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RESUMO

A deficiéncia da desidrogenase acil-CoA de cadeia média (MCAD) € o mais
frequente defeito de beta-oxidacdo de acidos graxos. Individuos afetados por esse
distirbio apresentam-se sintomaticos durante periodo de descompensacdo metabdlica,
caracterizado pela hipoglicemia e acimulo de dcidos graxos de cadeia média, sendo os
principais os 4cidos octandico (AO), decandico (AD) e cis-4-decendico. Durante as
crises, o paciente pode apresentar episddios de vOmitos, letargia, apneia e coma,
podendo levar a morte subita. Cronicamente, os pacientes apresentam atraso no
desenvolvimento psicomotor, rabdomidlise, paralisia cerebral, retardo no crescimento,
problemas comportamentais e dificuldade de atenc¢do. No presente estudo avaliamos a
influéncia dos dois principais dcidos graxos acumulados na deficiéncia de MCAD, AO e
AD, através da indu¢@o de um modelo quimico deste distirbio metabdlico. Ratos Wistar
machos de 30 dias de vida foram divididos em trés grupos (controle, AO e AD). Os
animais receberam uma tnica administracdo de solu¢do salina, AO (5 pmol/ g) ou AD
(5 pumol/ g) e foram mortos 12 ou 24 horas apds a administragdo. Foram realizadas as
determinagdes dos niveis de glicose, proteinas totais e albumina em soro e liquor dos
animais. Inicialmente observamos que o acimulo dos metabdlitos alterou os niveis de
glicose no soro e liquor dos animais 24 horas ap6s a administragdo de ambos os 4cidos
graxos (AO e AD), sendo um aumento significativo no liquor € uma diminui¢do no
soro, o que corrobora com os achados laboratoriais encontrados nos pacientes com
deficiéncia de MCAD em relacdo aos niveis séricos. Avaliamos também os niveis de
albumina e proteina totais, sendo que ambos os metabdlitos ndo causaram alteracdes
significativas no liquor e soro dos ratos. Com a obtencdo destes resultados, podemos

observar que a hipoglicemia apresentada nos animais submetidos a este modelo de



deficiéncia da MCAD mimetiza os achados laboratoriais encontrados nos pacientes
afetados por esta doenca, o que indica que este modelo pode ser util para melhor
compreender os mecanismos fisiopatolégicos que levam aos achados clinicos

caracteristicos dos pacientes com deficiéncia de MCAD.

INTRODUCAO

A deficiéncia da desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCAD) é um
distirbio metabdlico de heranca autossOmica recessiva, sendo o mais frequente dos
defeitos de beta-oxidagdo, com prevaléncia de 1:10.000-15.000 nascidos vivos
(GHISLA, 2004). Individuos com a deficiéncia de MCAD nao possuem a capacidade
de oxidar acidos graxos de cadeia média, ocasionando o acumulo destes e de seus
derivados no sangue e em outros tecidos, bem como na urina dos pacientes (ROE &
DING, 2001).

Os pacientes afetados pela deficiéncia de MCAD apresentam uma variabilidade
de seguintes sinais e sintomas, incluindo episddios de vOmitos, letargia, apneia e coma,
podendo levar a morte stubita (GROSSE et al.,, 2006). Também podem apresentar
cronicamente atraso no desenvolvimento psicomotor, rabdomidlise, paralisia cerebral,
retardo no crescimento, problemas comportamentais e dificuldade de atencdo (ROE &
DING, 2001). Os individuos com este erro inato do metabolismo normalmente
comecam a desenvolver sintomas na infancia, entre dois meses e dois anos de idade,
embora o inicio dos sintomas possa ocorrer ao longo da vida adulta. As criangas sdo
geralmente assintomdticas, exceto em jejum prolongado e momentos de estresse
metabodlico, geralmente associado a infec¢do viral ou bacteriana (KOMPARE &

RIZZO, 2008).



Os principais metabdlitos acumulados sd@o os dcidos graxos de cadeia média,
acido octandico (AO), acido decandico (AD) e 4cido cis-4-decendico (AcD), que
caracterizam bioquimicamente a deficiéncia de MCAD. A concentragdo plasmatica
destes metabdlitos em pessoas normais varia entre 0-2 umol/L, enquanto que nos
pacientes sintométicos varia entre 34-515 umol/L (ONKENHOUT et al., 1995).

Os individuos com deficiéncia de MCAD podem apresentar sintomas clinicos
com hepatomegalia, hipoglicemia, hiperamonemia e aumento de transaminases (ERNA
& CORNEJO, 2007). A sintese diminuida de corpos cetdonicos durante o jejum é uma
caracteristica da deficiéncia de MCAD, fazendo com que aumente a importancia da
glicose sanguinea como fonte de energia celular, ocasionando hipoglicemia nos
pacientes. Outra consequéncia da ndo utilizagdo dos 4cidos graxos de cadeia média na
sintese de corpos cetdnicos é o acimulo de acil-CoA de 4cido graxo de cadeia média
dentro das mitocondrias, causando a inibicdo das enzimas piruvato desidrogenase e O-
cetoglutarato desidrogenase, que utilizam coenzima A como substrato (ROE & DING,
2001).

