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RESUMO

A acidemia metilmaldnica é um erro inato do metabolismo de heranga
autossdmica recessiva causado pela deficiéncia da enzima metilmalonil-
CoA mutase. Os principais sinais e sintomas incluem danos
neurolégicos, renais e hepaticos. Essa doenca € caracterizada
bioguimicamente pelo acimulo de acidos organicos no plasma, na urina
e em tecidos dos pacientes afetados, particularmente o &cido
metilmalénico (MMA). Adicionalmente, 0s pacientes apresentam
quadros de hiperamonemia, especialmente durante crises metabdlicas.
Entretanto, até 0 momento, ndo se sabe a influéncia da hiperamonemia
na fisiopatologia da doenca, bem como a toxicidade do MMA associado
a hiperamonemia. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar parametros bioenergéticos e inflamatdrios em rim e figado em
um modelo animal de acidemia metilmalonica associada &
hiperamonemia. Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar machos
com 7, 15, 30 e 60 dias de vida, divididos em 4 grupos experimentais:
controle, MMA, acetato de amonio (AA) e MMA+AA. Os animais do
grupo controle receberam solugdo de NaCl 0,9 % e os animais dos
grupos tratados receberam MMA (1,76 pmol/g; s.c) associado ou ndo ao
AA (2,65 pumol/g; i.p) por cinco dias.. Os resultados mostram aumento
significativo da taxa de creatinina sérica no grupo de animais com 7 e 30
dias de vida nos grupos AA e MMA+AA, bem como aumento das
concentracBes de ureia, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase e creatina cinase em animais com 60 dias.
Adicionalmente, foi observada uma redugdo da taxa de filtracdo
glomerular nos grupos de animais com 7, 30 e 60 dias. A andlise
histologica apresentou resultados heterogéneos, como dilatacdo dos
tlbulos, vacuolizacdo nos tabulos proximais e dilatacdo dos tabulos
distais, assim como desestruturacdo celular com desintegragdo da sua
estrutura, alteracdo do epitélio e retracdo glomerular no grupo
MMA+AA. Também foram encontradas alteraces significativas na
atividade da enzima citrato sintase no tecido hepatico de animais com
15, 30 e 60 dias e no tecido renal de animais com 15 dias de vida. A
atividade da enzima succinato desidrogenase se mostrou diminuida no
grupo de animais com 15, 30 e 60 dias sobre o tecido hepatico e renal.
Além disso, as atividades dos complexos da cadeia respiratdria foram
alteradas estatisticamente. A atividade do complexo IV foi aumentada
em rins de animais com 15 dias de vida. Por outro lado, a atividade do
complexo Il-111 da cadeia respiratoria foi aumentada em tecido hepético
de animais do grupo MMA+AA. No grupo de animais com 30 dias de



vida, houve alteracdo das atividades dos complexos | e Il no tecido
hepéatico, bem como complexos e II, -1l e IV no tecido renal de
animais com 60 dias de vida. Aliados a esses resultados, foram
observadas alteracBes estatisticamente significativas nos niveis de
interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em tecido hepatico
dos animais do grupos MMA, AA e MMA+AA e de TNFa no tecido
renal de animais com 30 dias de vida dos grupos MMA e MMA+AA.
Tomados em conjunto, esses achados sugerem que alteracBes
bioenergéticas e inflamatérios ocasionadas pela toxicidade da
hiperamonemia associada ao MMA podem colaborar para os danos
hepaticos e renais apresentados por pacientes acometidos pela acidemia
metilmalénica.

Palavras-chaves: 4cido metilmalénico, bioenergética, figado,
hiperamonemia, inflamag&o, rim.






ABSTRACT

Methylmalonic acidemia is an autossomal recessive inborn error of
metabolism caused by a deficiency in methylmalonyl-CoA mutase
enzyme. Main symptoms include neurological impairment, and kidney
and liver damage. Biochemically, the disease is characterized by the
accumulation of organic acids in plasma, urine and tissues of affected
patients, particularly methylmalonic acid (MMA). Additionally, patients
present with hyperammonemia, notably after metabolic crisis. To date, it
is not clear the role of hyperammonemia on the pathophysiology of
methylmalonic acidemia, neither MMA toxicity associated to
hyperammonemia. The aim of the present work was to investigate
bioenergetics and inflammatory parameters in kidney and liver in an
animal model of methylmalonic acidemia associated to
hyperammonemia. It was used 7-, 15-, 30- and 60-day old male Wistar
rats, assigned into four different experimental groups: control, MMA,
ammonium acetate (AA), and MMA + AA. Control animals received a
single NaCl 0.9% injection and animals in treated groups received
MMA (1.76 pmol/g; s.c) or AA (2.65 pmol/g; i.p), alone or in
combination, during 5 days. Data showed a significant increase in serum
creatinine levels in 7- and 30-day old animals from groups AA and
MMA + AA, as well as increased concentrations of urea, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and creatine
kinase in 60-day old animals. It was also observed a significant
reduction of glomerular filtration rate in the 7-, 30-, and 60-day old
animals. Alterations in the histological structure of tissues, including
widening of tubules, vacuolization in proximal tubules, and widening of
distal tubules, as well as cell disruption with disintegration of structure,
epithelium and glomerular retraction in MMA + AA group were also
reported. Significant alterations in citrate synthase activity were
observed in liver from 15-, 30-, and 60-day old animals, as well as in
kidney of 15-day old animals. Succinate dehydrogenase was decreased
in liver and kidney from 15-, 30-, and 60-day old animals. Complex IV
was found increased in kidney of 15-day old animals, and complex I1-111
activity was found increased in liver of MMA + AA animals. In 30-day
old animals, it was found altered activities of complex I and complex |1
in liver, as well as in complex Il, complex II-11l and complex 1V in
kidney of 60-day old animals. Significant alterations of interleukin-6
and tumoral necrose factor alpha (TNFa) levels in liver of MMA, AA
and MMA + AA animals were observed, as well as of TNFa in kidney of






MMA and MMA + AA animals (30-day old). Taken together our
findings suggest that alterations in bioenergetics and in inflammatory
parameters caused by the toxicity of hyperammonemia associated to
MMA may play a role in the pathophysiology of kidney and liver
damage commonly reported in patients affected by methylmalonic
acidemia.

Keywords: bioenergetics, hyperammonemia, inflammation, kidney,
liver, methylmalonic acid.
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1 INTRODUCAO
1.1 ACIDEMIA METILMALONICA

A acidemia metilmalénica (MMAemia) & um erro inato do
metabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada, colesterol e &cidos
graxos de cadeia impar causado pela deficiéncia da enzima
metilmalonil-CoA mutase (EC 5.4.99.2) ou da sintese da coenzima
adenosilcobalamina (cblC) (Gradinger et al., 2007). Essa doenca
apresenta padrdo de heranga mendeliana autossémico recessivo (Fenton
et al., 2001) e apresenta uma incidéncia de aproximadamente 1:50.000
nascidos vivos (Manoli e Venditti, 2016). A deficiéncia da enzima
metilmalonil-CoA mutase pode se manifestar na forma mut®, em que a
enzima ndo apresenta atividade residual, ndo responde a terapia com
vitamina By, é a forma mais grave de MMAemia, e mut”, em que a
enzima possui atividade residual e é responsiva a administracdo de
vitamina B, (Paniz et al., 2005).

