. Seguidamente, foi adicionada a valinomicina 40 ng/mL, ionéforo
que apresenta maior afinidade pelo K*, permitindo a calibragao do potencial de membrana
pela adicdo de concentracbes conhecidas de K*. Foi entdo realizada a calibragdo por
meio de adi¢cdes sucessivas e crescentes de K*, resultando na liberagdo da safranina no
meio de reagado, com concomitante aumento da fluorescéncia e decréscimo do potencial

de membrana até o seu total colapso pela adicdo de FCCP 0,5 uM (Fig. 15a).

Para validacao de nossas determinagdes de A¥Y em células permeabilizadas,
foram também realizados experimentos acompanhando-se o potencial de membrana com
a adicao de ADP 400 pM, que causou diminuicdo do A¥ (Fig. 15b). O potencial foi
totalmente reestabelecido, pela adi¢do de carboxiatractilosideo (CAT) 10 uM, um inibidor
do translocador de nucleotideos de adenina (ANT). Por fim, a adicdo de FCCP causou o

colapso do potencial de membrana.

Os valores de potencial de membrana apdés cada adicdo de K* foram

posteriormente calculados, utilizando-se a equacao de Nernst e a curva de calibragao foi

montada. Em seguida, AF/F foi plotado em fun¢do do potencial e, posteriormente, os

dados foram ajustados por uma fungdo polinomial (Fig. 15c). Nestes experimentos,

consideramos “F” como a fluorescéncia apresentada pela safranina apdés a adicdo de

FCCP, enquanto “AF” foi considerado F menos a fluorescéncia apresentada apds cada
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adicdo de K*. A concentracdo de 4 x 10° células/mL foi a que apresentou melhor relacdo

entre os potenciais de membrana e as diferencas de fluorescéncia obtidas,

correspondentes as sucessivas adicdes de K. Com esta concentracdo de células

obtivemos uma curva de calibracdo com um perfil mais préximo ao linear.

a b
507 peio 507pctz FCCP
~ = |
=] (\'S
< § 40 -
(0]
's) C
3 S 30-
@ o
Q o
5 = 20 CAT
° 2 ADP l
= c
S 8 10- !
= ©
© N
4]
0 T T T O T T T
0 10 20 30 0 4 8 12
Time (min) Time (min)
¢ ber of cell
number of cells
0901 ", o5 < 10°
e 1x10°
0.751 4 4x10°
v 12x10°
0.60+
S
5 0.45
0.30+
0.15- >
0.00+ . . . ; .
60 80 100 120 140 160

AW (-mV)

104



Fig 15 — Avaliacdao do uso de safranina para a estimativa de potencial de membrana
mitocondrial em células PC12 permeabilizadas.

Células PC12 (painéis a e b: 4 x 10°/mL; ¢: 0,5 a 12 x 10° /mL) foram incubadas a 28°C em
meio de reagéo livre de K* e constituido por sacarose 250 mM, EGTA 200 uM, BSA 1 mg/mL,
NazHPO4 2 mM, MgCl, 1 mM e HEPES-Na* 10 mM (pH 7,2), na presenca de safranina 5 puM,
digitonina 40 uM e de um coquetel de substratos para o complexo | (malato 3,4 mM, glutamato
2,1 mM, piruvato 2,1 mM e a-cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,7 mM. Painel a: Figura
representativa do aumento da fluorescéncia, com perda de potencial em decorréncia de adigoes
crescentes de K* (3 adigbes de 375 pM, 4 adigbes de 500 uM e 7 adigbes de 750 pM),
sequencialmente totalizando 8,375 mM. Valinomicina (Val) 40 ng/mL e FCCP 0,5 uM foram
adicionados onde indicado na figura. Painel b: Representacdo do efeito de ADP 400 pM,
carboxiatractilosideo (CAT) 10 uM e FCCP 1 uM no potencial de membrana mitocondrial
mantido por células PC12. Painel c¢: Representacdo do melhor ajuste de A¥ x AF/F para as
diferentes concentragdes de PC12 utilizadas, com X correspondendo ao valor encontrado de
potencial de membrana para cada condicdo antes da adicdo de K*. Os dados foram ajustados
por uma funcéo polinomial de 22 (0,5 x 10° células/mL) e 32 ordem (1; 4 e 12 x 10° células/mL).
Os resultados séo representativos de 4 experimentos realizados em duplicata. a.u.: Unidades
arbitrarias de fluorescéncia, F: fluorescéncia na presenga de FCCP. AF: F menos a
fluorescéncia apresentada apds cada adigéo de K*.

Nota-se que com a concentragdo de 4 x 10° células/mL observou-se um boa
resposta tanto para valores mais baixos (60 mV - 100 mV) como para altos (> 140 mV) de
potencial de membrana. Estes resultados ndo s6 estabelecem uma metodologia pratica e
guantitativa para se estimar A¥Y em suspensoées de linhagens de células neuronais, como
demonstram também, a grande importédncia de se determinar condi¢gdes experimentais

adequadas para a medida do mesmo.

Pelo fato de ndo ter sido observada nenhuma alteracdo no potencial de
membrana mitocondrial em células intactas por meio da citometria de fluxo, decidimos
avaliar o A¥Y empregando o método da safranina O estabelecido para células PC12

permeabilizadas com digitonina apds um tempo de exposicao ao MMA de 7 horas.
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As relagdes entre os potenciais de membrana e as diferengas de fluorescéncia
obtidas, correspondentes as sucessivas adigbes de K' para as situagdes controle e
tratada com MMA, indicaram perfis bastante semelhantes e proximos ao linear (figura
16a). Os valores absolutos de potencial de membrana mitocondrial de repouso estimados
apds o ajuste pela equacgdo polinomial apresentam-se muito similares (figura 16b),
indicando que o tratamento com MMA durante 7 horas ndo foi suficiente para alterar o

potencial de membrana mitocondrial de repouso em células PC12 permeabilizadas.
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Fig 16 — Efeito de MMA no potencial de membrana mitocondrial de células PC12
permeabilizadas.

Células PC12 (4 x 10° mantidas em placas de 22,1 cm? foram incubadas em 4 mL de meio
DMEM suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situagdes controle e tratada com MMA
10 mM durante 7 horas. Posteriormente, as células foram ressuspendidas e incubadas (4 x
10%/mL) a 28°C em meio de reagao livre de K* constituido por sacarose 250 mM, EGTA 200 pM,
BSA 1 mg/mL, NazHPO4 2 mM, MgCl> 1 mM e HEPES-Na*® 10 mM (pH 7,2), na presenca de
safranina 5 pM, digitonina 40 uM e de coquetel de substratos para o complexo | (malato 3,4
mM, glutamato 2,1 mM, piruvato 2,1 mM e a-cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,46 mM.
Painel a: Representacado do melhor ajuste de A¥Y x AF/F para as condigdes controle e tratada
com MMA 10 mM, onde X corresponde ao valor encontrado de potencial de membrana para
cada condigdo antes da adicdo de K'. Painel b: Valores aproximados de potencial de
membrana encontrados para as situagdes controle e tratada com MMA 10 mM, anteriormente a
primeira adigdo de K*. Os dados foram ajustados por uma fungéo polinomial de 32 ordem. Os
resultados sao representativos de 4 experimentos independentes realizados em duplicata. F:
fluorescéncia na presenca de FCCP, AF: F menos a fluorescéncia apresentada apds cada
adigéo de K*.
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Anteriormente, mostramos que o efeito inibitorio de MMA no consumo de
oxigénio por fragmentos de cérebro de rato foi parcialmente revertido por malato. Os
experimentos das figuras 17 e 18 tiveram como objetivo comparar os resultados obtidos
com fragmentos de cérebro com experimentos utilizando células PC12. Além disso, em
determinadas situagdes, as medidas de consumo de oxigénio sdo mais sensiveis que
determinacdes de potencial de membrana mitocondrial (Kowaltowski et al, 2002), o que
poderia evidenciar pequenas alteragdes mitocondriais existentes nas células PC12

tratadas com MMA, que ndo puderam ser notadas quando o AY foi investigado.

Para a avaliagdo da respiragdo por mitocondrias de células intactas, os
experimentos foram realizados dentro dos mesmos parametros experimentais utilizados
para avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial, com exceg¢do do uso da
digitonina, que neste caso foi suprimido. A respiracdo das suspensdes celulares controle
e tratada com MMA 10 mM durante 7 horas foi medida simultaneamente, em meio de
reacdo livre de K* na presenca de um coquetel de substratos para o complexo I. Na
situacdo controle, a inibigdo da ATP-sintase pela adi¢do de oligomicina 1 pg/mL diminuiu

o fluxo de oxigénio em cerca de 25% em relacao a respiracao de repouso (Fig. 17).

O tratamento com MMA diminuiu significativamente o fluxo de oxigénio em 14%
em relagao a situagao controle, em presenga de oligomicina. A adigdo de FCCP apds 12
min estimulou a respiracdo em aproximadamente 35% em relacao a condicdo controle em
presenga de oligomicina. Novamente, em presenga de MMA foi notada uma inibicao
significativa de 15% no fluxo de oxigénio na situacéo de respiracdo desacoplada, como

evidenciado na figura 17.
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Fig. 17 - Efeito de MMA no consumo de oxigénio por células PC12 intactas.

Células PC12 (4 x 10° foram incubadas em placas de 22,1 cm? em 4 mL de meio DMEM
suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situagdes controle e tratada com MMA 10 mM
durante 7 horas. Posteriormente, as células (2 x 10°/mL) foram incubadas a 28°C, sob agitagao
constante de 200 rpom em 2 mL de meio de reagéo livre de K* constituido por sacarose 250 mM,
EGTA 200 uM, BSA 1 mg/mL, Na;HPO4 2 mM, MgCl> 1 mM e HEPES-Na* 10 mM (pH 7,2), na
presenca de um coquetel de substratos para o complexo | (malato 3,4 mM, glutamato 2,1 mM,
piruvato 2,1 mM e a-cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,46 mM. Experimentos nas condigbes
controle e em presenca de MMA 10 mM foram conduzidos em paralelo e as camaras foram
mantidas sempre fechadas. Os resultados representam os valores absolutos dos fluxos de
oxigénio observados ap6s a adi¢cdo de oligomicina 1 pg/mL e FCCP 20 nM nas diferentes
situagbes. Dados representam a média +* S.E.M. de 3 experimentos independentes.
*Significativamente diferente do respectivo controle, p<0,05.
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Em seguida, acompanharam-se as medidas de respiracdo por mitocdndrias de
células PC12 permeabilizadas com digitonina apés tratamento com MMA 10 mM,
empregando-se 0s mesmos parametros experimentais utilizados nos experimentos de
determinagéo de A¥ em PC12 permeabilizadas. O fluxo de consumo de oxigénio inicial se
manteve estavel ao longo do tempo (Fig. 18a) e foi bastante semelhante para as duas
situacdes (6,4 pmol x 10° céls™ x seg™). A presenca de ADP 400 pM, que foi adicionado
ao experimento aproximadamente 15 minutos apds seu inicio, causou um aumento
consideravel no fluxo de oxigénio nas duas situagdes testadas e que permaneceu estavel
até a adicao de FCCP 80 nM. Na presenca deste, o estimulo maximo da respiracao foi
obtido, alcancando aproximadamente 18,5 pmol x 10° céls' x seg' para as duas
situagdes (Fig. 18b), sendo que nao houve diferenga significativa entre as células controle

e tratadas com MMA, contrastando com o efeito inibitério observado na Figura 17.

De modo interessante, o efeito inibitério do MMA observado anteriormente na
respiracao mitocondrial por células PC12 intactas foi perdido ap6s a permeabilizacdo das
mesmas. Este efeito sugere que ao se excluir o bloqueio representado pela membrana
plasmatica, por meio do uso da digitonina, promoveu-se um aumento da disponibilidade
de substratos para as mitocondrias no meio de reagdo, minimizando o efeito do MMA.
Estes resultados estdo de acordo a Figura 11, na qual foi mostrado que o efeito inibitério
de MMA no consumo de oxigénio por fragmentos de cérebro de rato é parcialmente
revertido pela suplementagdo do meio de reagdo com malato. Isto confirma a
possibilidade de que o comprometimento do metabolismo energético neuronal pelo MMA

esta associado a um suprimento diminuido de substratos para oxidagao mitocondrial.

Nao foi constatada diferengca na atividade de citrato sintase entre as células

controle e tratadas com MMA 10 mM (resultados ndo mostrados).
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Fig. 18 - Efeito de MMA no consumo de oxigénio por células PC12 permeabilizadas.