O tratamento de MCAD consiste em uma dieta rica em carboidratos e uma
ingestdo diminuida de dcidos graxos, evitar jejum e outras situacdes de catabolismo
aumentado, tais como infec¢des virais, além de infusdo de glicose durante as crises
metabodlicas (ROE & DING, 2001). Além disso, a L-carnitina ¢ um suplemento que
pode ser utilizado por estes individuos, pois esta se liga a dcidos organicos, permitindo
assim sua excrecao na forma de acilcarnitinas (ROE & DING, 2001).

Estudos in vitro recentes demonstraram que os acidos graxos acumulados nesta
deficiéncia, AO, AD e AcD, inibem importantes parametros do metabolismo energético
em cérebro, figado e musculo esquelético de ratos jovens, incluindo as atividades de

complexos da cadeia respiratéria, das enzimas creatina quinase e Na*,K*-ATPase, bem



como a producgdo de CO; a partir de glicose, acetato e citrato (ASSIS et al., 2003, 2004,
2006 ), além de alterar parametros respiratorios e estado redox em mitocondrias isoladas
(SCHUCK et al., 2009). Também foi demonstrado que os mesmos dacidos graxos
induzem estresse oxidativo, como observado pela indu¢do de lipoperoxidacdo e dano
oxidativo a proteinas, e ainda uma diminuicio das defesas antioxidantes ndo
enzimaticas em cérebro de ratos (SCHUCK et al., 2007, 2009).

Considerando que os mecanismos fisiopatologicos dos danos teciduais
apresentados por pacientes acometidos pela deficiéncia de MCAD ainda ndo estdo bem
estabelecidos, o objetivo deste estudo foi determinar os niveis de glicose, proteinas
totais e albumina em liquor e soro de ratos jovens submetidos a um modelo in vivo que
mimetiza os niveis de AO e AD, através de uma tnica inje¢do subcutinea desses dcidos

graxos, para assim avaliar o status bioquimico desses animais.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes
Os reagentes foram adquiridos das empresas Labtest®, Analisa® e Sigma
Chemical Co. Os 4cidos octandico e decandico foram dissolvidos em solugdo salina 0,9

% e o pH foi ajustado para 7.4.

Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos de 30 dias de vida fornecidos pelo
Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram mantidos em
ciclos de claro-escuro de +12 horas a uma temperatura de 24+1°C, com livre acesso a

dgua e ao alimento. A utilizacdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de



Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos da América, NIH, publicacdo nimero 85-23, revisada em
1996). Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Todos os esforcos foram feitos para

minimizar o nimero de animais € o seu sofrimento.

Modelo animal e preparo da amostra

Os animais foram submetidos a uma tunica injecdo de AO (5 umol/g) ou AD (5
pmol/g) ou solugdo salina (NaCl: 0,9 %) (grupo controle). Doze ou vinte quatro horas
apos a administracdo dos metabdlitos, os animais sofreram mortos por decapitacio com
guilhotina e sem anestesia. O sangue foi coletado e centrifugado (4.000 rpm por 10 min)
para a obten¢do do soro. O liquor foi obtido por meio de puncio na cisterna com uma
agulha nimero 23G. O liquor e o soro foram armazenados em freezer a — 70°C até o

momento das determina¢des bioquimicas.

Determinacoes bioquimicas

Avaliaram-se os niveis de glicose, proteinas totais e albumina no soro e no
liquor dos animais que foram submetidos ao modelo in vivo. O liquor e o soro coletados
foram avaliados de acordo com o protocolo experimental fornecidos pelos Kkits

comerciais produzidos pelas empresas Labtest® e Analisa®.

Andlise estatistica
Os dados foram avaliados através de andlise de variancia de uma via (ANOVA)

seguidos pelo teste post-hoc de Duncan quando o P foi significativo. As andlises foram



feitas pelo programa GraphPad Prism versdo 5.0 utilizando-se um PC compativel. As

diferencas foram consideradas significativas quando valores de P < 0,05.