A enzima metilmalonil-CoA mutase estd presente nas vias
catabolicas dos aminoacidos isoleucina, valina, treonina e metionina, da
base nitrogenada timina, de &cidos graxos de cadeia impar e do
colesterol. O catabolismo do propionil-CoA produzido pelo
metabolismo de bactérias intestinais também utiliza a enzima (Figura 1)
(Fenton et al., 2001). Na MMAemia, devido a interrupcdo desta via
metabolica, ocorre 0 acimulo de acido metilmalénico (MMA; acima de
1 uM) e outros metabolitos, tais como os 4cidos propidnico, tiglico e
metilcitrico, em tecidos e fluidos biol6gicos de pacientes (Leonard
2000; Deodato et al., 2006). Outros achados laboratoriais
frequentemente observados em pacientes sdo acidose metabdlica,
acidemia lactica e hiperamonemia (Nizon et al., 2013).
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Acido propiénico | Timina, Valina, isoleucina, | Acidos graxos de cadeia
intestinal Treonina, metionina impar e colesterol

- 1

| Propionil-CoA |

| Propionil-CoAcarboxilase |

| (D)-metilmalonil-CoA |

| metilmalonil-CoA epimerase H

| (L)-metilmalonil-CoA ”-OAcidometilmalc“)nico |

|Meti|ma|oniI-CoAmutase| biat o | Adenosilcobalamina |

Sucinil-CoA

CiclodeKrebs

Figura 1 — Via metabdlica afetada na acidemia metilmalénica. A via metabélica
inicia com o acido propiénico proveniente da acdo bacteriana intestinal, do
catabolismo de aminoacidos, de acidos graxos de cadeia impar e do colesterol,
ocorrendo a formagao do propionil-CoA. Este, por sua vez, € convertido, pela
acdo da enzima propionil-CoA carboxilase, a D-metilmalonil-CoA, que é
epimerizado a L-metilmalonil-CoA pela enzima metilmalonil-CoA epimerase.
Este Ultimo é convertido a succinil-CoA, reacdo catalisada pela enzima
metilmalonil-CoA mutase (enzima deficiente na acidemia metilmaldnica). Esta
Ultima reacdo enzimatica € uma reagdo anaplerdtica do ciclo de Krebs.
Adaptado de Baumgartner, 2014.

A MMAemia devida a deficiéncia da metilmalonil-CoA mutase é
uma doenca genética, com padrdo de heranca autossdomico recessivo, e
se deve a mutagdes no gene MUT localizado na regido 12.3 do brago
curto do cromossomo 6. Até o momento, mais de 150 mutacGes foram
identificadas (Chandler e \enditti, 2005; Fowler et al.,, 2008;
Baumgartner et al., 2014; Huemer et al., 2014; Olsen et al., 2015). Por
outro lado, a MMAemia causada por deficiéncia de cobalamina se deve
a mutacfes no gene MMACHC, que se localiza na regido 34.1 do bracgo
curto do cromossomo 1 (Lerner-Ellis et al., 2006; Gradinger et al., 2007;
Fischer et al., 2014). Ambas deficiéncias afetam a atividade da enzima
metilmalonil-CoA mutase, por conseguinte acumulando MMA.
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1.2 SINAIS CLINICOS, ALTERACOES BIQUIMICAS E
FISIOPATOLOGIA DA MMAEMIA

Os achados clinicos observados em pacientes acometidos pela
MMA incluem tanto periféricos tanto o sistema nervoso central, quando
orgdos e tecidos periféricos. Dentre os principais sinais, pode-se citar
recusa alimentar, letargia, coma, convulsdes, atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor, hepatomegalia, hipotonia, hipotermia, cardiomiopatia,
hipoglicemia, desidratacdo e perda de peso (Schwartz et al., 2008;
Baumgartner et al., 2014). Além disso, Saudubray e Walter (2012),
podem ser observados tetraparesia e deficiéncia intelectual. Convulsdes
recorrentes de dificil resolucdo foram relatadas em pacientes,
possivelmente relacionadas ao envolvimento de receptores do acido
gama-aminobutirico (Biancheri et al., 2002; Malfatti et al., 2007,
Grlnert et al., 2012), bem como desmielinizagdo neuronal, infiltracdo
fagocitica e hidrocefalia (Smith et al., 2006; Longo et al., 2011). Nesse
sentido, Colin-Gonzalez et al. (2015) descrevem que criancas afetadas
por acidemias organicas, incluindo a MMAemia e acidemia propi6nica,
podem apresentar neurodegeneracdo aguda. Perifericamente, foram
descritos cardiomiopatia e insuficiéncia renal cronica (Griinert et al.,
2012; Imen et al., 2012). Estes sintomas podem ser observados
principalmente durante as crises metabélica, sendo geralmente
associadas a infeccgdes recorrentes (Acquaviva et al., 2005; Kaplan et al.,
2006).

Apo6s o sistema nervoso central, os rins sdo 0s Orgdos mais
afetados na MMA. Os danos a longo prazo observados em pacientes
incluem nefrite  tabulo-intersticial com infiltracdo de células
mononucleares, fibrose intersticial e atrofia tubular (D’angio et al.,
2001). O aumento do conteldo de fosfato pode ser atribuido a alteracdes
funcionais nos tdbulos distais, acarretando em desequilibrio eletrolitico
(Morath et al., 2008; Vernon et al., 2014). Adicionalmente, achados
relacionados a estas alteragdes foram encontrados por Koenig e
colaboradores (2015), incluindo insuficiéncia renal aguda ou cronica,
nefrite thbulo intersticial e microangiopatia trombdtica, sindrome
hemolitica urémica, hemolise, hipertensdo arterial, proteindria,
hematuria, glomeruloesclerose e glomerulopatia atipica. Além disso,
Baunly et al. (2005) demonstraram que pacientes acometidos pela
MMAemia podem apresentar anemia megaloblastica e macrocitica,
leuconeutropenia, trombocitopenia e pancitopenia.

As principais alteragfes laboratoriais encontradas em pacientes
acometidos pela MMAemia sdo cetose/cetondria,
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neutrotrombocitopenia, acidose metabdlica e deficiéncia de bicarbonato.
Raramente sdo encontrados hiperglicemia, desequilibrio hidroeletrolitico
e acidemia lactica (Marouani et al., 2011; Leonard, 2000; Als-Nielsen et
al., 2004; de Baulny et al., 2005; Morath et al., 2008; Seashore et al.,
2009; Vernon, 2014). Adicionalmente ao acimulo de MMA e seus
metabdlicos, ha acimulo de homocisteina, aminoécido citotoxico e
apresenta acdo pré-aterogénica e pro-trombética por afetar o endotélio
vascular, acentua sintomas relacionados ao sistema cardiovascular
(Handy et al.,, 2005; Chwatko et al., 2007). Elevagdes séricas da
creatina cinase (CK; EC 2.7.3.2), acido Urico e as enzimas hepéticas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
também podem ser indicadores inespecificos desta doenga (Baumgartner
et al., 2014), sendo estas Ultimas marcadores de dano hepatico.

Elevadas concentracBes de aménia (hiperamonemia) sdo um
achado caracteristico de alguns erros inatos do metabolismo, incluindo a
MMAemia. Os niveis séricos de amdnia variam em funcéo da atividade
residual da enzima envolvida, da ingestdo proteica e da taxa de
catabolismo endogeno, especialmente durante episddios de crise
metabdlica (Cagnon et al., 2007).

1.3 DIAGNOSTICO

O diagndstico laboratorial é baseado na identificagdo dos
metabdlitos acumulados em plasma e urina, principalmente 0 MMA. A
quantificacdo dos compostos é realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (Hoff et al., 1995). O diagnoéstico
de MMAemia se da apenas sob suspeita médica e ndo faz parte do
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) brasileiro.

1.4 TRATAMENTO

O tratamento inicial baseia-se na estabilizacdo do quadro clinico,
suspensdo da ingestdo de proteinas e infusdo de glicose para evitar um
quadro catabolico (Baumgartner et al., 2014). A administracdo de L-
carnitina é essencial para o tratamento da MMA, resultando na excrecdo
de metabolitos conjugados como ésteres de carnitina, tais como
propionilcarnitina e metilmalonilcarnitina (Yannicelli et al., 2006).
Adicionalmente, recomenda-se a administragdo de solugdes hipoténicas
em situacGes de hiperglicemia, além de vitamina B12 e N-carbamoil-
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glutamato Summar et al., 2001; Baumgartner et al., 2014). O uso de
benzoato de sédio também é utilizado para estabilizacdo do quadro de
hiperamonemia (Leonard, 2006). Outros tratamentos adjuvantes para a
remocdo de amonia sdo a diminui¢do da producdo intestinal de aménia
através de administracdo de lactulose (Als-Nelsen et al., 2004) e
hemodialise (Ribas et al., 2010).