Células PC12 (1 x 106) foram incubadas em placas de 22,1 cm? em meio DMEM suplementado
com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situagdes controle e tratada com MMA 10 mM durante 7 horas.
Posteriormente, as células (2 x 10° /mL) foram incubadas a 28°C, sob agitagido constante de
200 rpm em 2 mL de meio de reagéo livre de K" constituido por sacarose 250 mM, EGTA 200
uM, BSA 1 mg/mL, NagHPO4 2 mM, MgCl, 1 mM e HEPES-Na® 10 mM (pH 7,2), na presenca
de digitonina 40 uM e de um coquetel de substratos para o complexo | (malato 3,4 mM,
glutamato 2,1 mM, piruvato 2,1 mM e a-cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,46 mM.
Experimentos nas condigbes controle e em presenca de MMA 10 mM foram conduzidos em
paralelo e as camaras foram mantidas sempre fechadas. Painel a: Resultados representativos
das medidas de concentragéo (azul) e fluxo (vermelho) de oxigénio por células permeabilizadas
sob condigbes controle e tratada com MMA. Onde indicado, ADP 400 uM foi adicionado para
estimular a respiragao pela fosforilacdo oxidativa e FCCP 80 nM foi adicionado para atingir a
maxima velocidade de respiragdo. Painel b: Valores absolutos dos fluxos de oxigénio
observados nas diferentes condigbes experimentais. Dados representam a média + S.E.M. de 3
experimentos independentes.

4.7. Efeito de MMA na viabilidade e morfologia de células gliais

Considerando que os estudos ja publicados apenas abordaram o efeito de MMA
em culturas primarias de neur6nios (McLaughlin et al., 1998; Okun et al., 2002) ou
linhagens de origem neuronal (Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006; Figs 13, 14 e
16-18 desta Tese), decidimos investigar se haveria a possibilidade de o MMA atuar
prejudicando o metabolismo energético mitocondrial de células gliais. Para tanto,
utilizamos inicialmente como modelo de estudo a linhagem U-87MG, derivada de células

de glioblastoma humano.

Essencialmente, avaliamos a viabilidade destas células apés tratamento com
MMA 10 mM durante 3, 24 e 48 horas, utilizando 2 métodos diferentes: a contagem das
células inviaveis coradas pelo azul de tripan (Fig. 19a) e a densidade 6ptica do formazan
produzido nas células viaveis pelo método colorimétrico do MTT (Fig. 19b). Quando

medida pelo método da contagem no azul de tripan, houve uma tendéncia de diminuicao
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da viabilidade na situa¢do tratada com MMA 10 mM, ainda que né&o significativa (Fig.

19a), nos 3 diferentes tempos de tratamento. Ja pelo método do MTT, esta tendéncia

permaneceu apenas no tempo mais longo de tratamento (48h) (Fig. 19b).
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Fig. 19 - Efeito de MMA na viabilidade de células U-87MG.

Células U-87MG (0,5 x 10°%) foram dispostas em placas de 9,2 cm? com 2 mL de meio DMEM
contendo fenol e 2 g/L de glicose. O meio foi suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1%
de antibiético (penicilina/estreptomicina), durante 24 horas a 37°C e CO; a 5%. Posteriormente,
o meio foi renovado e suplementado ainda com HEPES 20 mM (pH 7,2), para incubagéo das
células com MMA 10 mM durante 3, 24 e 48 horas. Painel a: Valores absolutos do nimero de
células viaveis encontrados nas situagbes controle e tratada com MMA nos tempos
determinados, apds contagem em camara de Neubauer com azul de tripan a 0,1 % em PBS.
Painel b: valores de absorbancia do azul de formazan, originado na reagdo do MTT,
corespondente a viabilidade celular das células U-87MG nas diferentes situagdes. Os dados
representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes.
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A auséncia de efeito citotoxico do MMA na linhagem glial tumoral U-87MG, bem
como as sutis alteragdes promovidas pelo MMA na linhagem neuronal tumoral PC12,
indicam a possibilidade de menor sensibilidade das células tumorais frente a toxicidade
promovida pelo tratamento com MMA. A resisténcia de células de origem tumoral ao
MMA pode se dever ao fato de que estas células apresentam um metabolismo

predominante glicolitico.

Portanto, para dar continuidade ao estudo, foi estabelecida uma cultura primaria

de astrécitos provenientes de cérebro total de ratos neonatos com 2 dias de idade.

Ap6s o tratamento de astrocitos com MMA 10 mM durante 3, 24 e 48h a
viabilidade celular foi avaliada. Quando medida pelo método do azul de Tripan, uma
diminuicdo significativa da viabilidade foi observada nos 3 tempos de tratamento (Fig.
20a), enquanto o método do MTT n&o detectou nem mesmo uma tendéncia de diminuigéo
na viabilidade das células tratadas com MMA (Fig. 20b). Estes resultados contraditorios

podem ser explicados pelo tipo do método utilizado para se medir a viabilidade celular.

Possivelmente, as células astrcitarias primarias sdo prejudicadas de alguma
forma pelo MMA, talvez até por inibicdo da atividade da a-cetoglutarato desidrogenase, e
o atrito mecéanico proporcionado pelo método do azul de Tripan faz com que estas células,

ja sensibilizadas, sejam rompidas com maior facilidade e terminem inviaveis.
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Fig. 20 - Efeito de MMA na viabilidade de astrocitos primarios.

Astrécitos primarios (0.6 x 10°) provenientes de ratos neonatos (2d) foram dispostos em placas
de 9,2 cm® com 2 mL de meio DMEM contendo fenol e 2 g/L de glicose. O meio foi
suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1% de antibiético (penicilina/estreptomicina),
durante 24 horas a 37°C e CO; a 5%. Posteriormente, o meio foi renovado e suplementado
ainda com HEPES 20 mM (pH 7,2), para incubagéo das células com MMA 10 mM durante 3, 24
e 48 horas. Painel a: Valores absolutos do numero de células vidveis encontrados nas
situacdes controle e tratada com MMA nos tempos determinados, apds contagem em camara
de Neubauer com azul de tripan a 0,1 % em PBS. Painel b: valores de absorbancia do azul de
formazan, originado na reagdo do MTT, correspondente a viabilidade celular das células U-
87MG nas diferentes situagdes. Os dados representam a média + S.E.M de pelo menos 4
experimentos independentes. *Significativamente diferente de seu respectivo controle (tempo
0Oh), p<0,01.
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A sensibilidade dos astrocitos primarios aos efeitos da incubagdo com MMA

também pode ser evidenciada na Figura 21.
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Fig. 21 - Efeito de MMA na morfologia e area de astrocitos primarios.

Astrécitos primarios (0.3 x 10%/mL) provenientes de ratos neonatos (2d) foram dispostos em
placas de 9,2 cm® com 2 mL de meio DMEM contendo fenol e 2 g/L de glicose. O meio foi
suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1% de antibiético (penicilina/estreptomicina), e as
células mantidas durante 24 horas a 37°C e CO a 5%. Posteriormente, o meio foi renovado e
suplementado ainda com HEPES 20 mM (pH 7,2), para incubagédo das células com MMA 10
mM durante 48 horas. Em seguida, os estudos morfologicos foram realizados utilizando-se o
contraste de fase Optico e as células foram fotografadas nos tempos: Oh e 48h na situacéo
controle ou apds tratamento com MMA 10 mM. As imagens originais foram ajustadas
aumentando-se o contraste. *Significativamente diferente de CT, p<0,01.
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Pode-se notar que apdés o tratamento com MMA 10 mM a morfologia dos
astrécitos apresenta-se retraida e com bordas mais espiculadas em relagdo as células
controle (Fig 21). Quando a area destas células foi medida, observou-se uma diminuicao
de quase 30% em relacdo a situacao controle, o que pode representar ainda, uma perda

de até 40% em termos de volume celular.

A diferenca de sensibilidade encontrada em células tumorais e primarias pode
recair sobre o perfil metabdlico de cada um destes tipos celulares (Koppenol et al., 2011).
As células tumorais possuem um perfil altamente glicolitico, produzindo a maior parte de
sua energia pela glicolise seguida pela fermentacao latica. Ja as células primarias
possuem uma dependéncia menor em relagdo a glicolise, porque a geracao de energia
apos este passo ocorre pela oxidagdo do piruvato, processo mais eficiente. Entretanto,
como este processo é dependente do metabolismo oxidativo para ocorrer, 0
comprometimento do metabolismo energético mitocondrial induzido pelo MMA é suficiente
para danificar estas células. No entanto, 0 mesmo efeito do MMA possivelmente nao
possa ser evidenciado em células tumorais devido a menor dependéncia destas células
em relacdo ao metabolismo oxidativo mitocondrial, o que explicaria a menor sensibilidade

destas células frente aos efeitos deletérios do MMA.

4.8. Efeito de MMA na producao mitocondrial de espécies reativas de oxigénio

(EROs)

Estudamos ainda se o prejuizo causado pelo MMA no metabolismo neuronal
poderia estar associado, além dos fatores acima citados, a um aumento na produgéo

mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Sabe-se que condicbes patolégicas que levam a baixas taxas respiratorias,
frequentemente sdo acompanhadas por uma producdo aumentada de EROs (Sousa e
Castilho, 2005). Tal produgdo constitui um evento importante na patogénese de muitas
doencas neurodegenerativas (Betarbet et al., 2000), principalmente devido as altas taxas
metabdlicas e a capacidade relativamente reduzida de regeneragao celular apresentada
pelo cérebro, quando comparado a outros 6rgaos sendo, portanto, mais suscetivel aos

efeitos danosos de EROs (Andersen, 2004).

Em nossos primeiros resultados sobre o efeito de MMA na respiracdo de
mitocondrias isoladas, o MMA mostrou ser um potente inibidor da respiracdo mitocondrial
mantida por succinato (Fig. 2). Com o objetivo de avaliarmos se tal alteracao pode ser
acompanhada de uma producado aumentada de EROs, realizamos ensaios in vitro para
deteccdo de resofurina, produto fluorescente da reacdo de perdxido de hidrogénio
liberado pela mitocondria com o marcador nao-fluorescente Amplex Red na presenca de
HRP (peroxidase de raiz forte, tipo VI-A). As medidas foram realizadas em trés condi¢des
experimentais diferentes: presenga de substratos para o complexo | da cadeia
respiratéria, succinato em conjunto com rotenona e succinato sem rotenona, nas

situag6es controle e na presenga de MMA 10 mM, com e sem ADP (Figura 22).

Na condicdo mantida por substratos para o complexo | da cadeia respiratéria, a
producéo de EROs foi pouco expressiva e, na presenca de ADP, decaiu para niveis ainda
mais baixos, tanto na situacao controle como também no tratamento com MMA 10 mM.
Entretanto, este ndo alterou a producado de EROs em ambas condi¢des (com e sem ADP)

(Figura 22).

O succinato por sua vez, promoveu uma elevada producdo de EROs,

possivelmente porque na situagdo de falta de ADP, os elétrons provenientes da
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metabolizacdo de succinato podem fluir reversamente para o complexo I, com
consequente aumento dos niveis de EROs (Kowaltowski et al, 2009). Estes foram
posteriormente diminuidos em cerca de 15 vezes pela adicdo de ADP, por levar a
deplecao do gradiente de prétons com consequente inibicdo da transferéncia reversa de
elétrons (Liu et al., 2002). Nesta mesma condicdo, o MMA mostrou uma tendéncia em

inibir a producéao de EROs quando comparado ao seu respectivo controle.
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Fig. 22 - Efeito de metilmalonato (MMA) na producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) por mitocondrias de cérebro na presenca ou auséncia de ADP.