RESULTADOS

Foram avaliados os niveis de glicose no soro e no liquor dos animais submetidos
ao modelo de MCAD através da injecdao de AO ou AD. Os niveis de glicose no liquor
12 horas apds a administracdo dos 4cidos graxos ndo tiveram diferenga significativa
quando comparado com os valores do grupo controle (Fig. 1A). Entretanto, os niveis de
glicose no liquor 24 horas apds a administragdo dos &dcidos graxos apresentaram-se
aumentados de forma significativa nos grupos AO (76,7%) e AD (70,2%), quando
comparados ao grupo controle [F(2, 12) =8,613; P<0,01] (Fig. 1B). Também se pode
observar nas figuras 1C e 1D que houve um diminuic¢ao significativa nos niveis séricos
de glicose apenas 24 h apds a administracdo dos 4cidos graxos (AO: 64,71% e AD:
52,78 %), quando comparado ao grupo controle [F(2, 8) =2,80; P<0.01] no entanto ndo
foi observado nenhuma alteragdo significativa 12 h apds a injecao dos metabolitos.

Por outro lado, como podemos observar nas figuras 2 e 3, ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos quanto aos niveis de albumina e proteinas totais,
respectivamente, em liquor e soro dos animais, tanto 12 h quanto 24 h apds a

administracido de AO e AD.
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Figura 1. Efeitos in vivo do acimulo do dcido octandico (AO) e do 4cido decandico
(AD) sobre os niveis de glicose no liquor (A e B) esoro (CeD),12h (AeC)ou?24h
(B e D) ap6s a administracao dos dcidos graxos em ratos jovens. Os valores representam
média + desvio padrdo para quatro a seis experimentos independentes realizados em
duplicata e estdo expressos em mg/dL. ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan,
* P<0,05; ** P< (0,01 em comparacdo com o grupo controle.
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Figura 2. Efeitos in vivo do acimulo do dcido octandico (AO) e do acido decandico
(AD) sobre os niveis de albumina no liquor (A e B) e soro (Ce D), 12h(AeC)ou24h
(B e D) apds a administracao dos dcidos graxos em ratos jovens. Os valores representam
média + desvio padrdo para quatro a seis experimentos independentes realizados em
duplicata e estdo expressos em mg/dL. Nenhuma diferencga significativa foi observada
entre os grupos experimentais (ANOVA de uma via).
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Figura 3. Efeito in vivo de acimulo do acido octandico (AO) e do 4cido decandico
(AD) sobre os niveis de proteinas totais no liquor (A) e soro (B e D), 12 h (A e B) ou 24
h (C) apds a administracdo dos acidos graxos em ratos jovens. Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os grupos experimentais (ANOVA de uma via).



DISCUSSAO

A deficiéncia da desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCAD) € um dos
erros inatos do metabolismo mais frequentes, tendo sua prevaléncia estimada em
1:10.000-15.000 nascidos vivos (GHISLA, 2004). As manifestagdes clinicas dos
portadores dessa doenca acometem principalmente o sistema nervoso central, podendo
levar um nimero significativo de pacientes com morte subita. No entanto, ainda pouco
se sabe sobre os mecanismos fisiopatologicos do dano cerebral que acomete os
pacientes portadores da deficiéncia de MCAD. Os achados laboratoriais em pacientes
com deficiéncia de MCAD podem ser hipoglicemia, hiperamonemia, aumento de
transaminases (ERNA & CORNEJO, 2007). Apesar de alguns autores apontarem a
hipoglicemia e a sintese diminuida de corpos cetOnicos como as principais causas do
dano neurolégico, a hipdtese de que efeitos toxicos causados pelos édcidos graxos
acumulados na deficiéncia de MCAD estejam envolvidos vem sendo crescentemente
considerada (GREGERSEN et al., 2008).

Neste sentido, alguns estudos demonstraram efeitos toxicos dos AO, AD e AcD os
principais dcidos graxos acumulados na deficiéncia de MCAD (ROE & DING, 2001).
Foi verificado que a administragdo in vivo de AO e AD altera o transporte de 4cidos
organicos no plexo cordide, levando a um prejuizo na depuracdo deste 4cido graxo e de
outros compostos (KIM et al., 1984). Acredita-se que este efeito contribua para o
actimulo de dcidos graxos de cadeia média no cérebro e no liquido céfalo-raquidiano de
pacientes afetados pela deficiéncia de MCAD. Também se observou que o AO inibe o
controle do volume astrocitério e a atividade da enzima Na",K'-ATPase em cultura de
células gliais (OLSON et al., 1989), o que poderia estar relacionado ao edema cerebral

observado na doenca. Demonstrou-se também que o AO causa um aumento no consumo



de O, e na produ¢do de CO,, sem causar um correspondente aumento na producio de
ATP em figado de ratos, indicando que esse metabdlito poderia provocar uma disfuncdo
mitocondrial (BERRY et al., 1983; SCHOLZ et al., 1984).

Mais recentemente, foi demonstrado que os AO, AD e AcD inibem in vitro
importantes parametros do metabolismo energético em cérebro de ratos jovens, tais
como as atividades de complexos da cadeia transportadora de elétrons e das enzimas
creatina quinase e Na',K'-ATPase, bem como a producdo de 1Co, a partir de [U-
"Cglicose, [1-"*Clacetato e [U-"*C] citrato (ASSIS et al., 2003, 2004; ASSIS, 2006),
corroborando uma alteracdo na homeostasia mitocondrial do cérebro na presenca destes
acidos graxos.