1.5 HIPERAMONEMIA

A amoénia é formada predominantemente nos hepatécitos a partir
da desaminac¢do dos aminoacidos e sintese de ureia no ciclo da ureia. No
organismo, a amdnia pode coexistir como gas (NH3) ou na sua forma
ionica (NH,"). As concentragBes séricas desta molécula dependem do
pH do meio (Lang et al., 1998). Em pH fisiolégico, 98 % do total de
amonia existe na forma de NH,". A forma gasosa, NH3, tem difusio
facilitada através das membranas celulares e, no individuo saudavel, sdo
mantidas concentra¢des entre 10-50 mmol/L. Em situa¢Ges de alcalose
metabdlica, a relacdo entre a forma ionizada e a ndo ionizada encontra-
se aumentada (Gutierrez et al., 1987). Fisiologicamente, as
concentracdes séricas de amobnia podem também variar de acordo com a
ingestdo proteica e a taxa de catabolismo enddgeno (Cagnon et al.,
2007).

A hiperamonemia pode ter origem congénita ou adquirida. Em
sua forma congénita, estd normalmente relacionada a defeitos primarios
no ciclo da ureia (Mas, 2006). Por outro lado, a hiperamonemia
adquirida esta relacionada a faléncia hepética provocada por ingestao de
toxinas, infecgdes virais ou doengas autoimunes (Strauss et al., 1986).
Nesse contexto, na MMAemia, o MMA inibe a enzima
argininosuccinato sintetase, impedindo a transformacdo de aménia em
ureia no ciclo e resultando no acimulo de amonia, (Leonard, 2006;
Jafari et al., 2013).

Diversas alteracBes na homeostasia celular estdo relacionadas a
hiperamonemia. Nesse sentido, a ambnia altera vias metabdlicas e
sistemas de neurotransmissores e a sintese de Oxido nitrico e induz
estresse oxidativo. Evidéncias também demonstram que este composto
altera o metabolismo energético, especialmente a funcdo mitocondrial
(Summar et al., 2001; Gropman et al., 2007). Acredita-se que o acumulo
de ambdnia nos tecidos e liquidos biolégicos possam potencializar a
toxicidade do MMA, como demonstrado por estudos prévios (Marisco
etal., 2003; Viegas et al., 2014).
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1.6 METABOLISMO ENERGETICO

Além das alteragcbes do metabolismo energético causadas pela
hiperamonemia, diversas evidéncias de que o MMA causa deficiéncia
energética foram relatadas no sistema nervoso central e periférico
(Wajner e Coelho, 1997; Pettenuzzo et al., 2006; Melo et al., 2011;
Schuck et al., 2013). Neste sentido, para a sintese de trifosfato de
adenosina (ATP), principal moeda energética celular, as células utilizam
a energia obtida a partir da oxidacdo de biomoléculas, que podem ser
oriundas da ingestdo alimentar, além do oxigénio molecular proveniente
da respiracdo. O principal substrato energético para a maioria dos
tecidos é a glicose, mas outros substratos como acidos graxos livres e
corpos cetdnicos podem ser utilizados por alguns tecidos. O catabolismo
da glicose resulta na liberacdo de 2 moléculas de ATP e 2 moléculas de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido (NADH), bem como
na sintese de duas moléculas de acido pirtvico (Rich et al., 2003). Por
acdo da enzima mitocondrial piruvato desidrogenase (EC 1.2.4.1), o
acido piravico, ap6s descarboxilagdo, é convertido em acetil-CoA,
liberando NADH (Tymoczko et al., 2011). O acetil-CoA recém formado
é direcionado para o ciclo de Krebs (Figura 2) (Nelson e Cox, 2014).

38 ATPs por
- moldoulasde
glicose

Figura 2 — Visdo geral do metabolismo energético celular e rendimento
energético. inicialmente ocorre a oxidagdo dos macronutrientes da dieta, seguida
pela conversdo da energia das ligagBes quimicas destes compostos em
equivalentes reduzidos e, finalmente, na transferéncia da energia destas ligagdes
quimicas ao ATP. O processo € composto pela glicdlise, ciclo de Krebs e cadeia
transportadora de elétrons. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de
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adenosina; FADH,: dinucleotideo de flavina  adenina reduzido; NAD:
dinucleotido de nicotinamida e adenina oxidado; NADH: dinucleotido de
nicotinamida e adenina reduzido; Pi: fosfato inorgénico. Adaptado de Sousa,
2015.

1.6.1 CICLO DE KREBS

O ciclo de Krebs é considerado uma via comum da oxidacdo da
maioria dos macronutrientes. Essa via metabdlica constitui-se oito
etapas, que resultam na oxidacdo completa do grupamento acetil do
acetil-CoA, com a concomitante liberagdo dos carbonos na forma de
CO, (Figura 3). A enzima citrato sintase (CS; EC 2.3.3.1) catalisa o
primeiro dos oito passos, uma reacdo de condensacdo do residuo acetil
do acetil-CoA com oxaloacetato, sintetizando citrato (Nelson e Cox,
2014).

No passo seguinte, o citrato é convertido em isocitrato pela acéo
da enzima aconitase (EC 4.2.1.3), com a formacdo de um intermediario
instavel, o cis-aconitato. Apos esta etapa, o isocitrato é convertido em a-
cetoglutarato, através de uma descarboxilacdo e concomitante formagédo
de NADH, em uma reacdo catalisada pela enzima isocitrato
desidrogenase (IDH; EC 1.1.1.42). Pela agdo da enzima a-cetoglutarato
desidrogenase (CGDH; EC 1.4.1.13), o a-cetoglutarato é convertido em
succinil-CoA, ap6s descarboxilacdo oxidativa, com a liberacdo de uma
molécula de CO, e a formacdo de outra molécula de NADH (Leonardi
et al., 2012). O succinil-CoA sofre a hidrélise do grupamento CoA pela
enzima succinil-CoA sintetase (EC 6.2.1.4), liberando uma molécula de
trifosfato de guanosina um composto de alto potencial energético, o
trifosfato de guanosina (GTP), e succinato. O succinato € entdo
convertido a fumarato pela acdo da enzima succinato desidrogenase
(SDH; EC 1.3.5.1), com a consequente formacdo de uma molécula
reduzida do dinucleotideo de flavina e adenina (FADH,). Pela acdo da
enzima fumarase (EC 4.2.1.2), o fumarato é convertido em malato
(Mescam et al., 2011). Por fim, a enzima malato desidrogenase (MDH;
EC 1.1.1.37) regenera o oxaloacetato com a consequente formacdo de
uma molécula de NADH (Taillefer et al., 2015). Apds a oxidacdo
completa do esqueleto de carbonos de uma molécula de acetil-CoA, o
rendimento energético inclui a formacdo de 3 moléculas de NADH, uma
molécula de FADH, e uma molécula de GTP.
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Figura 3 — Ciclo do &cido citrico ou ciclo de Krebs. a caracteristica anfibolica
desta via metabdlica esta representada nas vias catabolicas e de biossintese de
intermedidrios do ciclo. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de
adenosina; Pi: fosfato inorganico. Adaptado de Ktena, 2015.

1.6.2 CADEIA TRANSPORTADORA DE ELETRONS

A oxidacdo de moléculas das coenzimas reduzidas NADH e
FADH, ocorre em uma série de estruturas proteicas denominada de
cadeia transportadora de elétrons ou cadeia respiratoria (Figura 4). A
cadeia transportadora de elétrons é composta por cinco complexos
enzimaticos ancorados na membrana mitocondrial interna: complexo |
ou NADH desidrogenase: coenzima Q redutase (EC 1.6.5.3), complexo
Il ou succinato desidrogenase: coenzima Q redutase (EC 1.3.5.4),
complexo Il ou coenzima Q oxidase-citocromo ¢ redutase
(EC 1.10.2.2), complexo IV ou citocromo c¢ oxidase (EC 1.9.3.1) e
complexo V ou ATP-sintase (EC 3.6.3.14). Além destes complexos
proteicos, também fazem parte da cadeia transportadora de elétrons dois
carreadores moéveis de elétrons: a ubiquinona ou coenzima Q e o
citocromo ¢ (Voet et al., 2008; Tymoczko et al., 2011). O aceptor final
de elétrons nesta via é o oxigénio e a sintese de ATP (fosforilacdo
oxidativa) ocorre no complexo V.