Mitocondrias de cérebro total de ratos (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reagao
padrdo (KCI 130 mM, HEPES-K* 10 mM, KzHPO4 2 mM, MgCl, 1mM, EGTA 200 uM, pH 7,2),
juntamente com um coquetel de substratos para o complexo | (malato, glutamato, piruvato e a-
cetoglutarato; 1,25 mM de cada substrato) ou succinato 5 mM, acompanhado ou nao de
rotenona 5 uM. Nestas condicdes, foi utilizada uma concentragéo fixa de MMA (10 mM), como
indicado. O peréxido de hidrogénio formado na presenga ou auséncia de ADP 800 uM, foi
detectado pela reacdo com Amplex Red 10 pM em conjunto com HRP 1 U/mL. Na figura, os
valores sdo mostrados como unidades arbitrarias de fluorescéncia da resofurina produzida e,
representam a média + S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em
duplicata. *Significativamente diferente da respectiva condicdo na auséncia de ADP, p<0,05.
*Significativamente diferente do respectivo controle, p<0,05.
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Finalmente, a utilizagdo de rotenona, conhecido inibidor do complexo | da cadeia
respiratéria, juntamente com succinato, diminuiu a produ¢do de EROs consideravelmente,
devido ao bloqueio do fluxo de elétrons para o complexo I. A presenga de ADP nao afetou
a producao de EROs nesta condicao. Porém, o MMA mostrou uma tendéncia em inibir a
producdo de EROs na auséncia de ADP, e na presenga deste tal inibicdo foi significativa
(Figura 22). Nestas condi¢des, a menor producdo de EROs na presenca de MMA deve-

se provavelmente a inibicdo da oxidagdo do succinato pelas mitocdndrias, reduzindo o

fluxo de elétrons na cadeia respiratoria.

Foi previamente descrito que, em animais cronicamente tratados com MMA, a
administragdo concomitante de &cido ascérbico preveniu os déficits comportamentais
apresentados pelos ratos que receberam apenas MMA (Pettenuzzo et al, 2003),
relacionando tais mudangas comportamentais com EROs e indicando o envolvimento de

estresse oxidativo na neuropatologia da acidemia metilmalénica.

Anteriormente, verificamos que a respiracao mitocondrial ndo foi alterada pelo
tratamento in vivo crénico com MMA em ratos jovens. Assim, utilizando o protocolo
experimental ja descrito (Wajner et al., 1988), decidimos avaliar se alguma alteracdo na
liberacdo mitocondrial de EROs ocorreria como resultado do efeito indireto do tratamento
cronico com MMA, de forma a complementar nossos estudos in vitro sobre a produgéo de

EROs em mitocondrias de cérebro de rato.

O tratamento crdnico foi realizado por meio da administragédo intraperitoneal de
MMA por 15 dias (2x ao dia). Apds o periodo de tratamento, animais controles e tratados
foram sacrificados, sempre 16 h apés a ultima administragdo de MMA, com o objetivo de
evitar o efeito direto da presenca deste nas organelas isoladas (Dutra et al., 1991). Em

seguida, foi realizado o isolamento de mitocondrias de cérebro e, posteriormente, a
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deteccdo dos niveis de perdoxido de hidrogénio liberado, empregando-se o marcador

Amplex Red na presenca de HRP.
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Fig. 23 - Efeito do tratamento crénico in vivo com MMA na producdao de EROs por
mitocondrias de cérebro de ratos jovens na presenca ou auséncia de ADP.

MitocOndrias isoladas (0,5 mg/mL) de cérebro de ratos jovens tratados cronicamente com MMA
foram incubadas a 37 °C em meio de reagéo padrédo (KCl 130 mM, HEPES-K* 10 mM, KoHPO4
2 mM, MgCl> 1mM, EGTA 200 uM, pH 7,2), juntamente com um coquetel de substratos para o
complexo | (malato, glutamato, piruvato e a-cetoglutarato; 1,25 mM de cada substrato) ou
succinato 5 mM, acompanhado ou ndo de rotenona 5 pM. O per6xido de hidrogénio formado na
presencga ou auséncia de ADP 800 uM, foi detectado pela reagdo com Amplex Red 10 uM em
conjunto com HRP 1 U/mL. Na figura, os valores sdao mostrados como unidades arbitrarias da
fluorescéncia de resorufina produzida, e representam a média + S.E.M de pelo menos 4
experimentos independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente da
respectiva condi¢cdo na auséncia de ADP, p<0,05.
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Conforme observado nos experimentos utilizando MMA in vitro, em mitocdndrias
isoladas de ratos jovens tratados cronicamente com MMA observou-se uma redugéo por
ADP da produgcdo de EROs mantida por substratos do complexo |, mas ndao houve
qualquer efeito do tratamento com MMA. A producao de EROs mantida por succinato na
auséncia de rotenona foi a mais acentuada, e nesta situacao também foi diminuida por
ADP, nas condigbes controle e tratado, que ndo foram diferentes ente si. Por fim, na
presenca de succinato e rotenona, que impede a transferéncia reversa de elétrons, a
producédo de EROs foi menor, com pequeno estimulo por ADP, mas também sem efeito

do tratamento com MMA, como mostrado na figura 23.

Recentemente, foi descrito um aumento significativo na produgédo de EROs em
fibroblastos de pacientes com acidemia metilmal6nica (Richard et al., 2007). Além disso,
num modelo animal para a acidemia metilmalénica constituido de camundongos knockout
para o gene mut, Chandler et al. (2009) observaram um menor conteddo de glutationa
intracelular. De fato, muitos erros inatos do metabolismo tém sido associados com
estresse oxidativo, sugerindo que o acumulo de metabdlitos levaria a uma produgéao

excessiva de radicais livres.

Também sugerindo a participagdo de estresse oxidativo na neurotoxicidade por
MMA, McLaughlin et al. (1998) mostraram que a morte de células corticais e estriatais
provenientes de cérebro de embrides de rato submetidos a 24 horas de incubagédo com

MMA era atenuada pelo uso de antioxidantes.

Em estudo empregando células PC12, nosso grupo ja havia demonstrado que o
MMA promove morte celular por induzir a transicdo de permeabilidade mitocondrial
(Maciel et al., 2004). Deste modo, decidimos detectar a liberacdo de EROs por estas

células neuroenddcrinas na presenca de MMA, com o objetivo de complementar nossos
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resultados obtidos in vitro e in vivo, bem como, melhor compreender o efeito deste acido

neste modelo neural classico.

Para estimarmos a liberagdo de EROs em células PC12, optamos pela utilizacao
de um tempo fixo de 15 horas de incubacdo com MMA, por ter ainda nesse periodo
apresentado manutencdo da viabilidade celular entre controle e tratado com MMA,
excluindo assim, a interferéncia da producdo de EROs acionada por eventos ja

relacionados ao processo de morte celular.

Posteriormente ao periodo de incubagédo, as células foram ftripsinizadas e
ressuspendidas em meio de reacdo composto por HBSS + HEPES 20 mM. Em seguida,
foi realizada a detecgao da producdo de EROs, durante 15 minutos empregando-se trés
marcadores diferentes. Amplex Red, na presenca de HRP, foi utilizado para detecgéao da
liberacdo mitocondrial de perdxido de hidrogénio. Foi ainda utilizado o H,.DCFDA (forma
reduzida) permeavel e nao-fluorescente, que apresenta maior afinidade em reagir com
radicais peroxil, hidroxil e peroxinitrito, apds deacetilacdo por esterases intracelulares,
sendo convertido em DCF (forma oxidada) nao-permeavel e fluorescente (Lebel et al.,
1992). E por fim, o DHE, também permeavel e mais seletivo para o anion superéxido. O
DHE é oxidado em etidio, que acaba intercalando no DNA nuclear, onde permanece e

aumenta consideravelmente a fluorescéncia (Robinson et al., 2006).

Nestes experimentos, nota-se que a produgdo de EROs como resultado da
incubacao de células PC12 na presenca de MMA durante 15 horas nao foi alterada (Fig.
24) em relacdo ao controle, indicando que o aumento na produgao de espécies reativas
por MMA descrito por alguns grupos (McLaughlin et al., 1998 e Richard et al., 2007) possa

estar relacionado ja com o periodo em que ha inducdo de morte celular pelo MMA,
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consistindo num efeito secundario deste na producdo de espécies reativas € ndo um

evento precoce causado diretamente.
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Fig. 24 - Efeito de MMA na liberacao de EROs por células PC12.

Células PC12 (0,5 x 10° /mL) foram mantidas em placas de 9,2 cm® com 2 mL de meio DMEM
contendo fenol, 4,5 g / L de glicose e suplementado com soro equino a 10%, soro fetal bovino a
5% e 1% de antibiético (penicilina/estreptomicina), durante 24 horas a 37 °C e CO2 a 5%.
Posteriormente, o meio foi substituido por meio DMEM suplementado apenas com HEPES 20
mM (pH 7,2), e as células foram incubadas com MMA 10 mM durante 3, 15 ou 24 horas. Os
valores estdo expressos como porcentagens de seus respectivos controles quanto a detecgdo
da presenga de espécies reativas, pela oxidagdo dos marcadores dihidroetidina (DHE) 5 uM,
2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H.DCFDA) 5 pM e Amplex Red 10 uM + HRP 1U/mL.
As medidas foram conduzidas 15 horas depois da incubagdo com MMA, apds ressuspensao
das células em solucdo salina balanceada de Hank (HBSS), sem fenol e suplementada com
HEPES 20 mM (pH 7,2). Na figura, os valores representam a média + S.E.M de pelo menos 4
experimentos independentes.
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5. Conclusoes
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5.1 Metilmalonato (MMA) mostrou ser um potente inibidor da respiragdo mitocondrial
mantida pelo substrato succinato, sendo este efeito causado pela inibicdo do
transportador mitocondrial de dicarboxilatos pelo MMA, impedindo a captagdo de
succinato pela mitocondria. Na presenca de um coquetel de substratos para o
complexo | da cadeia respiratéria, a respiracao nao foi alterada pelo MMA, indicando
que este acido organico nado interfere diretamente na atividade dos complexos

mitocondriais.

5.2 Notadamente, a respiragdo mitocondrial mantida por glutamato também foi fortemente
inibida pelo MMA. Experimentos de transporte mitocondrial de substratos mostraram
que MMA extramitocondrial é trocado por a-cetoglutarato intramitocondrial,
depletando a mitocondria de tal substrato. Ainda, o MMA inibe competitivamente a a-
cetoglutarato desidrogenase (Ki=3,65 * 0,81 mM). Ambos os processos explicariam a
inibicdo por MMA do metabolismo oxidativo neuronal de glutamato.

5.3 O tratamento in vivo crbnico (15 dias) de ratos jovens com MMA néao resultou em
alteragbes mitocondriais permanentes e estruturais. Alteragées na bioenergética
mitocondrial induzidas por MMA dependem da presenga deste no ambiente

mitocondrial para ocorrerem.

5.4 A inibicdo induzida pelo MMA da respiracdo por fragmentos de tecido cerebral foi
parcialmente prevenida pela suplementacdo do meio de reacdo com malato,
suportando a hipotese de que na presenga de MMA a disponibilidade de substratos €

menor.

5.5 Em células tumorais neuronais PC12, o tratamento com MMA durante 7 h diminuiu a
respiragdo em células intactas, mas ndo em células permeabilizadas incubadas na
presenca de um coquetel de substratos respiratérios, reforcando a proposta de que o
MMA restringe o acesso de substratos para a mitocéndria.

5.6 Aditivamente, o MMA inibiu a viabilidade celular de astrécitos primarios, mas nao de
células tumorais de glioblastoma, sugerindo maior resisténcia destas frente aos
efeitos deletérios do MMA, provavelmente devido ao perfil metabdlico
predominantemente glicolitico das células de origem tumoral. Astrécitos incubados na
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5.7

presenca de MMA apresentaram alteragcdes morfoldgicas, caracterizadas, sobretudo,

por uma diminuicdo da area destas células.

A geragdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio ndo foi alterada pelos
tratamentos in vitro e in vivo com MMA. O MMA também nao modificou a produgéo de
espécies reativas de oxigénio por células neuronais PC12. O estresse oxidativo
promovido por MMA descrito em alguns estudos pode ser um efeito secundario deste
acido organico, decorrente de sua citotoxicidade, e ndo um evento precoce causado

diretamente.
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Abstract Methylmalonic acidemia is one of the most
prevalent inherited metabolic disorders involving neuro-
logical deficits. /n vitro experiments, animal model studies
and tissue analyses from human patients suggest extensive
impairment of mitochondrial energy metabolism in this
disease. This review summarizes changes in mitochondrial
energy metabolism occurring in methylmalonic acidemia,
focusing mainly on the effects of accumulated methyl-
malonic acid, and gives an overview of the results found
in different experimental models. Overall, experiments to
date suggest that mitochondrial impairment in this disease
occurs through a combination of the inhibition of specific
enzymes and transporters, limitation in the availability of
substrates for mitochondrial metabolic pathways and
oxidative damage.
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Introduction

Methylmalonic acidemia consists of a group of autosomal
recessive genetic disorders affecting catabolic pathways of
the branched chain aminoacids isoleucine, valine, methio-
nine and threonine, as well as thymine, odd carbon number
fatty acids and the side chain of cholesterol. Methylmalonic
acidemia is usually caused by mutations in the MUT gene
(609058) that lead to partial (muf ) or complete (mut°)
deficiency in the activity of methylmalonyl-CoA mutase
(MCM, EC 5.4.99.2), a mitochondrial matrix enzyme that
catalyses the conversion of L-methylmalonyl-CoA to
succinyl-CoA (Fenton et al. 2001; Tanpaiboon 2005;
Venditti 2005). In addition, defects in the synthesis of 5'-
deoxyadenosyl cobalamin (AdoCbl), a vitamin B,-derived
cofactor required for MCM activity, or failure in the
metabolism of cobalamin itself can promote a functional
deficiency of this enzyme, also resulting in methylmalonic
acidemia. Methylmalonyl-CoA, among other metabolites,
accumulates in the mitochondrial matrix as a result of
MCM deficiency. Methylmalonyl-CoA is subsequently
hydrolyzed to CoA and methylmalonic acid (MMA)
(Kovachy et al. 1983; Fenton et al. 2001; Chandler and
Venditti 2005).