Nosso trabalho teve por objetivo, avaliar alguns parametros bioquimicos para
melhor compreender os processos que levam aos achados laboratoriais dos pacientes
afetados pela deficiéncia da MCAD, especialmente a hipoglicemia, e assim validar um
modelo quimico desta desordem através da administracdo de uma tnica inje¢do de AO
ou AD.

Nosso principal achado foi uma diminui¢do significativa dos niveis séricos de
glicose e ainda um aumento nos niveis de glicose no liquor dos animais submetidos ao
modelo de deficiéncia de MCAD. A beta-oxidacdo mitocondrial de dcidos graxos € a
principal fonte de energia para a sintese de ATP em periodos de jejum. Este processo
gera acetil-coenzima A (CoA) e energia na forma de ATP. A rota de oxidacdo dos
acidos graxos é complexa e inclui muitos passos: captacdo celular de 4cidos graxos,
ativacdo desses mesmos &cidos graxos a ésteres acil-CoA, trans-esterificacdo a
acilcarnitinas, translocacdo através da membrana mitocondrial, re-esterificacdo a acil-
CoA, e a espiral da beta-oxidagdo intramitocondrial, que fornece elétrons para

flavoproteinas transferidoras de elétrons e acetil-CoA. Cada etapa da espiral de



oxidacgdo é catalisada por enzimas especificas para o comprimento da cadeia carbdnica
do 4cido graxo (SMITH et al, 2005). A sintese diminuida de corpos cetdnicos durante o
jejum € uma caracteristica da deficiéncia de MCAD, fazendo com que aumente a
importancia da glicose sanguinea como fonte de energia celular, ocasionando
hipoglicemia nos pacientes. Outra consequéncia da nado utilizacdo dos 4cidos graxos de
cadeia média na sintese de corpos cetdnicos € o acimulo de acil-CoA de 4cido graxo de
cadeia média dentro das mitocOndrias, causando a inibicdo das enzimas piruvato
desidrogenase e o-cetoglutarato desidrogenase, que utilizam coenzima A como
substrato. Assim, ocorre diminui¢do da conversdao do piruvato a acetil-CoA e
diminui¢do na velocidade do ciclo do 4cido citrico, visto que a sintese do citrato e a
conversao do a-cetoglutarato a sucinil-CoA também estdo diminuidas. Além disso, a
sucinil-CoA ligase € inibida pelo dcido octandico e também por intermedidrios de acil-
CoA. Com a baixa producdo de acetil-CoA, hd diminuicdo da sintese de citrato. O
citrato, por sua vez, € precursor de malato, substancia necessdria para a produgdo de
glicose, via gliconeogénese, e precursor de malonil-CoA, o principal regulador
inibitério da CPTI, enzima responsével pela entrada de dcidos graxos de cadeia longa na
mitocondria. Portanto, a diminui¢do dos niveis de citrato ocasionada pelo acimulo do
octanoato e outros dcidos graxos na deficiéncia de MCAD provoca também uma
diminui¢do da gliconeogénese e um aumento da entrada de 4cidos graxos de cadeia
longa na mitocdndria, o que deve ser um agravante para a hipoglicemia e deve provocar
o acumulo de derivados de acil-CoA graxos nos pacientes (ROE & DING, 2001).
Portanto a hipoglicemia apresentada nos animais submetidos a este modelo de
deficiéncia da MCAD mimetiza os achados laboratoriais encontrados nos pacientes

afetados por esta doenca.



Por outro lado os niveis de glicose no liquor mostraram-se significativamente
aumentados o que reflete a quantidade de glicose que chega as células cerebrais. Este
achado ndo parece estar bem esclarecido, uma hipétese que pode ser levantada é que
algum mecanismo pode estd inibindo a passagem de informag¢des para o cérebro quanto
a falta de glicose na corrente sanguinea. Uma avaliacdo da barreira hemato-encefalica
neste modelo poderia ser de grande importancia para melhor esclarecer os resultados
encontrados, e ainda avaliar se ocorre alguma alteracio na expressao e/ou afinidade e/ou
atividade dos transportadores de glicose.

As alteracdes observadas neste trabalho mimetizam um dos principais achados
bioquimicos presente na deficiéncia de MCAD, a hipoglicemia. Portanto este modelo
quimicamente induzido desta desordem, através da administracdo de AO e AD, pode ser
de grande utilidade para melhor compreender os mecanismos fisiopatolégicos que
levam aos achados clinicos caracteristicos dos pacientes afetados pela deficiéncia de

MCAD.
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