Na cadeia respiratéria, os elétrons oriundos do NADH séo
transferidos para o complexo | e ap6s, sequencialmente, para a
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coenzima Q, o complexo IlI, o citocromo ¢ e o complexo IV, onde
ocorre a reducdo do O, a H,0. Por outro lado, os elétrons oriundos do
FADH, sdo transferidos para o complexo Il e, da mesma forma,
sequencialmente transferidos para a coenzima Q, o complexo Ill, o
citocromo ¢ e o complexo IV. A transferéncia dos elétrons através da
cadeia respiratéria até o receptor final, o oxigénio, resulta no
permanente bombeamento de prétons para o0 espago intermembranas,
gerando um gradiente eletroquimico (potencial de membrana
mitocondrial). A dissipacdo deste potencial pela entrada de prétons para
a matriz no complexo V fornece aporte energético necessario para a
condensacdo de ADP e fosfato inorgéanico (Pi), formando ATP (Painter et
al., 2007). A fosforilacdo oxidativa é fundamental para a homeostase
bioenergética celular, sendo responsavel pela formacdo de
aproximadamente 85-90 % do ATP celular (Melo et al., 2012) e é
considerada a etapa terminal da respiracdo celular (Nelson e Cox, 2014).
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Figura 4. Cadeia transportadora de elétrons e fosforilacdo oxidativa. Moléculas
ricas em energia quimica sdo metabolisadas por uma série de reagdes de
oxirreducdo levando a produgdo de 4gua ao final da cadeia respiratoria. As
coenzimas reduzidas NADH e FADH, provenientes das oxidacdes de substratos
energéticos entregam seus elétrons ao complexo | e ao complexo I,
respectivamente. A medida que os elétrons fluem através dos complexos da
cadeia respiratoria, ha transporte de prétons (H") da matriz mitocondrial para o
espaco intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico. Este, por sua vez,
é dissipado pela ATP-sintase na fosforilagdo oxidativa para a sintese de ATP.
ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; FAD: dinucleotideo
de adenina e flavina, forma oxidada; FADH,: coenzima reduzida de adenina e
flavina, forma reduzida; NAD": dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma
oxidada; NADH: dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma reduzida; Pi:
fosfato inorganico. Fonte: Bairros, 2016.
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Neste cenario, foi demonstrado que 0 MMA inibe complexos da
cadeia respiratdria mitocondrial em cérebro, rins e figado (Brusque et
al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006; Zsengelléer et al., 2014).
Adicionalmente, 0 MMA também atua como desacoplador mitocondrial
e inibidor do transporte de succinato para dentro da célula (Mirandola
et al., 2008).

1.6.3CK

Além de inibicdo da cadeia respiratoria, 0 MMA também inibe a
enzima CK em tecido cerebral e renal (Schuck et al., 2004; Schuck et
al.,, 2013). Esta é uma enzima importante para o tamponamento
energético celular e catalisa a conversdo reversivel da creatina fosfato
(CF) em creatina (CR) e fosfato (Pi), liberando energia quimica para a
ressintese de ATP (Figura 5) (Goldblatt, 1969). A CF é utilizada pelos
tecidos como reservatdrio de energia e para o transporte de energia
intracelular entre sitios de sintese de ATP a sitios de alta demanda
energética (Lygate et al., 2012). Até o momento, ndo foi descrito o
efeito da interacio MMA e hiperamonemia sobre a CK e outras etapas
do metabolismo energético celular.

Energiz
Energia
—> +Pi
ADP+P| o CHIH

Figura 5. Reagdo enzimatica reversivel catalisada pela creatina cinase (CK). A
creatina (CR) sintetizada nos rins a partir de aminoécidos é captada
principalmente pelos musculos e utilizada como susbtrato da CK para a
transferéncia reversivel de fosfato inorganico (Pi) proveniente do trifosfato de
adenosina (ATP), liberando creatina fosfato (CF) e difosfato de adenosina
(ADP). Adaptado de Neubauer, 1998.
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1.7 INFLAMACAO

Adicionalmente aos efeitos sobre a bioenergética celular,
recentemente foi demonstrado o possivel envolvimento da inflamacéo
na fisiopatologia da MMAemia. Neste sentido, Zsengellér et al. (2014)
demonstraram a presenca de processos inflamatérios no parénquima
renal de um paciente, além de fibrose intersticial. Além disso, Ribeiro et
al. (2013) demonstraram alteracbes em parametros inflamatérios
associados a estresse nitrosativo, aumento dos niveis de citocinas e da
atividade da 6xido nitrico sintase induzivel.

Os processos inflamatdrios consistem em reagdes localizadas ou
generalizadas que ocorrem como resposta a agressao tecidual ou celular,
com o intuito de reparacao de tecidos lesados (Medzhhitov et al., 2008).
Estas reagBes sdo consideradas fisioldgicas, fazendo com que o
organismo promova defesas para 0 combate de agentes agressores, bem
como para a remogdo de tecidos lesados e promocdo da reconstrucao
tecidual (Palsson-McDermott et al., 2009). Reacles inflamatdrias
podem se manifestar de forma aguda, com sinais e sintomas bem
definidos, como em infec¢Bes agudas induzidas por micro-organismos,
ou de forma lenta e progressiva, com sintomas inespecificos, como é o
caso das artrites ou processos autoimunes. Por outro lado, em situagdes
patoldgicas, os processos inflamatorios podem ser danosos ao tecido.
InflamagBes podem ser macroscopicamente evidenciadas em tecidos,
através da visualizacdo de areas hiperemiadas, com aumento da
temperatura, sensibilidade e volume tecidual (Lau et al., 2006).

A resposta inflamatéria pode ser mediada por enzimas e/ou
producdo e secre¢do de citocinas. A enzima mieloperoxidase (MPO; EC
1.11.1.7) é a preponderante em processos inflamatdrios periféricos e que
pode constituir uma reacéo fisiolégica esperada e proporcional ao dano
tecidual ou resposta exacerbada, como na anafilaxia (Takeuchi et al.,
2010). As citocinas, por sua vez, sdo proteinas secretadas no local da
lesdo através da ativacdo de proteinas cinases (Sommer et al., 2010).
Esta linha de defesa é constituida por citocinas pro-inflamatérias, tais
como interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 7 e fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), e anti-inflamatérias, como IL-4, IL-10, IL-13 e fator
transformador de crescimento g (FTCp) (Oliveira et al., 2011).

As citocinas pro-inflamatdrias, como o TNFa e a IL-6, sdo
responsaveis pela organizacdo da resposta inflamatéria e pela
modulacdo vascular, o que resulta em vasodilatacdo e consequente
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aumento da permeabilidade vascular (Takeuchi et al., 2010). A
sinalizacdo celular permite o recrutamento de células sanguineas de
defesa para que migrem para areas lesadas, iniciando o processo de
reparacdo tecidual (Park et al., 2009). As citocinas podem apresentar
diferentes formas de ativacdo: TNFa e IL-6 sdo reguladas por
transcricdo e IL-1p requer a clivagem da pré- IL-15 pela caspase 1
(Honda et al., 2006; Matsushita et al., 2009).

A resposta inflamatdria aguda é constituida por leucdcitos, tais
como neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, mastdcitos e linfocitos (Flint
et al 2003; Lukic et al., 2009). Devido a alta capacidade de diapedese,
acdo fagocitica e migracdo, os neutréfilos sdo as primeiras células de
defesa no local da lesdo (Hsieh et al., 2007). Estas células segmentadas
fagocitam e induzem morte de micro-organismos pela liberacdo de
enzimas hidroliticas e espécies reativas de oxigénio (ERO) (Barrett e
Austen, 2009).