One in 48,000 newborns in the United States is
estimated to be affected by methylmalonic acidemia
(Coulombe et al. 1981), while incidences range from
1:115,000 in Italy to 1:169,000 in Germany (Deodato et
al. 2006). Generally, mut patients and those with AdoCbl
synthesis defects present good clinical responses when
supplemented with vitamin B,, while muf° patients are not
responsive, constituting the most severe phenotype of the
disease (Tanpaiboon 2005; Deodato et al. 2006).

MMA is produced within tissues and transported to the
plasma and cerebrospinal fluid, where it can reach high
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levels during periods of metabolic decompensation (Fenton
et al. 2001). The upper reference values for MMA are
4 mmol/mol creatine in the urine, 0.27 pmol/L in the blood
and 0.59 pmol/L in the cerebrospinal fluid. In severely
affected individuals, MMA concentrations lie in the range
of 1,000-10,000 mmol/mol creatine in the urine and 220—
2,900 umol/LL in the blood (Fenton et al. 2001; Venditti
2005). MMA varies from tens to hundreds mmol/mol
creatine in the urine and 5 to 100 pmol/L in the blood for
Biz-responsive patients (Venditti 2005). MMA concentra-
tions in the cerebrospinal fluid of patients are similar to
those found in blood but can reach even higher levels
(Rosenberg 1978; Hoffmann et al. 1993).

MMA is predominantly produced in the liver and kidneys
because of the high methylmalonyl-CoA mutase activity in
these organs (Fenton et al. 1982; Kennedy et al. 1990). MMA
may also be produced in the skeletal muscle and brain
(Chandler et al. 2007). Although low amounts of MMA are
generated in the brain, the neurodegeneration in methylma-
lonic acidemia possibly results from intracerebral accumula-
tion of this metabolite (Kélker et al. 2006). The blood—brain-
barrier is virtually impermeable to dicarboxylic acids such as
MMA (Hoffmann et al. 1993), trapping these compounds
within the central nervous system (K&lker et al. 2006). Many
transport systems have been reported for monocarboxylic
acids and aminoacids (Tamai and Tsuji 2000), whereas
dicarboxylic acids have a limited flux in and out of the
central nervous system (Hassel et al. 2002; Sauer et al.
2006). In fact, only a weak expression of the organic anion
transporters 1 and 3 (OAT1 and OAT3) for dicarboxylic
acids was identified in brain capillary endothelial cells
(Sauer et al. 2010).

A substantial body of evidence suggests that neuro-
degeneration in methylmalonic acidemia is associated with
a failure of mitochondrial oxidative metabolism. In fact,
disruption of mitochondrial homeostasis has been proposed
to take part in the mechanism of tissue damage in several
organic acidemias, as reviewed by Wajner and Goodman in
this issue (Wajner and Goodman 2011).

Patients with methylmalonic acidemia usually present
acute clinical features early in life resulting from metabolic
decompensation, with recurrent vomiting, dehydration,
respiratory distress and neurological symptoms, including
psychomotor delay, irritability, lethargy, hypotonia, con-
vulsions and coma. Without specific therapy, these episodes
result in severe handicap or death. Most children survive
the first acute metabolic crisis, but develop long-term
complications including neurological deficits (Baumgarter
and Viardot 1995; Leonard 1995; Horster et al. 2007).
Although the brain neuropathological findings are nonspe-
cific, patients often develop acute extrapyramidal signs due
to bilateral destruction of the globus pallidus, which has
been attributed to the accumulation of toxic metabolites
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(Heidenreich et al. 1988; Fenton et al. 2001; Harting et al.
2008). Remarkably, the globus pallidus is highly vulnerable
to hypoxic or ischemic damage, also observed in carbon
monoxide and cyanide intoxication and in some organic
acidemias involving energy metabolism impairment such as
propionic acidemia and mitochondrial encephalopathy
(Burgeois et al. 1992; Brismar and Ozand 1994; Haas et
al. 1995; Albin 2000). Elevation of lactic acid in the globus
pallidus and in cerebrospinal fluid was observed in patients
with methylmalonic acidemia during metabolic decompensa-
tion, indicating an impairment of mitochondrial pyruvate
oxidation (Trinh et al. 2001). Therefore, it may be presumed
that bioenergetic defects are associated with neurodegenera-
tion in methylmalonic acidemia. Interestingly, a recent study
showed a significantly and long-term improvement of optic
neuropathy in a patient with methylmalonic acidemia under
coenzyme Q10 and alpha-tocopherol therapy (Pinar-Sueiro
et al. 2010).

Additional evidence that patients with methylmalonic
acidemia present impairment of mitochondrial oxidative
metabolism is the urinary excretion and accumulation of
large amounts of lactic acid and citric acid cycle inter-
mediates in the blood (Fenton et al. 2001). Findings of
mitochondrial abnormalities, reduced oxygen uptake, low
activities of cytochrome ¢ oxidase and of other respiratory
chain enzyme complexes were observed in various tissues
from methylmalonic acidemic patients (Hayasaka et al.
1982; Ostergaard et al. 2005; Chandler et al. 2009; de
Keyzer et al. 2009).

The next sections of this review will describe several
toxic effects of MMA and related metabolites on mito-
chondrial functions and their relationship with the neuro-
degeneration found in different in vifro and in vivo
experimental models for methylmalonic acidemia.

On the toxic role of accumulated metabolites
in methylmalonic acidemia

Systemic and neurological manifestations in methylmalonic
acidemia are thought to be associated with the accumula-
tion of MMA in tissues and biological fluids and the
consequent impairment of energy metabolism and redox
imbalance (Wajner and Coelho 1997; Fenton et al. 2001;
Morath et al. 2008; Chandler et al. 2009). The reported
effects of MMA on mitochondrial function are primarily
related to the inhibition of enzymatic activities and
transport systems (Halperin et al. 1971; Dutra et al. 1993;
Toyoshima et al. 1995; Wajner and Coelho 1997; Brusque
et al. 2002; Maciel et al. 2004; Schuck et al. 2004;
Pettenuzzo et al. 2006; Mirandola et al. 2008; Morath et
al. 2008). Most MMA effects on these systems present
competitive inhibitory characteristics. Interestingly, mito-
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chondria have the property to take up and accumulate
exogenous MMA, leading to 3-9 times higher MMA
concentrations within the mitochondrial matrix than in the
extramitochondrial environment (Toyoshima et al. 1995; D.
R. Melo and R. F. Castilho, unpublished results). This may
be a reason why these organelles are more prone to the
toxic effects of MMA.

It has also been argued that MMA is not the major toxic
metabolite in methylmalonic acidemia and that part of the
pathophysiology of this disease can be ascribed to other
accumulated metabolic intermediates (Okun et al. 2002;
Kolker et al. 2003; Kolker and Okun 2005). In addition to
MMA, patients with methylmalonic acidemia present
clevated levels of propionic, 3-hydroxypropionic, malonic
and 2-methylcitric acids, as well as propionylglycine and
butanone (Fenton et al. 2001; Kolker and Okun 2005).
Malonic acid is a competitive inhibitor of mitochondrial
complex II and could explain tissue lesions observed in the
disease, considering it is formed in reasonable amounts
(Okun et al. 2002). 2-Methylcitric acid, propionic acid and
propionyl-CoA have also been ascribed to take part in
tissue degeneration, although the high [D-methylmalonyl-
CoA]/[propionyl-CoA] thermodynamic equilibrium ratio
precludes a significant production of these compounds
(Reszko et al. 2003). For further discussions regarding the
toxicity of 2-methylcitric, malonic and propionic acids and
propionyl-CoA in methylmalonic acidemia, we recommend
reviews by Kolker and Okun (2005) and Morath et al.
(2008).

Metabolic derangement in methylmalonic acidemia was
also suggested to occur due to trapping of CoA as
methylmalonyl-CoA, producing a general inhibition of
oxidative metabolism (Fenton et al. 2001). Methylmalonyl-
CoA may also be toxic in itself: Utter et al. (1964) showed
that this metabolite is a competitive inhibitor of pyruvate
carboxylase. However, Sauer et al. (2008) did not observe
inhibitory effects of methylmalonyl-CoA (up to 1 mM) on
complexes -V of the mitochondrial respiratory chain, and
only a minor inhibition of pyruvate and o-ketoglutarate
dehydrogenases activities was detected.

Impairment of mitochondrial energy metabolism
in in vitro methylmalonic acidemia models

Oberholzer et al. (1967) first proposed that inhibition of
pyruvate carboxylase by methylmalonyl-CoA could pro-
mote diminished gluconeogenesis and the inability to
maintain blood glucose levels. Indeed, hypoglycemia is
present in a considerable number of patients with methyl-
malonic acidemia. Shortly after, results by Halperin et al.
(1971) highlighted an alternate site for gluconeogenesis
inhibition in methylmalonic acidemia, which involves
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MMA-inhibited malate transport by the mitochondrial
dicarboxylate carrier. In fact, MMA itself can be trans-
ported by all three mitochondrial carrier systems for malate:
the dicarboxylate, tricarboxylate and «-ketoglutarate trans-
port carriers (Halperin et al. 1971). In addition, the same
work suggested an inhibitory effect of MMA on succinate
dehydrogenase (SDH), a component of the mitochondrial
respiratory chain and citric acid cycle.

Initial experiments suggesting MMA was a weak
competitive SDH inhibitor were conducted using isolated
brain and liver mitochondria (Dutra et al. 1993; Toyoshima
et al. 1995). This effect was attributed to the structural
similarity between this compound, malonate (a classical
SDH inhibitor), and succinate. Nonetheless, the inhibitory
effect of MMA on SDH activity was not detected in
purified submitochondial particles (Okun et al. 2002;
Kolker et al. 2003). Furthermore, we recently reported that
MMA does not inhibit succinate-supported oxygen con-
sumption in permeabilized mitochondria or inverted sub-
mitochondrial particles (Mirandola et al. 2008) and
provided evidence that MMA is a potent inhibitor of
mitochondrial succinate transport by the dicarboxylate
carrier. Therefore, this explains the inhibitory effect of
MMA on succinate-supported oxygen consumption in
intact isolated mitochondria.

In liver and kidney, the mitochondrial dicarboxylate
carrier is important for gluconeogenesis, promoting malate
transport from mitochondria to the cytosol, while its role in
brain mitochondria is less understood. The brain mitochon-
drial dicarboxylate carrier is probably associated with the
supply of intermediates to the citric acid cycle expended
during de novo glutamate synthesis (Hertz 2004). In
addition, neurons are considered incapable of de novo
synthesis of oxaloacetate, which requires pyruvate carbox-
ylation, occurring only in astrocytes (Yu et al. 1983). In this
regard, neuronal energy metabolism and glutamatergic
neurotransmission may be compromised by high concen-
trations of MMA. In addition, mitochondrial dicarboxylate
carrier inhibition by MMA may also inhibit glutathione
transport into mitochondria (Lash 2006; Morath et al.
2008), leading to mitochondrial antioxidant defense deple-
tion and redox imbalance, which may be related to the
glutathione deficiency observed in methylmalonic acidemia
(Treacy et al. 1996). Furthermore, several studies show that
MMA elicits lipid peroxidation in cerebral tissues, suggest-
ing that redox processes take part in the neurological
dysfunction found in methylmalonic acidemia (Fontella et
al. 2000; Fighera et al. 2003; Malfatti et al. 2003; Wajner et
al. 2004).