Os eosindfilos, por sua vez, sdo células multifuncionais e estao
envolvidos em varios processos inflamatorios de origem alérgica e
infestacOes parasitarias (Hogan et al., 2008; Kvarnhammar et al., 2012).
Comumente, estas células sdo encontradas na corrente sanguinea,
constituindo 1-3 % do leucograma e fazem parte das defesas em varios
tecidos (Klion et al., 2004; Triverdi et al., 2007; Fabre et al., 2009). Sua
acdo € regulada por IL-3 e IL-5 atuam através de proteinas toxicas
contidas nos seus granulos e, concomitantemente, da liberagcdo de ERO,
leucotrienos, prostaglandinas, citocinas e quimiocinas (Broide et al.,
2001).

1.8 JUSTIFICATIVA

Foram demonstradas evidéncias de que o acimulo de MMA e a
hiperamonemia isoladamente séo deletérios ao sistema nervoso central e
tecidos renais e hepaticos. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos
celulares da associacdo de ambos. Nesse contexto, torna-se importante
avaliar o possivel efeito sinérgico efou aditivo dos compostos
acumulados MMAemia em associados ou isoladamente ao longo do
desenvolvimento, na tentativa de estabelecer 0s mecanismos
fisiopatoldgicos dessa doenca e colaborar para a melhora da qualidade
de vida dos pacientes afetados por essa doenga.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo aguda de MMA sobre
parametros inflamatorios e de bioenergética em figado e rim de ratos em
diferentes estagios de desenvolvimento submetidos a um modelo
experimental de hiperamonemia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da administragdo aguda de MMA sobre os
niveis de ureia, creatinina, ALT e AST em soro de ratos com 7,
15, 30 e 60 dias de vida submetidos a um modelo experimental
de hiperamonemia;

e Avaliar o efeito da administracdo aguda de MMA sobre a TFG
em ratos com 7, 15, 30 e 60 dias de vida submetidos a um
modelo experimental de hiperamonemia;

e Avaliar o efeito da administracdo aguda de MMA sobre a
histologia de figado e rim de ratos com 7, 15, 30 e 60 dias de
vida submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia;

e Avaliar o efeito da administracdo aguda de MMA sobre a
atividade de enzimas do ciclo de Krebs em figado e rim de ratos
com 15, 30 e 60 dias de vida submetidos a um modelo
experimental de hiperamonemia;

e Avaliar o efeito da administragdo aguda de MMA sobre a
atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons
em figado e rim de ratos e com 15, 30 e 60 dias de vida
submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia;

e Avaliar o efeito da administracdo aguda de MMA sobre a
atividade da CK em figado e rim de ratos com 15, 30 e 60 dias
de vida submetidos a um modelo experimental de
hiperamonemia;

e Avaliar o efeito da administragdo aguda de MMA sobre os
niveis de citocinas em figado e rim de ratos com 30 dias de vida
submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
machos e com 7, 15, 30 e 60 dias de vida, provenientes do Biotério da
Unidade Académica de Ciéncias da Salde da Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Os animais foram acondicionados em gaiolas, em
grupos de 6 (seis) por gaiola. Os animais foram mantidos em ciclos
claro-escuro de 12 horas, a temperatura de 23 £ 1 °C, com exaustao e
alimento e agua em livre acesso. A utilizacdo dos animais seguiu a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos, aprovada por meio da Portaria do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) n° 465
(23/05/2013). Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob
protocolo n° 058-2013 (ANEXO A). Todos os esfor¢os foram feitos
para minimizar o nimero de animais utilizados e seu sofrimento.

3.2 PREPARO DAS SOLUGOES

As solugdes de MMA e acetato de amonio (AA) foram
preparadas em solucdo NaCl 0,9 % (peso/volume) nos dias das
administragdes e tiveram seus pH ajustados para 7,4.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Inicialmente, os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais (10 animais por grupo): grupo controle, grupo AA, grupo
MMA e grupo MMA+AA. Os animais dos grupos controle e MMA
receberam uma administracdo intraperitoneal diéria de solucdo salina
(NaCl 0,9 %, peso/volume) durante 5 dias. Neste mesmo periodo, 0s
animais dos grupos AA e MMA+AA receberam uma Unica
administracdo intraperitoneal diéria de 2,5 pmol/g de AA (Figura 6A).
No 5° dia, os animais dos grupos MMA e MMA+AA receberam trés
administragdes subcutaneas de MMA (1,67 pumol/g) com intervalo de 90
minutos entre as administragcdes. Os grupos controle e AA receberam 3
administragdes subcutneas de NaCl 0,9 %, com intervalo de 90
minutos entre as administracdes, como demonstrado na Figura 9B. As
doses de MMA e de AA utilizadas neste estudo e os tempos de
tratamentos foram descritos por Dutra et al. (1991) e Rukmini Devi et
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al. (1998), respectivamente. Decorrida 1 hora da Gltima administracéo,
0s animais sofreram eutanasia por decapitacdo com guilhotina e sem
anestesia. Amostras de sangue periférico proveniente da decapitagéo
foram coletadas para obtencdo de soro. O figado e os rins foram
retirados da cavidade abdominal por laparotomia e entdo perfundidos
com solugdo NaCl 0,9 % com auxilio de uma seringa. Ap0s, esses
6rgdos foram retirados, limpos e armazenados a -80 °C até o momento
das anélises.
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Figura 6 - Protocolo experimental dos modelos animais de MMAemia
associada a hiperamonemia. (A) Esquema de tratamento em dias; (B) Esquema
de tratamento em minutos no 5° dia. AA: acetato de aménio; ip: intraperitoneal;
min: minuto; MMA: &cido metilmaldnico; sc: subcutanea.
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3.3 DETERMINACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.3.1 Dosagens dos niveis de AST, ALT, ureia, creatinina e taxa de
filtracdo glomerular

A separacdo dos componentes sélidos e liquidos do sangue
coletado no momento da eutanasia foi feita utilizando-se uma centrifuga
a 4 mil rotagBes por minuto durante 5 minutos. Em seguida, a parte
liquida foi retirada com o auxilio de uma pipeta e este contetdo foi
depositado em tubos e acondicionado em freezer -80 °C. Este material
foi encaminhado para um laboratorio de analises clinicas comercial para
determinar as taxas de de ureia, creatinina, AST e ALT utilizando-se Kits
comerciais da Labtest® Brasil. A estimativa taxa de filtracdo glomerular
foi efetuado utilizando-se como referéncia o céalculo recomendado pela
National Kidney Education Program e pela Sociedade Brasileira de
Nefrologia.

3.3.2 Analise histologica

A andlise histologica foi realizada utilizando-se 0 método de
eosina e hematoxilina. As pecas histolégicas no momento da coleta
foram imersas em solu¢do de formaldeido 10 %. O processamento
histologico foi efetuado com a imersdo das pecas em diferentes
concentracBes de etanol em sequéncia: 70 % por 1 h; 80 % - 1h; 90 % -1
h; 96 % - 1 h e 100 % - 24 horas. Apos esse periodo, as pecas foram
tratadas com etanol/xilol — 30 minutos, xilol I — 30 minutos; xilol 11 — 30
minutos; xilol/parafina — 30 minutos; parafina | — 1 hora; parafina Il — 1
hora e foi realizado o emblocamento em parafina. Para a coloracgéo pela
técnica de hematoxilina e eosina, foi efetuada a desparafinizacdo com
xilol I por 20 minutos seguido de xilol Il por 20 minutos. O xilol foi
removido e as amostras foram deixadas para secar. Ap6s a secagem, as
pecas foram hidratadas com etanol 70 % por 3 minutos seguido de
alcool 50 % por 3 minutos, etanol 40 % por 3 minutos e, finalmente,
adgua por 3 minutos. A coloracdo foi realizada pela imersdo em
hematoxilina por 2 minutos, seguida de uma lavagem em agua contendo
carbonato de litio e, por fim, eosina por 4 minutos. Ao final do processo
de coloragdo, as amostras foram novamente desidratacdo com etanol
96% por 30 segundos e etanol 99 % por 30 segundos. As anélises foram
realizadas por microscopia optica.
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3.3.3 Analise de parametros bioenergéticos

3.3.3.1 Determinagdo Da Atividade Do Complexo | Da Cadeia
Respiratéria

O meio de incubacdo constituiu-se de fosfato de potassio 100
mM, pH 7,4, ferricianeto de potassio 10 mM e rotenona 1 mM. A reacédo
foi iniciada pela adicdo de 14 mM de NADH. A reducéo do ferricianeto
de potassio dependente de NADH foi acompanhada pelas leituras
espectrofotométricas registradas por 3 minutos a 420 nm a 25 °C.
(Cassina e Radi, 1996). Os resultados estdo expressos em nmol. min™.
mg de proteina™.

3.3.3.2 Determinacéo da atividade do complexo Il da caeia respiratoria

A atividade deste complexo enzimatico foi determinada de acordo
com Fischer et al. (1985). O meio de incubacdo constituiu-se de tampéo
fosfato de potéassio 40 mM, pH 7,4, 16 mM de succinato de sddio e 8
uM de 2,6-diclorofenol (DCIP). Inicialmente, pré-incubou-se 0 meio de
incubagdo com 40-80 pg de proteinas do homogeneizado a 30 °C por 20
minutos. Logo ap6s, foram adicionados ao meio 4 mM de azida sédica e
7 uM de rotenona e iniciou-Se a rea¢do com a adi¢do de 40 uM de DCIP.
As absorvancias foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade
do complexo Il foi determinada pela diminuicdo da absorvancia devida
a reducdo do DCIP. Os resultados estéo expressos em nmol . min™ . mg
de proteina™.

3.3.3.3 Determinacéo da atividade do complexo 11+CoQ+llI1

O meio de reacéo, constituido de tampao fosfato de potassio 40
mM, pH 7,4, contendo 16 mM de succinato de sddio, foi pré-incubado
com 40-80 pg de proteinas do homogeneizado a 30 °C por 30 minutos.
Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida sodica e 7 pM de
rotenona e a reagdo se iniciou pela adicao de 0,6 pg/mL de citocromo c.
As absorvancias foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A atividade
do complexo I1+CoQ+lI1 foi determinada pelo aumento da absorvancia
causado pela redugdo do citocromo c (Fischer et al., 1985). Os
resultados estéo expressos em nmol . min™ . mg de proteina™.

3.3.3.4 Determinagdo da atividade do complexo IV
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O meio de incubacdo continha tampédo fosfato de potassio 10
mM, pH 7,0, N-dodecil-D-maltosideo 0,6 mM e 10-20 pg de proteinas.
A reagdo foi iniciada com a adicdo de 0,7 pg de citocromo C
previamente reduzido. A atividade enzimatica foi medida a 25 °C por 10
minutos e foi determinada pelo decréscimo na absorvancia a 550 nm
devido a oxidacdo de citocromo ¢ (Rustin et al., 1994). Os resultados
estdo expressos em nmol . min™ . mg de proteina™.

3.3.4 Atividade das enzimas do ciclo de Krebs

3.3.4.1 Determinacéo da atividade da enzima CS

A atividade da enzima CS foi avaliada em um meio de incubacéo
contendo 5°,5”’-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) 0,1 pM, &cido
oxaloacético 0,2 uM, Triton X-100 0,1 % e acetil-CoA 0,1 uM, em um
tampdo Tris-HCI 100 uM, pH 8,0. A reducdo do DTNB a TNB foi
medida espectrofotometricamente a 412 nm por 3 minutos a 37 °C
(Srere, 1969). A atividade enzimatica est4 expressa em pM . min™. mg
de proteina™.

3.3.4.2 Atividade da enzima SDH

Essa atividade enzimatica foi determinada em um meio de
incubacéo constituido de tampéo fosfato de potéssio 40 mM, pH 7,4, 16
mM de succinato de sddio e 8 uM de DCIP. Inicialmente, pré-incubou-
se 0 meio de incuba¢do com 40-80 ug de proteinas do homogeneizado a
30 °C por 20 minutos. Logo apds, foram adicionados ao meio 4 mM de
azida sddica, 7 uM de rotenona ¢ 1 mM de metassulfato de fenazina e se
iniciou a reagdo com a adi¢do de 40 uM de DCIP. As absorvancias
foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade da SDH foi
determinada pela diminuigdo da absorvancia devida a reducéo do DCIP
(Fischer et al., 1985). Os resultados estdo expressos em nmol . min™ .
mg de protefna™.

3.3.5 Determinacdo da atividade da CK

Apo6s um periodo de 15 minutos de pré-incubagdo, a reacdo
enzimatica foi iniciada com a adicdo de ADP a uma concentracao final
de 3,2 mM em meio contendo 7,08 mM de fosfocreatina e de 0,8 a 1 pg
de proteinas. Apds 10 minutos de incubacéo, a reacdo foi interrompida
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com 4&cido p-hidroximercuribenzoico 50 mM e a coloracdo rosea foi
obtida pela adigdo de a-naftol 20 %, agua destilada e diacetil 20 %. A
leitura foi realizada por espectrofotometria a 540 nm, segundo 0 método
de Hughes (1962). Para calcular a atividade enzimatica, foi feita uma
curva de calibracdo com creatina em diferentes concentracbes. Os
resultados estdo expressos em pumol de creatina . min™..mg de proteina™.

3.3.6 Determinacdo da concentracdo de citocinas

As concentragdes teciduais das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e
TNFo foram determinadas utilizando-se kits comerciais, seguindo as
instrucdes fornecidas pelo fabricante (kDuoSet, R&D Systems,
Minneapolis, EUA). Os resultados estdo apresentados como pg/mL para
IL-1pB, IL-10 e TNFa e pg/mg de proteina para IL-6.

3.3.7 Determinacao da concentracao de proteinas

Foi realizada utilizando-se o método descrito por Lowry et al.
(1951), usando-se albumina sérica bovina como padréo.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o teste de anélise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste post hoc dos raios
multiplos de Duncan quando o valor de F foi significativo. As analises
estatisticas foram realizadas pelo programa IBM SPSS Statistics. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significativas quando o valor
de p<0,05.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, foram avaliados parametros de funcdo renal e
hepéatica em animais com 7, 15, 30 e 60 dias de vida submetidos a
administracdo de MMA e AA isoladamente ou associados. Foi
observado que os animais com 7 dias de vida que receberam MMA ou
AA isoladamente ndo apresentaram nenhuma alteracdo nos niveis
séricos de ureia e creatinina. Entretanto, a administracdo de MMA e AA
associados aumentou os niveis de creatinina em compara¢do com 0s
animais do grupo controle (Figuras 7A e 7B). Adicionalmente, a TFG
foi diminuida tanto pela administracdo de MMA e AA isoladamente
guanto pela administracdo de uma combina¢do dos dois compostos
(Figura 7E). Os niveis de AST e ALT nao foram alterados pela
administragdo isolada ou combinada de MMA e AA (Figuras 7C e 7D).
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Figura 7 — Efeito da administracdo de &cido metilmalénico (MMA) e acetato de
amonio (AA) isoladamente ou em combinagdo sobre os niveis séricos de ureia
(A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina
aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtragdo glomerular (TFG) (E) em soro
de ratos com 7 dias de vida. Dados representam média * erro padréo da média
de 10 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01 comparado ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios multiplos de
Duncan).

Por outro lado, os niveis de ureia, creatinina, AST e ALT e a TFG
ndo foram alteradas pela administragdo isolada ou combinada de MMA
e AA (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito da administragdo de acido metilmalénico (MMA) e acetato de
amonio (AA) isoladamente ou em combinacdo sobre os niveis séricos de ureia
(A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina
aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtracdo glomerular (TFG) (E) em soro
de ratos com 15 dias de vida. Dados representam média + erro padrdo da média
de 10 animais por grupo. Nao foi observada nenhuma alteracdo significativa
estatisticamente entre os grupos (ANOVA de uma via).