When evaluating the effects of MMA on oxygen
consumption in diced rat brains we observed a delayed
inhibition of uncoupled respiration (Fig. 1), with no change
in resting respiration. These results indicate either a
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Fig. 1 Malate partially prevents the inhibitory effect of MMA on . a

oxygen consumption in diced rat forebrain. Rat forebrains (brain
minus cerebellum and brainstem) were diced into pieces of approx-
imately 1 mm® using a tissue chopper (Mcllwain Tissue Chopper),
suspended in standard medium (Hank’s balanced salt solution
containing 1 g/L glucose and 20 mM HEPES, pH 7.2), kept over an
ice bath and used within 4 h. For each experiment, four forebrain
pieces weighing about 6 mg were incubated in standard medium at
37 °C under constant stirring (200 rpm) in a 2 mL sealed chamber of a
high-resolution respirometer (OROBOROS Oxygraph-2k). The graphs
in Panels A and B present a 40 min gap starting at minute 30 for
clarity. To avoid anoxia, medium reoxygenation was promoted at
60 min by keeping the chamber open for 8 min. Panel a:
Representative results for oxygen concentration (blue) and flux
(respiration, red) measurements when brain pieces were incubated
under control conditions, in the absence of malate. Where indicated by
the arrow, the protonophore p-trifluoromethoxy carbonyl cyanide
phenyl hydrazone (FCCP; 250 nM) was added to achieve the
maximum respiratory rate. Panel b: 10 mM MMA was added where
indicated by the arrow. Panel ¢: Oxygen flux ratios between FCCP-
induced uncoupled (Fgccp) and basal respiration (Fpagar) under
different experimental conditions. Respiratory assays were conducted
in the presence or absence of 5 mM malate and/or 10 mM MMA, as
indicated. Data represent the mean + S.E.M. of at least 5 independent
experiments done in duplicate and were analyzed by ANOVA
followed by Tukey’s post-hoc test. *Significantly different from the
respective control, p<0.05. #Signiﬁcant]y different from MMA in the
absence of malate, p<<0.05

decreased activity of respiratory chain components or a
diminished substrate supply for aerobic oxidation. Sup-
porting the idea that substrate availability may be
limiting, we found that MMA-induced inhibition of
uncoupled respiration was partially prevented when the
incubation medium was supplemented with malate.
Indeed, MMA significantly reduced brain CO, produc-
tion from [2-'*C]glucose and [U-'*Clacetate in a dose-
dependent manner, and also increased lactate production
in diced rat brains (Wajner et al. 1992). These MMA
effects were followed by increased glucose uptake,
indicating that aerobic glucose oxidation is blocked by
this metabolite. Overall, these experiments support the
concept that MMA may compromise citric acid cycle
activity due to the lack of intermediates, including
oxaloacetate (generated by pyruvate carboxylase), intra-
mitochondrial succinate and malate. The absence of
succinyl-CoA derived from methylmalonyl-CoA mutase
may also contribute to the reduction of citric acid cycle
activity in methylmalonic acidemia.

MMA also inhibits brain mitochondrial use of alternative
substrates such as ketone bodies and lactate through
competitive inhibition of (-hydroxybutyrate (Dutra et al.
1991, 1993) and lactate dehydrogenases (Saad et al. 2006).
The inhibitory effect of MMA on (3-hydroxybutyrate
dehydrogenase in the liver would result in a decreased
supply of ketone bodies to the brain, and a consequent
mmpairment of their utilization in this organ.
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Another possibility is that MMA can inhibit mitochon-
drial respiratory chain components. Although the evidence
presented above indicate that MMA is not an inhibitor of
SDH (respiratory complex II), this compound can lead to
diverse alterations in respiratory chain complexes activities.
Diminished activities of NADH:cytochrome ¢ oxireductase
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(complexes I + CoQ + IlI) and succinate:cytochrome c¢
oxireductase (complexes Il + CoQ + IlI) were found in
brain, liver and kidney homogenates after MMA exposure
(Brusque et al. 2002; Pettenuzzo et al. 2006). On the other
hand, MMA did not show an inhibitory effect on complex
IV activity in isolated rat liver mitochondria and homoge-
nates from different rat tissues (Hayasaka et al. 1982;
Brusque et al. 2002; Pettenuzzo et al. 2006). Importantly,
respiratory complexes III and IV were found to be deficient
in liver extracts from methylmalonic acidemia patients
(Hayasaka et al. 1982; Chandler et al. 2009; de Keyzer et
al. 2009; Valayannopoulos et al. 2009). In addition,
diminished activities of respiratory chain complexes II1
and IV were also found in liver from two rodent models for
methylmalonic acidemia (Krahenbuhl et al. 1991; Chandler
et al. 2009), as will be described latter in this article.
Because reduced electron flow in the mitochondrial
respiratory chain is associated with an increased generation
of reactive oxygen species (Kowaltowski et al. 2009),
respiratory complex impairments associated with methyl-
malonic acidemia are likely to be responsible for increased
oxidant production.

Furthermore, Schuck et al. (2004) observed that MMA
inhibits mitochondrial creatine kinase in rat cerebral cortex.
This enzyme is an important component of the cellular
energy buffering and transport system, connecting oxidative
phosphorylation to ATP consumption (Schlattner et al.
2006). The reduced activity of creatine kinase may lead to a
decreased cellular ATP/ADP ratio, as observed in cultured
striatal cells exposed to MMA (McLaughlin et al. 1998).

Toxic MMA effects on cultured neuronal cells

In cultured neurons, MMA decreases ATP/ADP ratio,
collapses ion gradients, causes membrane depolarization
and increases intracellular Ca®" levels, leading to necrotic
and apoptotic cell death (McLaughlin et al. 1998, Okun et
al. 2002, Maciel et al. 2004, Kowaltowski et al. 2006). Cell
death induced by MMA is prevented by ionotropic
glutamate receptor antagonists, suggesting the involvement
of excitotoxic mechanisms of cell damage (McLaughlin et
al. 1998; Okun et al. 2002). Moreover, the involvement of
excitotoxicity is also evidenced by the prevention promoted
by glutamate receptor antagonist MK-801 on rotational
behavior and convulsions induced by intrastriatal adminis-
tration of MMA (de Mello et al. 1996).

Excitotoxicity is a central nervous system process that
may be associated with increased glutamate release in
response to impairment of brain energy metabolism
(secondary excitotoxicity) (Albin and Greenamyre 1992).
Glutamate toxicity is promoted mainly by activation of N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors with Ca”* and Na*
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influx (Choi 1987; Rothman and Olney 1987). Under
excitotoxic conditions, mitochondria are the main organelle
responsible for Ca®" sequestration, an event associated with
neuronal cell death (Nicholls and Budd 2000). Increased
Ca”" concentrations in the mitochondrial matrix may
induce organelle dysfunction by promoting mitochondrial
permeability transition (MPT), a non-selective permeabili-
zation of the inner mitochondrial membrane (Kowaltowski
et al. 2001). The involvement of MPT in MMA-mediated
neurotoxicity was evidenced in experiments using cultured
PC12 cells and rat brain slices, where an important
inhibition of MMA-induced cell death was observed in
the presence of MPT inhibitors (Maciel et al. 2004;
Kowaltowski et al. 2006). Since redox imbalance is an
important inducer of MPT (Castilho et al. 1995), increased
mitochondrial reactive oxygen species generation in cells
from methylmalonic acidemic patients, as observed in
fibroblasts by Richard et al. (2007), may facilitate the
occurrence of MPT.

We also observed that mitochondrial ATP-sensitive K"
channel (mitoKsrp) opening by diazoxide protects against
MMA-induced cell death (Kowaltowski et al. 2006).
MitoKrp opening results in decreased mitochondrial
reactive oxygen species production (Facundo et al. 2005).
In addition, under energy deprivation conditions, mitoK Arp
opening inhibits mitochondrial ATP hydrolysis by ATP
synthase (Belisle and Kowaltowski 2002; Kowaltowski et
al. 2006), which helps to keep the cytosolic ATP/ADP ratio
and also to limit mitochondrial Ca®>" uptake, indirectly
preventing MPT.

Although the cytotoxic effects of MMA were docu-
mented in neuron-enriched primary cultures and in a
neuronal cell line, the toxic effect of MMA on glial cells
remains unexplored and deserves future investigation.

Mitochondrial oxidative metabolism in animal
methylmalonic acidemia models

At least four in vivo rodent models have been used to study
the pathogenesis of methylmalonic acidemia: young rats
subcutaneously injected with MMA, adult rats intrastria-
tally infused with MMA, rats chronically treated with the
inhibitory vitamin B, analog hydroxycobalamin[c-lactam]
(HCCL) and MUT knockout mice. Several evidences of
mitochondrial oxidative metabolism impairment in these
experimental models have been observed, as described
below.

Acute or chronic chemically-induced methylmalonic
acidemia promoted by subcutaneous treatment of rats with
MMA was characterized in detail by Wajner and collabo-
rators (Wajner et al. 1988; Dutra et al. 1991; de Mattos-
Dutra et al. 1998; Wyse et al. 2000; Pettenuzzo et al. 2003).
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This experimental model does not exactly mimic the human
disease but reproduces the elevated tissue levels of MMA
(Pettenuzzo et al. 2003). MMA administration twice a day
to young rats from the first to the fourth week of life
promoted plasma levels of 2-2.5 mM (Wajner et al. 1988;
Dutra et al. 1991), near to those reported in patients with
methylmalonic acidemia during crisis periods. A reduction
in (3-hydroxybutyrate metabolism was observed in brain
tissue from MMA-treated rats, probably due to f-
hydroxybutyrate dehydrogenase inhibition by MMA (Patel
et al. 1976; Dutra et al. 1991). In addition, behavioral
deficits presented by rats after chronic MMA treatment
seems to be related to oxidative brain damage, since co-
administration of the antioxidant ascorbic acid prevented
such effects (Pettenuzzo et al. 2003).

By means of these well established chemically-induced
models for methylmalonic acidemia, we recently evaluated
ADP-stimulated oxygen consumption by isolated brain
mitochondria. We did not observe significant differences
between control and MMA-treated rats using different
substrates specific for each complex of the mitochondrial
respiratory chain (D.R. Melo, S.R. Mirandola and R.F.
Castilho, unpublished results). These results indicate that
MMA does not lead to permanent inhibition of mitochondrial
oxidative phosphorylation, and corroborates with observa-
tions that impairment of mitochondrial function by MMA is
mainly related to a decreased supply of substrates, as observed
in in vitro experimental methylmalonic acidemia models.

An altemative in vivo methylmalonic acidemia model
induced by MMA was achieved by infusion of this
metabolite into adult rat striatum. Stereotaxic injections of
MMA (2-10 pmol) lead to extensive striatal degeneration
(Narasimhan et al. 1996), rotational behavior and convul-
sions (de Mello et al. 1996; Malfatti et al. 2003; Royes et
al. 2003), in a mechanism involving excitotoxicity, oxida-
tive damage and impairment of energy metabolism. With
respect to energy metabolism, increased brain lactate
production as well as rotational behavior and convulsions
were prevented by intraperitoneal creatine or intrastriatal
succinate pretreatments (de Mello et al. 1996; Malfatti et al.
2003; Royes et al. 2003).

Another way to mimic methylmalonic acidemia in
rodents and in cultured cells is through chronical treatment
with the vitamin B, analog hydroxycobalamin[c-lactam]
(HCCL) (Krahenbuhl et al. 1991; Sauer et al. 2009). Adult
rats subcutaneously treated for 5-6 weeks with HCCL
showed diminished activities for respiratory chain com-
plexes III and IV related to decreased contents of
cytochromes b and a+ a; (Krahenbuhl et al. 1991).

The two engineered MUT knockout mice present severe
symptoms immediately after birth and perish within 2 days
of life (Peters et al. 2003; Chandler et al. 2007). A
background-modified A/UT knockout mouse that was
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capable of surviving beyond the neonatal period was
developed (Chandler et al. 2009) and encouraged studies
involving mitochondrial function. Changes in mitochondri-
al morphology, including megamitochondria, were ob-
served in the liver, kidney and pancreas, but not in
skeletal muscle and heart of this knockout mouse (Chandler
et al. 2009; Murphy et al. 2010). Furthermore, respiratory
chain complex III and IV activities as well as glutathione
levels were decreased in liver extracts. On the other hand,
the activity of citrate synthase was increased (Chandler et
al. 2009). Further studies using these MUT knockout mice
may help to improve the current knowledge about mito-
chondrial dysfunction in the pathogenesis of this disease.
Interestingly, the presence of megamitochondria and respi-
ratory chain complex IV inhibition was also identified in
patients with methylmalonic acidemia (Hayasaka et al.
1982; Chandler et al. 2009), confirming that there are
important parallels between the animal model and human
disease.
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The neurodegeneration that occurs in methylmalonic
acidemia is proposed to be associated with impair-
ment of mitochondrial oxidative metabolism resulting
from methylmalonate (MMA) accumulation. The pres-
ent study evaluated the effects of MMA on oxygen
consumption by isolated rat brain mitochondria in the
presence of NADH-linked substrates (a-ketoglutarate,
citrate, isocitrate, glutamate, malate, and pyruvate).
Respiration supported either by glutamate or gluta-
mate plus malate was significantly inhibited by MMA
(1-10 mM), whereas no inhibition was observed when
a cocktail of NADH-linked substrates was used.
Measurements of glutamate transport revealed that
the inhibitory effect of MMA on respiration maintained
by this substrate is not due to inhibition of its mito-
chondrial uptake. In light of this result, the effect of
MMA on the activity of relevant enzymes involved in
mitochondrial glutamate metabolism was investigated.
MMA had minor inhibitory effects on glutamate dehy-
drogenase and aspartate aminotransferase, whereas
a-ketoglutarate dehydrogenase was significantly
inhibited by this metabolite (K; = 3.65 mM). More-
over, measurements of a-ketoglutarate transport and
mitochondrial MMA accumulation indicated that
MMA/«a-ketoglutarate exchange depletes mitochon-
dria from this substrate, which may further contribute
to the inhibition of glutamate-sustained respiration. To
study the effect of chronic in vivo MMA treatment on
mitochondrial function, young rats were intraperitone-
ally injected with MMA. No significant difference
was observed in respiration between isolated brain
mitochondria from control and MMA-treated rats,
indicating that in vivo MMA treatment did not lead to
permanent mitochondrial respiratory defects. Taken
together, these findings indicate that the inhibitory
effect of MMA on mitochondrial oxidative metabolism
can be ascribed to concurrent inhibition of specific
enzymes and lower availability of respiratory sub-
strates. © 2012 Wiley Periodicals, Inc.
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Methylmalonic acidemia is a group of inherited
disorders affecting catabolic pathways of the branched
chain amino acids, thymine, odd carbon number fatty
acids, and the side chain of cholesterol. Methylmalonic
acidemia is usually caused by mutations in the MUT
gene that lead to partial (mut’) or complete (mut”) defi-
ciency in the activity of methylmalonyl-CoA mutase
(MCM), a mitochondrial enzyme that catalyses the con-
version of L-methylmalonyl-CoA to succinyl-CoA
(Fenton et al., 2001; Tanpaiboon, 2005; Venditti, 2005).
Defects in the uptake of or steps involved in the process-
ing of cobalamin, the precursor of the cofactor for
MCM activity 5'-deoxyadenosyl cobalamin (AdoCbl),
can also result in methylmalonic acidemia. Hypomyeli-
nation, cerebral atrophy, and neurodegeneration with
basal ganglia lesions affecting mainly the globus pallidus
are common neurological features of the disease (Brismar
and Ozand, 1994; Harting et al., 2008). Much evidence
indicates that oxidative metabolism dysfunction is
involved in the pathophysiology of methylmalonic
acidemia (for reviews see Wajner and Coelho, 1997;
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Morath et al., 2008; Melo et al., 2011), with potential
implications for the development of treatments to
prevent neurodegeneration (Fighera et al., 1999; Pinar-
Sueiro et al., 2010).

The methylmalonyl-CoA that is not converted as a
consequence of MCM deficiency is subsequently hydro-
lyzed to methylmalonic acid (MMA), the main metabolite
that accumulates in methylmalonic acidemia. Other meta-
bolic intermediates that can also accumulate, such as 2-
methylcitric acid, propionic acid, and propionyl-CoA, have
also been recognized to play a role in the disease (Kolker
and Okun, 2005). During periods of metabolic decompen-
sation, MMA levels of up to 2.9 mmol/liter can be found
in blood and cerebrospinal fluid (Fenton et al., 2001).

Mitochondrial morphological abnormalities and
diminished cytochrome ¢ oxidase activity have been
found in various tissues from methylmalonic acidemia
patients as well as in the liver, kidney, and pancreas of a
knockout mouse for methylmalonic acidemia (Hayasaka
et al., 1982; Chandler et al., 2009; Murphy et al., 2010).
In diced rat brain, MMA decreased CO, production
from both glucose and acetate (Wajner et al., 1992) and
caused an inhibitory effect on respiration (Melo et al.,
2011). This effect was prevented by malate, possibly
indicating a reduction in the supply of substrates for the
citric acid cycle (Melo et al., 2011). Recently, our group
reported that MMA inhibited succinate-supported respi-
ration in a dose-dependent manner in experiments using
isolated, intact rat brain mitochondria (Mirandola et al.,
2008). This eftect was attributed to inhibition of the mi-
tochondrial dicarboxylate transporter by MMA (Halperin
et al., 1971; Mirandola et al., 2008), with a subsequent
diminished supply of succinate inside the mitochondria.
In addition, MMA has been shown to induce mitochon-
drial permeability transition in isolated organelles and
cell suspensions (Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al.,
2006) and is also able to inhibit the activity of B-
hydroxybutyrate dchydrogenase (Dutra ct al., 1993) and
mitochondrial creatine kinase (Schuck et al., 2004).

The aim of the present study was to investigate the
effects of MMA on mitochondrial respiration supported
by different NADH-linked substrates in order to eluci-
date the mechanisms involved in the mitochondrial dys-
function that occurs in methylmalonic acidemia. The
effects of MMA were evaluated using isolated brain mi-
tochondria from both adult control rats (in vitro) and
chronically MMA-treated young rats (in vivo).

MATERIALS AND METHODS
Materials

Most of the chemicals used, including ADP, a-ketoglu-
taric acid, citric acid, isocitric acid trisodium salt, L-glutamic
acid, malic acid, malonic acid, methylmalonic acid, pyruvic
acid sodium salt, and succinic acid, were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). The enzyme L-glutamate
dehydrogenase from bovine liver was also obtained from
Sigma-Aldrich. ADP, a-ketoglutarate, citrate, isocitrate, gluta-
mate, malate, malonate, MMA, and the pyruvate solutions
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were prepared by dissolving the acids in water and adjusting
the pH to 7.2 with KOH. For the in vivo treatments, MMA-
buffered solutions were freshly prepared by dissolving the acid
in water and adjusting the pH to 7.4 with NaOH.

Animals

Wistar rats (Rattus novergicus albino) were obtained from
the State University of Campinas (UNICAMP) Animal
Breeding Center. The animals were kept under standard labo-
ratory conditions (20-22°C and 12 hr/12 hr light/dark cycle)
with free access to a standard diet (Labina/Purina, Campinas,
SP, Brazil) and tap water. Animal experiments followed UNI-
CAMP guidelines for the use of animals in experimental stud-
ies and the Guide for the care and use of laboratory animals pub-
lished by the U.S. National Institutes of Health (NIH publica-
tion 85-23, revised 1996).

Chronic In Vivo Administration of MMA to Young
Rats

First, two groups of 5-day-old rats, each composed of
six litters, were kept in separate cages together with their
mothers. One of the groups received intraperitoneal adminis-
tration of buffered MMA (pH 7.4) for 16 days, twice per day
with an 8-hr intervals. Increasing MMA doses were adminis-
tered according to Dutra et al. (1991b). During the first 8
days of treatment, the rats were injected with 9 pl/g animal
weight (0.76 pmol MMA/g) of a 1% MMA solution. During
the following 5 days of treatment, the rats were injected with
8 w/g (1.01 pmol MMA/g) of a 1.5% MMA solution, and
during the last 3 days they were injected with 11 ul/g (1.86
pmol MMA/g) of a 2% MMA solution. A matched group of
rats (control) received saline solution (0.9% NaCl) in the same
volumes as the treated group. On the 21st day of life, 16 hr
after the last injection of MMA, the rats were sacrificed, and
brain mitochondria were isolated.

Isolation of Rat Forebrain Mitochondria

Forebrain (brain minus cerebellum and brainstem) mito-
chondria were isolated from 8-week-old female control Wistar
rats as described by Mirandola et al. (2008), using digitonin to
permeabilize synaptosomal plasma membrane (Rosenthal et al.,
1987). This preparation results in a mixture of synaptosomal
and nonsynaptosomal mitochondria. For some experiments, 21-
day-old rats chronically treated with MMA (or saline solution)
were used for brain mitochondrial isolation. Mitochondria
were kept on ice until the experiments were begun. All experi-
ments using isolated mitochondria were conducted within 5 hr
of isolation. The ratio of the mitochondrial respiratory rate in
the presence of oxidative phosphorylation (state 3) to that in
the absence of oxidative phosphorylation (state 4), measured
using 5 mM glutamate plus 5 mM malate as substrates, was
over 6. The protein content of mitochondrial suspensions was
determined by the Biuret assay in the presence of 0.2% deoxy-

cholate, with bovine serum albumin as standard.

Oxygen Uptake Measurement

Oxygen consumption was measured polarographically
using a Clark-type electrode (Hansatech Instruments Limited,
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Norfolk, United Kingdom) in a 1.0-ml sealed glass cuvette
equipped with a magnetic stirrer and kept at 37°C. The initial
molecular oxygen (O,) concentration in the reaction medium
was considered to be 200 pumol/liter (Robinson and Cooper,
1970). The experiments to measure oxygen consumption by iso-
lated mitochondria (0.5 mg/ml) were carried out at 37°C in
standard reaction medium containing 130 mM KCIl, 10 mM
K*-HEPES (pH 7.2), 2 mM KH,PO,, 1 mM MgCl,, and 200
WM EGTA. Substrates and MMA in different concentrations
were added to the reaction medium prior to the addition of mi-
tochondrial suspension. In all the experiments, 800 pM ADP
was used to stimulate respiration by oxidative phosphorylation.

Mitochondrial Glutamate Transport Assay

To estimate mitochondrial glutamate influx, we measured
the decrease in mitochondrial light scattering resulting from the
swelling that accompanies net ammonium salt transport into
the organelles (Johnson and Chappell, 1974). Rat brain mito-
chondria (0.1 mg/ml) were added to the reaction medium con-
taining 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EGTA (NH, ™" salt),
100 mM glutamate or MMA (NH," salts), 2 pM antimycin A,
and 2.5 pM rotenone at 37°C. The measurements were con-
ducted in the presence of the respiratory chain inhibitors anti-
mycin A and rotenone to ensure that glutamate influx would
occur as a result of the glutamate concentration gradient across
the inner mitochondrial membrane. Inhibition of the respira-
tory chain minimizes interference caused by mitochondrial glu-
tamate metabolism in this assay. Mitochondrial swelling was
estimated using a model F-4500 Hitachi spectrofluorometer
(Hitachi, Tokyo, Japan) operating at excitation and emission
wavelengths of 540 nm, with slit widths of 2.5 nm.

Measurement of Glutamate Dehydrogenase Activity

The conversion of glutamate and NAD™ to a-ketogluta-
rate, NH, ", and NADH by glutamate dehydrogenase (GDH)
was followed fluorometrically by measuring NADH produced
at excitation and emission wavelengths of 340 and 460 nm,
respectively (Zhang et al., 2004) and slit widths of 5 nm. The
mitochondrial suspension (0.15 mg/ml) was incubated at 37°C
in reaction medium containing 130 mM KCI, 10 mM K*-
HEPES (pH 7.2), 2 mM KH,PO,4, 1 mM MgClL, 200 pM
EGTA, 0.1% Triton X-100, 250 pM ADP, 1 mM NAD,
and glutamate (0.3; 1; 3 and 10 mM) in the absence or pres-
ence of varying concentrations of MMA (1-10 mM).