Ap06s a administracdo de MMA e AA isoladamente ou associados,
ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos nos niveis de ureia (Figura 9A), AST e ALT em soro de ratos
com 30 dias de vida. Entretanto, os niveis séricos de creatinina
encontraram-se  aumentados nos animais que receberam AA
isoladamente ou em combinagcdo com MMA, mas ndo nos animais que
receberam MMA isoladamente. Nesses mesmos animais, a TFG foi
diminuida para presenca tanto de MMA quanto de AA isoladamente ou
em combinacdo (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito da administragdo de &cido metilmalénico (MMA) e acetato de
amonio (AA) isoladamente ou em combinagéo sobre os niveis séricos de ureia
(A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina
aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtracdo glomerular (TFG) (E) em soro
de ratos com 30 dias de vida. Dados representam média + erro padrdo da média
de 10 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparagdo ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios
maltiplos de Duncan).

Os mesmos parametros foram também avaliado em soro de ratos
com 60 dias de vida submetidos a administracdo de MMA associada ou
ndo a administracdo de AA. Estes animais apresentaram aumento dos
niveis de ureia, AST e ALT quando receberam a administracdo de MMA
isoladamente ou em combinagdo com AA, mas ndo quando receberam
AA isoladamente. Adicionalmente, a TFG foi diminuida nos 3 grupos
experimentais, quando comparados ao controle (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito da administracdo de &cido metilmalénico (MMA) e acetato
de aménio (AA) isoladamente ou em combinagdo sobre os niveis séricos de
ureia (A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina
aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtragdo glomerular (TFG) (E) em soro
de ratos com 60 dias de vida. Dados representam média + erro padrdo da média
de 10 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparacdo ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios
multiplos de Duncan).

A sequir, foram realizados cortes histolégicos para analise de
tecido renal e hepatico de animais com 7, 15, 30 e 60 dias de vida
submetidos a administracdo de MMA e AA isoladamente ou em
associacdo. Na Figura 11, pode-se observar em cortes histolégicos
renais que o grupo controle mostrou vacuolizagGes citoplasméticas nos
tibulos proximais e alguns glomérulos com vaclolos. Animais que
receberam MMA isoladamente apresentaram retracdo glomerular,
tibulos distais dilatados e desestruturagdo celular. Nesse grupo, 0s
animais apresentaram substituicdo do epitélio cubico simples por tecido
pavimentoso simples e os tObulos proximais apresentavam-se
desorganizados e com retracdo glomerular. Os animais que receberam
administracdo  apenas de AA  apresentaram  vacuolizacdes
citoplasmaticas dos tubulos proximais e distais e glomérulos com
aspecto normal em algumas &reas e, em outras, com retracdo glomerular.
Por outro lado, os animais do grupo MMA+AA apresentaram retracdo
glomerular em algumas areas, morfologia preservada em outras e
vacuolizag6es citoplasmaticas.

Em relacdo ao tecido hepatico, animais do grupo controle ndo
apresentaram eosinofilia citoplasmatica, enquanto os que receberam a
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administracdo de MMA apresentaram. Verificou-se também que os
animais que receberam a administracdo de AA apresentaram eosinofilia
e vacuolizagBes, com tumefacdo celular moderada nos hepatécitos. Os
animais que foram submetidos a administracdo de ambos 0s compostos
(MMA e AA) apresentaram eosinofilia, vacuolizagbes e tumefagdo
acentuada nos hepatdcitos.
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Figura 11. Fotomicrografia de cortes histolégicos de rim e segmento do lobo
hepéatico de ratos com 7 dias de vida submetidos & administragdo de &cido
metilmalénico (MMA) e acetato de aménio (AA) isoladamente ou em
combinagdo. Aumento: 10 e 25X.

De acordo com a Figura 12, para o grupo de animais com 15 dias,
a andlise histoldgica do tecido renal para o grupo salina observa-se
vacuolizagdes citoplasméticas nos tubulos distais. Alguns glomérulos
com vacuolos. Grupo MMA (1,67 umol/g s.c.): tdbulos distais dilatados
e desestruturacdo celular; vacuolizacfes citoplasmaticas nos tabulos
proximais (seta preta) e retragdo glomerular. Grupo AA (2,5 umol/g.
i.p.): vacuolizacdes citoplasmaticas dos tGbulos proximais e distais;
glomérulos com aspecto normal em algumas areas e em outras com
retracdo. Grupo MMA+AA.: retracdo glomerular em algumas éreas e
com morfologia preservada em outras; vacuolizagfes citoplasmaticas e
substituicdo do epitélio cubico simples por tecido pavimentoso simples
(setas vermelhas). Figado — Grupo Salina: mostra eosinofilia
citoplasmatica; Grupo MMA (1,67 pmol/g s.c.) vacuolizagbes e
tumefacdo. Grupo AA (2,5 pmol/g. i.p.) mostra eosinofilia,
vacuolizacbes e tumefacdo moderada. Grupo MMA+AA mostra
eosinofilia (seta vermelha), vacuoliza¢fes e tumefagdo acentuada. Em
todos se observa cordbes de hepat6citos, veia centrolobular e capilares
sinusoidais. (vcl) veia centro lobular; (cs) capilar sinusdide; (dc) ducto
hepético; cordbes de hepatocitos (ponta de seta preta); Células
eosinofilicas citoplasmaticas (ponta de seta vermelha).
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Figura 12. Fotomicrografia de cortes histolégicos de rim e segmento do lobo
hepético de ratos com 15 dias de vida submetidos a administracdo de &cido
metilmalénico (MMA) e acetato de amonio (AA) isoladamente ou em
combinagdo. Aumento: 10 e 25X.

A Figura 13 mostra fotomicrografias de segmento de rim e de
figado de ratos com 30 dias de vida que receberam MMA e/ou AA. O
grupo controle apresentou arquitetura glomerular e tabulos renais
preservados. Por outro lado, cortes histolégicos de rim dos ratos do
grupo MMA demonstraram morfologia de células dos tibulos proximais
alargados e discreta alteragdo da morfologia do glomérulo, bem como
aumento do espago de Bowman. Quando administrado isoladamente, o
AA ocasionou apenas dilatacdo tubular. Por outro lado, o tecido renal
dos animais do grupo MMA+AA apresentou retracdo glomerular,
desintegragcdo da sua arquitetura, aumento do espaco de Bowman e
tumefacdo tubular. A mesma figura mostra histologia de lobo hepético
de ratos com 30 dias de vida. O grupo controle apresentou eosinofilia
citoplasmatica. Isoladamente, 0 MMA também ndo ocasionou alteracbes
significativas no tecido hepatico, apenas pequenos focos inflamatdrios.
Por outro lado, o tecido hepaticos dos animais dos grupos AA e
MMA+AA apresentou eosinofilia e vacuolizagBes. Entretanto, o grupo
AA apresentou tumefacdo moderada, enquanto o grupo MMA+AA
apresentou tumefacdo acentuada.
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Figura 13 - Fotomicrografia de cortes histol6gicos de rim e se
hepético de ratos com 30 dias de vida submetidos a administracdo de &cido
metilmalénico (MMA) e acetato de amonio (AA) isoladamente ou em
combinagdo. Aumento: 10 e 25X.