Measurement of Aspartate Aminotransferase Activity

Aspartate aminotransferase (AST) activity was estimated
from the reaction in the direction of aspartate and a-ketoglu-
tarate formation. The assay was coupled to NADPH oxidation
by glutamate dehydrogenase (Dennis et al., 1976; Cheeseman
and Clark, 1988). Rat brain mitochondria (0.25 mg/ml) were
incubated at 37°C in reaction medium containing 100 mM
KoHPO, (pH 7.4), 0.17% Triton X-100, 2 mM glutamate, 1
mM oxaloacetate, 50 mM NH,CI, 100 pM NADPH, and 4
U/ml bovine liver GDH in the absence or presence of vary-
ing concentrations of MMA (1-10 mM). NADPH oxidation
was followed at wavelengths of 340 nm for excitation and 460
nm for emission, with slit widths of 5 nm.
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Measurement of the Activity of the a-Ketoglutarate
Dehydrogenase Complex (aKGDH)

The conversion of a-ketoglutarate, NAD+, and coen-
zyme A to succinyl-CoA, NADH, and CO, catalyzed by
oKGDH was measured by following NADH fluorescence at
wavelengths of 340 and 460 nm for excitation and emission,
respectively, with slit widths of 5 nm. The aKGDH assay was
carried out in reaction medium containing 0.5 mg/ml rat
brain mitochondria, 50 mM K,HPO, (pH 7.35), 1 mM
MgCl,, 0.2 mM thiamine pyrophosphate, 0.3 mM dithiothre-
itol, 100 uM EGTA, 50 pM coenzyme A-SH, 0.1% Triton
X-100, 2 mM NAD™, and varying concentrations of a-keto-
glutarate (0.1, 0.25, 0.5, 1, and 2 mM) and MMA (0, 1, 5,
and 10 mM) at 37°C.

Citrate Synthase Activity

The conversion of oxaloacetate and acetyl-CoA to ci-
trate and SH-CoA catalyzed by citrate synthase was monitored
by measuring the colorimetric product thionitrobenzoic acid
(Shepherd and Garland, 1969). Mitochondrial suspensions (15
pg/ml) were incubated at 37°C in reaction medium contain-
ing 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1% Triton X-100, 250 uM
oxaloacetate, 50 pM acetyl-CoA, and 100 uM dithionitroben-
zoic acid (DTNB). The increase in absorbance at 412 nm was
followed for 5 min.

Measurement of Mitochondrial a-Ketoglutarate Efflux

Mitochondrial a-ketoglutarate efflux by the a-ketoglu-
tarate carrier was determined as described by Contreras and
Satriistegui (2009) following NADH fluorescence. Rat brain
mitochondria suspensions (0.5 mg/ml) were incubated at
37°C in reaction medium containing 75 mM mannitol, 25
mM sucrose, 100 mM KCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 5
mM K,HPO,, 05 mM EDTA, 0.1% BSA, 3 mM
(NH4)»SOy4, 0.5 mM ADP, 10 U/ml bovine liver GDH, 66
uM NADH, and 3 mM glutamate in the presence or absence
of 0.5 mM malate or 0.5 mM MMA. With this methodology,
glutamate enters the mitochondria via the glutamate/aspartate
and glutamate”/OH™ exchangers and is promptly converted to
a-ketoglutarate by AST. Malate or MMA was present in the
extramitochondrial medium to promote mitochondrial efflux
of a-ketoglutarate, which is converted by exogenous GDH
into glutamate, consuming NADH.

Estimate of Intramitochondrial MMA Accumulation

Rat brain mitochondria (2 mg/ml) were incubated at
37°C in reaction medium containing 130 mM KCl, 10 mM
K'-HEPES (pH 7.2), 2 mM KH,PO,, 1 mM MgCl,, 200
uM EGTA, 800 uM ADP, and 2 mM MMA in the presence
of the substrates 3 mM glutamate or 1.5 mM a-ketoglutarate.
Some experiments were also conducted in the absence of ex-
ogenous substrates. After 8 min of incubation, mitochondrial
suspension was centrifuged for 5 min at 20,800¢. The super-
natant, corresponding to the extramitochondrial content, was
discarded. The pellet was washed in 1 ml reaction medium
and resuspended in 200 pl hypotonic 10 mM HEPES (pH
7.2) followed by four cycles of freeze-thawing to disrupt mi-
tochondrial membranes. The suspension was recentrifuged for
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5 min at 20,800¢, and the resulting supernatant, which
included the intramitochondrial content, was kept at —80°C.
MMA detection and quantitation were performed using a
methodology that combines alkylative extraction and liquid
chromatography coupled to tandem spectrometry,
according to Carvalho and Kok (2008).

mass

Statistical Analysis

The experimental data were analyzed by one-way
ANOVA, followed by a post hoc Tukey test when multiple
comparisons were performed. Student’s r-test was used when
a single parameter was compared between two different
groups. The data are presented as mean * SEM of at least
four independent experiments. The level of significance was
set at P < 0.05. All data were analyzed in GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA).

RESULTS AND DISCUSSION

Effects of MMA on Brain Mitochondrial
Respiration Supported by NADH-Linked
Substrates

The effect of 1-10 mM MMA on brain mitochon-
drial oxygen consumption was studied in the presence of
six different respiratory substrates added separately or in
combination (Fig. 1). ADP was used to stimulate respira-
tion by oxidative phosphorylation. The absolute values
of oxygen consumption are presented in Figure la, and
Figure 1b shows the values as a percentage of control.
The most remarkable effect of MMA was on glutamate-
supported mitochondrial oxygen consumption, which
was inhibited in a dose-dependent manner and fell by
about 94% when the highest MMA concentration was
used (10 mM). In addition, a muld inhibitory effect of
MMA on mitochondrial oxygen consumption was
observed when glutamate plus malate or malate alone
was used as substrate. Besides these inhibitory effects,
MMA  caused significant stimulation of mitochondrial
respiration maintained either by a-ketoglutarate or by
citrate. The stimulatory effects of MMA on mitochon-
drial oxygen consumption are probably associated with
the mitochondrial influx of substrates promoted by
MMA. According to Halperin et al. (1971), MMA can
be transported by three different mitochondral systems
used for malate transport: dicarboxylate, tricarboxylate,
and a-ketoglutarate transporters. By entering the mito-
chondria in exchange for phosphate via the dicarboxylate
transporter, MMA can leave in exchange for citrate or
o-ketoglutarate, which might explain the stimulatory
effect of MMA on respiration maintained by these sub-
strates. When isocitrate, pyruvate, malate plus pyruvate,
or a cocktail of NADH-linked substrates was used,
MMA showed no effect on mitochondrial oxygen con-
sumption (Fig. 1). The lack of any eftect of MMA on
mitochondrial respiration maintained by a cocktal of
NADH-linked substrates is in accordance with previous
results published by our group (Mirandola et al., 2008).
This finding also indicates that the inhibitory effect of
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Fig. 1. Effect of MMA on brain mitochondrial oxygen consumption
supported by NADH-linked substrates. Isolated forebrain mitochon-
dria (0.5 mg/ml) from 8-week-old control rats were incubated in
standard reaction medium containing different NADH-linked sub-
strates (a-ketoglutarate, citrate, isocitrate, glutamate, malate, or pyru-
vate). Five millimolar from each substrate was present when added
separately, whereas equimolar concentrations were added when two
(2.5 mM ecach) or four (1.25 mM each) substrates were used to-
gether. All assays were conducted in the presence of 800 pM ADP.
As indicated, varying concentrations of MMA (1-10 mM) were used.
a: Data are shown as absolute rate values of oxygen consumption. b:
Relative rate values of oxygen consumption are shown as percentages
of the control. Data represent the mean * SEM of at least four inde-
pendent experiments performed in duplicate. *Significantly different
from control at P < 0.01.

MMA on mitochondrial oxygen consumption under
certain conditions is related to defects upstream of the
complexes of the respiratory chain, such as inhibition of
citric acid cycle enzyme activities or substrate transport.
Experiments conducted without adding exogenous sub-
strates showed no difference in mitochondrial oxygen con-
sum}ftlon in the absence (4.6 * 0.2 nmol O, : min '
mg ) or presence (3.8 = 0.4 nmol Oz - min - mgﬁl;
n= ':)) of 10 mM MMA.

Lack of Inhibitory Effect of MMA on
Mitochondrial Glutamate Transport

Our finding that MMA had an inhibitory effect on
glutamate-supported respiration encouraged us to study

Journal of Neuroscience Research
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Fig. 2. Lack of inhibitory effect of MMA on mitochondrial gluta-
mate transport. Isolated brain mitochondria (BM; 0.1 mg/ml) from
8-week-old control rats were incubated in reaction medium in the
presence of 100 mM of glutamate (Glut) or MMA ammonium salts.
When both salts were present, equimolar concentrations (50 mM)
were added. Some experiments were conducted in the presence of
the glutamate transporter inhibitor N-ethylmaleimide (NEM; 2 mM).
a: Representative traces of rat brain mitochondrial swelling estimated

further the involvement of MMA in mitochondrial
glutamate metabolism. Apart from being a building
block for proteins and the major neurotransmitter in
neuronal and nonneuronal cells, glutamate 1s avidly oxi-
dized by the brain (Daikhin and Yudkoff, 2000,
McKenna, 2007); indeed, the rate at which it is oxi-
dized may be so robust that glutamate could theoreti-
cally substitute glucose as a fuel (Yu et al., 1982; Ere-
cifiska et al., 1988). Supporting the proposition that
MMA impairs glutamate oxidative metabolism, a previ-
ous study by Toyoshima et al. (1996) based on experi-
ments using glutamate labeled with '*C showed that
MMA significantly reduced '*CO, formation in rat
liver mitochondria.

To study whether MMA interferes with mitochon-
drial glutamate transport, the influx of this substrate was
evaluated by following mitochondrial swelling in ammo-
nium-based medium. Under these conditions, mitochon-
drial swelling is a function of glutamate influx by both
the glutamate/aspartate  and the glutamate /OH™
exchangers (McKenna, 2007). A typical swelling pattern
with a decrease in light scattering was observed when
brain mitochondria were added to medium containing
glutamate (Fig. 2a). When the same experiment was
conducted in medium supplemented with N-ethylmalei-
mide, an inhibitor of the neutral glutamate /OH™
exchanger (Fiermonte et al.,, 2002), partial inhibition of
mitochondrial swelling was observed. Notably, when
mitochondria were incubated in medium containing glu-
tamate and MMA, there was a trend for increased mito-
chondrial swelling, indicating that the mitochondrial
influx of glutamate 1s not inhibited by MMA.
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from light scattering (LS) measurements. Where indicated by the
arrow, 0.1 mg/ml mitochondrial suspension (BM) was added to the
reaction medium. b: Mitochondrial swelling rates in the presence of
glutamate and/or MMA ammonium salts. Varations in light scatter-
ing (ALS) between 1 and 5 sec after mitochondrial addition were
used to quantify swelling. Data represent the mean £ SEM of at least
four independent experiments performed in duplicate. *Significantly
different from “Glut” at P < 0.01.

MMA Has Only a Minor Inhibitory Effect on
GDH and AST

In addition to the experiments described above,
further experiments were performed to study the effect
of MMA on mitochondrial glutamate metabolism. Dur-
ing glutamate-supported respiration in brain mitochon-
dria, the main route of glutamate metabolism is transa-
mination by AST, whereas its oxidative deamination by
GDH is relatively rather limited (Dennis and Clark,
1977). Enzymatic assays for GDH and AST were per-
tormed using Triton X-100-permeabilized brain mito-
chondria. The results presented in Figure 3a show that,
for the range of glutamate concentrations tested (0.3-10
mM), only the highest MMA concentration (10 mM)
was capable of inhibiting GDH activity, and for this
concentration only slight inhibition was observed.

AST activity was measured in the direction of
aspartate and o-ketoglutarate formation (Dennis and
Clark, 1977). As observed for the GDH assay, only the
highest MMA concentration (10 mM) slightly inhibited
AST activity (Fig. 3b). Because the AST assay was deter-
mined by a reaction coupled to NADPH oxidation by
GDH, the possibility that the observed inhibitory effect
of MMA on AST activity was the result of an effect of
this organic acid on GDH cannot be ruled out.

Inhibitory Effect of MMA on a-Ketoglutarate
Metabolism

As MMA was found to have no or only minor
effects on mitochondrial glutamate influx and GDH and
AST activities, the next experiments were designed to
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Fig. 3. MMA has only a minor inhibitory effect on glutamate dehy-
drogenase (GDH) and aspartate transaminase (AST) activities. a: For
the GDH assay, rat brain mitochondria (0.15 mg/ml) were incubated
in reaction medium containing different concentrations of glutamate
(0.3, 1, 3, and 10 mM) in the absence or presence of varying con-
centrations of MMA (1-10 mM). b: For the AST assay, rat brain mi-

evaluate the effect of MMA on mitochondrial a-keto-
glutarate metabolism. «KGDH is considered a rate-limit-
ing mitochondrial enzyme in the citric acid cycle that
converts a-ketoglutarate to succinyl-CoA (Gibson et al.,
2000). a-Ketoglutarate can be generated inside the citric
acid cycle as well as from glutamate oxidative deamina-
tion and transamination by glutamate dehydrogenase and
aspartate transaminase, respectively (Gibson et al., 2005).

Permeabilized brain mitochondria were used to
evaluate the effect of MMA on aKGDH activity. When
a-ketoglutarate was used as substrate, K, was 0.57 =
0.06 mM (n = 5). MMA inhibited aKGDH activity in
a concentration-dependent  manncer.  Inhibition  of
oKGDH activity by 73% and 60% was observed when
the assay was conducted with 0.1 and 0.25 mM a-keto-
glutarate, respectively, in the presence of the highest
concentration of MMA used in the experiments (10
mM; Fig. 4a). The Lineweaver-Burk plot indicates that
MMA inhibited «KGDH activity by competing with a-
ketoglutarate (Fig. 4b). K; was 3.65 = 0.81 mM (n = 4)
for MMA, calculated using the Dixon plot (result not
shown).

Interestingly, Sauer et al. (2008) observed an inhi-
bition of nearly 25% of aKGDH activity when this
enzyme was assayed in the presence of 1 mM methylma-
lonyl-CoA, the metabolic precursor of MMA.

In addition to direct inhibition of aKGDH, the in-
hibitory effect of MMA on glutamate-supported respira-
tion could also be due to the exchange of MMA for
intramitochondrial-generated a-ketoglutarate, depleting
mitochondria from this respiratory substrate. Figure 5a
shows representative traces of brain mitochondrial a-ke-
toglutarate efflux estimated by an indirect fluorometric
methodology (Contreras and Satriistegui, 2009). Under
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tochondria (0.25 mg/ml) were incubated in reaction medium in the
absence or presence of varying concentrations of MMA (1-10 mM).
GDH and AST activities are expressed as absolute rates of NADH
and NADP™" produced, respectively. Data represent the mean =
SEM of at least four independent experiments performed in dupli-
cate. Significantly different from the control at P < 0.05.

control conditions, using glutamate as respiratory sub-
strate, only a minimal mitochondrial a-ketoglutarate
efflux was detected (Fig. 5b). When the same experi-
ment was conducted in medium supplemented with
malate, a remarkable o-ketoglutarate eflux was detected,
supporting the finding that substantial a-ketoglutarate
carrier activity is present in brain mitochondria (Con-
treras and Satriistegui, 2009; De Palma et al., 2010). In
addition, in the presence of MMA (0.5 mM), an increas-
ing mitochondrial a-ketoglutarate efflux was also
detected. The experiments on mitochondrial a-ketoglu-
tarate eflux corroborate the proposition that this sub-
stratc can be cxchanged for extramitochondrial MMA,
depleting the mitochondria of a-ketoglutarate.

Mitochondrial MMA Accumulation and Its Effect
on a-Ketoglutarate-Sustained Respiration

Next, we evaluated the inhibitory effect of MMA
on mitochondrial respiration maintained by a KGDH ac-
tivity. The experiments were conducted in the presence
of the dicarboxylate malonate, a substrate for the o-ke-
toglutarate carrier (Sluse et al,, 1972). Malonate pro-
motes a-ketoglutarate influx, minimizing a-ketogluta-
rate/MMA exchange and avoiding the stimulatory eftect
of MMA on a-ketoglutarate-supported oxygen con-
sumption, as can be observed in Figure 1. In addition,
the inhibition of succinate dehydrogenase by malonate
ensures  that oxygen Consulnption under these cxpt:ri—
mental conditions is not related to the activity of other
citric acid cycle enzymes. We concluded that the pres-
ence of malonate and the use of limiting a-ketoglutarate
concentrations (<2 mM) allow the inhibitory effect of
MMA on oa-ketoglutarate-supported oxygen consump-

Journal of Neuroscience Research



a
B 6l mvaymm
'."C . 0
€ 5 CI1
: 5 R
g 4 EE10
%
N *
. )
g «
3
I
% 01 025 0.5 1 2
[o-Ketoglutarate] (mM)

Fig. 4. Inhibitory eftect of MMA on a-ketoglutarate dehydrogenase
activity. Measurements of a-ketoglutarate dehydrogenase activity were
conducted in reaction medium containing 0.5 mg/ml rat brain mito-
chondria and a-ketoglutarate (0.1, 0.25, 0.5, 1, or 2 mM) in the ab-
sence or presence of MMA (1-10 mM). a: a-Ketoglutarate dehydro-
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Fig. 5. Stimulatory effect of MMA on mitochondrial efflux of a-ke-
toglutarate by the a-ketoglutarate carrier. Isolated brain mitochondria
(0.5 mg/ml) from 8-week-old control rats were incubated in reaction
medium containing 3 mM glutamate (Glut) in the absence or pres-
ence of 0.5 mM MMA and 0.5 mM malate. a: Representative traces
of NADH consumption by glutamate dehydrogenase (GDH) as a
function of mitochondrial a-ketoglutarate efflux. Where indicated by

tion to be evaluated. Notably, under these experimental
conditions MMA promoted dose-dependent inhibition
of mitochondrial respiration (Fig. 6) and produced
approximately 70% inhibition when the lowest concen-
tration of a-ketoglutarate (0.25 mM) was tested in the
presence of 10 mM MMA.

We also estimated MMA accumulation in brain
mitochondria. When the organelles were incubated for 8
min in the presence of 2 mM MMA and absence of
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genase activity is expressed as absolute rate of NADH produced. b:
Double-reciprocal plot (Lineweaver-Burk) showing the competitive
profile of inhibition of enzymatic activity by MMA. Data represent
the mean = SEM of at least four independent experiments performed
in duplicate. *Significantly different from the control at P < 0.01.
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the arrow, the mitochondrial suspension (BM) was added to the reac-
tion medium. b: Absolute rates of NAD™ produced by glutamate de-
hydrogenase (GDH) as a tunction of mitochondrial a-ketoglutarate
efflux. Data represent the mean = SEM of at least four independent
experiments performed in duplicate. a.u., Fluorescence arbitrary units.
#Significantly different from “Glut” at P < 0.05. *Significantly dif-
ferent from “Glut” at P < 0.001.

exogenous substrates, intramitochondrial MMA concen-
tration was 5.86 = 0.56 mM (n = 4; considering a mi-
tochondrial matrix volume of 0.9 pl/mg protein; Brusto-
vetsky et al,, 2005). No difference in mitochondrial
MMA accumulation was found when the mitochondria
were incubated in the presence of MMA and either 3
mM glutamate (intramitochondrial MMA: 6.54 = 0.79
mM) or 1.5 mM a-ketoglutarate (intramitochondrial
MMA: 6.63 = 0.57 mM). MMA can enter and leave
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Fig. 6. Inhibitory effect of MMA on a-ketoglutarate-supported brain
mitochondrial oxygen consumption in the presence of malonate. Iso-
lated forebrain mitochondria (0.5 mg/ml) from 8-week-old control
rats were incubated in standard reaction medium containing 800 pM
ADP and a-ketoglutarate (0.25, 0.5, or 2 mM). Mitochondrial oxy-
gen consumption was measured in the absence or presence of MMA
(1-10 mM). Measurements were conducted in the presence of 0.5
mM malonate to promote succinate dehydrogenase inhibition and a-
ketoglutarate/malonate exchange. Data represent the mean * SEM
of at least four independent experiments performed in duplicate.
#Significantly different from the control at P < 0.05. *Significantly
different from the control at P < 0.01.

mitochondria through three different transport systems
(Halperin et al., 1971), allowing a considerable, constant
intramitochondrial concentration of this metabolite to be
achieved. This might explain why our results for intra-
mitochondrial accumulation of MMA failed to show any
effect of exogenous glutamate and a-ketoglutarate.
Interestingly, the concentration of the accumulated
MMA was three times that of the initial extramitochon-
drial MMA used in the experiment. This result is in ac-
cordance with results from Toyoshima et al. (1995),
who showed that liver mitochondria can take up and
accumulate exogenous MMA, leading to up to nine
times higher MMA concentrations inside the mitochon-
drial matrix than in the extramitochondrial environment.
Our findings indicate that brain mitochondria are able to
accumulate  MMA in concentrations that are high
enough to inhibit aKGDH activity competitively.

Thus, we suggest that the inhibitory effect of
MMA on brain glutamate oxidative metabolism is associ-
ated with mitochondrial a-ketoglutarate depletion as a
result of inhibition of aKGDH and with the exchange
of extramitochondrial MMA for intramitochondrial o-
ketoglutarate. The diminished supply of intermediates to
the citric acid cycle may explain the impairment of oxi-
dative metabolism in methylmalonic acidemia (Wajner
and Coelho, 1997; Morath et al., 2008; Melo et al,,
2011). In addition, glutamatergic neurotransmission
would also be compromised by the lack of mitochon-
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Fig. 7. Eftect of chronic in vivo treatment with MMA on brain mi-
tochondrial oxygen consumption. Isolated brain mitochondria (0.5
mg/ml) from 21-day-old rats chronically treated with MMA (or sa-
line solution) were incubated in standard reaction medium containing
a cocktail of NADH-linked substrates (malate, glutamate, pyruvate,
and a-ketoglutarate, 1.25 mM each). Other experiments were con-
ducted in the presence of 5 mM succinate plus rotenone 2 pM (Succ
+ Rot) and 200 pM TMPD/1 mM ascorbate plus 1 pM antimycin
A (TMPD/Asc + AA) or 5 mM glutamate (Glut). All assays were
conducted in the presence of 800 pM ADP. Data are shown as oxy-
gen consumption rates normalized to citrate synthase (CS) activity.
Data represent the mean £ SEM of at least four independent experi-
ments performed in duplicate.

drial a-ketoglutarate, because a large amount of this sub-
strate 1s consumed during de novo glutamate synthesis
(Daikhin and Yudkoff, 2000; McKenna, 2007).

Effect of Chronic In Vivo Treatment With MMA
on Oxygen Consumption by Isolated Brain
Mitochondria

There is evidence of oxidative metabolism dysfunc-
tion in the brain as a result of in vivo MMA treatment
(Dutra et al.,, 1991a; Pettenuzzo et al., 2006), so we
investigated the impact of this treatment on isolated
brain mitochondria. Young rats were chronically treated
with MMA using a protocol to achieve plasmatic con-
centrations of 2-2.5 mM (Dutra et al., 1991b), similar to
those found in methylmalonic patients. After 16 days of
MMA treatment, brain mitochondria were isolated, and
oxygen consumption was measured in the presence of
different respiratory substrates. Results for oxygen con-
sumption were normalized to the activity of the enzyme
citrate synthase, a quantitative marker for the presence of
mitochondria. The results displayed in Figure 7 show no
inhibitory effect of in vivo MMA treatment on mito-
chondrial respiration when a cocktail of NADH-linked
substrates, glutamate, and succinate or TMPD/ascorbate
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was used as electron donor. The absence of any MMA
effect might have been due to the fact that this metabo-
lite was removed when the mitochondria were isolated.
These results indicate that in vivo treatment with MMA
does not result in permanent changes in mitochondrial
oxidative metabolism. The deleterious effects of MMA
on mitochondrial bioenergetics may require its distribu-
tion in the mitochondrial compartment.

No differences in brain weight were observed
between the experimental groups (control rats: 1.48 =+
0.05 g; MMA-treated rats: 1.40 = 0.05 g; n = 6). The
total amount of mitochondrial protein obtained from
control and MMA-treated rat brains corresponded to
0.59% * 0.10% and 0.56% = 0.10% of the rat brain
weight, respectively. Citrate synthase activity in brain
homogenates from control and MMA-treated rats was
1.35 £ 0.07 U/mg and 1.34 = 0.08 U/mg (n = 6),
respectively. Citrate synthase activity in suspensions of
isolated brain mitochondria was 2.44 £ 0.16 U/mg for
control and 2.58 *= 0.84 U/mg for MMA-treated rats (n
= 6). These results indicate that the amounts of mito-
chondria obtained in the isolation procedure did not dif-
fer and that there was no mitochondrial selection during
the isolation procedure.

CONCLUSIONS

Altogether, our results support the idea that MMA
has important effects on brain mitochondrial oxidative
metabolism. Studying the inhibitory effect of MMA on
mitochondrial glutamate metabolism, we found that this
metabolite inhibits «KGDH activity by competing with
o-ketoglutarate. In addition, the exchange of MMA for
matrix o-ketoglutarate depletes mitochondria from this
substrate. These MMA effects would result in a reduced
supply of intermediates to the citric acid cycle, which
may explain the impairment of oxidative metabolism in
methylmalonic acidemia. Chronic in vivo treatment
with MMA did not result in permanent changes in mi-
tochondrial function.
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