Na Figura 14, sdo apresentadas fotomicrografias de segmento
de tecido renal e hepatico de animais com 60 dias de vida. Os ratos do
grupo controle apresentaram glomérulos e tubulos renais preservados.
Os animais do grupo MMA apresentaram tumefagdo glomerular,
desestruturacao, dilatacdo dos tlbulos e auséncia de nicleos em algumas
areas dos tlbulos proximais. Além disso, no tecido renal dos animais do
grupo AA foram identificadas congestdo vascular, tumefacdo tubular,
presencga de neutrofilos e reducdo do espaco de filtracdo glomerular. O
grupo MMA+AA apresentou destruicdo de tubulos proximais e distais,
reducdo do espaco de filtragdo, estruturas corticais desestruturadas e
dilatagdo tubular (detalne ao centro). A mesma figura mostra
fotomicrografias de tecido hepatico de animais com 60 dias de idade. Os
animais que receberam MMA apresentaram congestdo das estruturas da
veia centrolobular e do tecido intersticial. Tumefacdo hepatocitica com
focos inflamatérios, dificultando a visualizagdo dos capilares sinusoide,
também foi observada. Animais que receberam apenas AA
apresentaram eosinofilia, vacuolizagcbes e tumefacdo moderada do
tecido hepético, enquanto os animais que receberam a associacdo de
MMA e AA mostraram eosinofilia, vacuolizacbes e tumefagdo
acentuada. Em todos os grupos se observam corddes de hepatdcitos,
veia centrolobular e capilares sinusoidais.



Figura 14 - Fotomicrografia de cortes histologicos de rim e segmento do lobo
hepético de ratos com 60 dias de vida submetidos a administracdo de &cido
metilmalénico (MMA) e acetato de aménio (AA) isoladamente ou em
combinagdo. Aumento: 10 e 25X.

O proximo passo foi investigar o efeito da administracdo de
MMA e/ou AA sobre pardmetros bioenergéticos em ratos de 15, 30 e 60
dias. Inicialmente, avaliou-se os efeitos da administragdo de MMA
associado ou ndo com AA, sobre a atividade da enzima CK. Pode-se
observar na Figura 15 que essa atividade foi inibida apenas no tecido
hepatico de animais com 60 dias de vida pertencentes aos grupos AA e
MMA+AA, em comparagdo ao grupo controle, sem qualquer alteracdo
no tecido renal dos mesmos animais (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA),
associado ou ndo a acetato de amdnio (AA), sobre a atividade da
enzima creatina cinase (CK) em figado e rins de ratos em diferentes
estagios de desenvolvimento.

Tecido Controle MMA AA MMA+AA

Ratos com 15 dias de vida

Figado 0,164 +£0,01 0,168 £ 0,02 0,156 + 0,190 £ 0,02
0,09

Rim 0,190+ 0,01 0,158 £ 0,06 0,174 + 0,216 +0,02
0,10
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Ratos com 30 dias de vida

Figado 0,325 +0,03 0,409 £ 0,06 0,416 + 0,254 £ 0,03
0,06

Rim 0,331+0,04 0,327 + 0,06 0,347 + 0,265 + 0,06
0,01

Ratos com 60 dias de vida

igado 0,126 + 0,02 0,094 +0,01 0,070+ 0,880 +0,14*
0,01*

Rim 0,096 +£0,01 0,144 £ 0,03 0,122 + 0,100 +0,01
0,002

Os resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por
grupo experimental e estdo expressos em [Jmol de creatina . min™ . mg proteina’
! *p<0,05 em comparacéo com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc dos raios multiplos de Duncan).

A seguir, foram avaliadas as atividades das enzimas do ciclo de
Krebs CS e SDH em rim e figado de ratos em diferentes estagios de
desenvolvimento submetidos a um modelo experimental de MMAemia
associado ou ndo a hiperamonemia. Como observado na figura 15, a
administragdo de MMA isoladamente aumentou a atividade da CS em
tecido hepatico e inibiu a mesma atividade no tecido renal (Figuras 15A
e 15C). Adicionalmente, a administracdo concomitante de MMA e AA
induziu um aumento das atividades da CS e SDH em tecido hepatico e
renal, respectivamente (Figuras 15A e 15D). Ndo houve alteracdo
estatisticamente significativa da atividade da enzima SDH em figado de
animais de 15 dias (Figura 15B) .
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Figura 15 - Efeito da administracdo de é&cido metilmalénico (MMA)
isoladamente ou em combinagéo com acetato de aménio (AA) sobre a atividade
das enzimas citrato sintase (CS) e succinato desidrogenase (SDH) em figado e
rim de ratos de 15 dias de vida: (A) atividade da enzima CS no tecido hepatico;
(B) atividade da enzima SDH no tecido hepético; (C) atividade da enzima CS no
tecido renal; (D) atividade da enzima SDH no tecido renal. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol.min".mg de proteina®. *p<0,05;
**p<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc dos raios multiplos de Duncan).

Em animais com 30 dias de vida, observou-se um aumento da
atividade da enzima SDH em tecido hepatico de animais submetidos a
administragdo isolada de AA. Os animais dos grupos MMA e
MMA+AA apresentaram atividade aumentada dessa mesma enzima em
figado (Figura 16B), porém foi observada uma inibicdo da atividade da
SDH em rins (Figura 16D). Por outro lado, ndo foi observada alteracdo
significativa da atividade da enzima CS em nenhum dos tecidos
avaliados (Figuras 16A e 16C).
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Figura 16 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA)
isoladamente ou em combinacdo com acetato de aménio (AA) sobre a atividade
das enzimas citrato sintase (CS) e succinato desidrogenase (SDH) em figado e
rim de ratos de 30 dias de vida: (A) atividade da enzima CS no tecido hepatico;
(B) atividade da enzima SDH no tecido hepatico; (C) atividade da enzima CS no
tecido renal; (D) atividade da enzima SDH no tecido renal. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol.min“.mg de proteina®. *p<0,05;
**p<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc dos raios multiplos de Duncan).

Adicionalmente, as mesmas atividades enzimaticas foram
avaliadas em figado e rim de ratos com 60 dias de vida submetidos a
administracdo de MMA e/ou AA. A figura 17 demonstra que a
administracdo isolada de AA e em combinagcdo com MMA inibiu a
atividade da enzima SDH no tecido hepatico, mas aumentou essa
atividade em rim (Figuras 17B e 17D, respectivamente). Por outro lado,
ndo foi observada alteragdo significativa da atividade da enzima CS em
nenhum dos tecidos avaliados (Figuras 17A e 17C).
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Figura 17 - Efeito da administracdo de &cido metilmalénico (MMA)
isoladamente ou em combinagéo com acetato de aménio (AA) sobre a atividade
das enzimas citrato sintase (CS) e succinato desidrogenase (SDH) em figado e
rim de ratos de 60 dias de vida: (A) atividade da enzima CS no tecido hepatico;
(B) atividade da enzima SDH no tecido hepatico; (C) atividade da enzima CS no
tecido renal; (D) atividade da enzima SDH no tecido renal. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol.min.mg de proteina®. *p<0,05;
**p<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc dos raios multiplos de Duncan).

A seguir, investigou-se os efeitos da administragdo de MMA,
combinado ou ndo com AA, em figado e rins de ratos em diferentes
estagios do desenvolvimento sobre a atividade dos complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial. Em animais com 15 dias de vida, foi
observado um aumento da atividade do complexo IV da cadeia
respiratria em rim de animais pertencentes ao grupo MMA+AA (Figura
18D). As demais atividades ndo foram alteradas pela administracdo de
MMA e/ou AA.
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Figura 18 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amonio (AA) sobre a atividade dos complexos | (A), I1 (B), II-111 (C)
e IV (D) da cadeia respiratoria em rim de ratos com 15 dias de vida. Os dados
representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol. min™. mg de proteina™. **p<0,01
comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
dos raios multiplos de Duncan).

Por outro lado, a atividade do complexo II-1ll da cadeia
respiratéria foi aumentada em figado de animais de 15 dias de vida
pertencentes ao grupo MMA+AA (Figura 19C). As atividades dos
demais complexos da cadeia respiratoria ndo foram alteradas no tecido
hepéatico dos mesmos animais.
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Figura 19 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amonio (AA) sobre a atividade dos complexos | (A), I1 (B), II-111 (C)
e IV (D) da cadeia respiratoria em figado de ratos com 15 dias de vida. Os
dados representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol. min™. mg de proteina™. **p<0,01
comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
dos raios multiplos de Duncan).
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Além disso, foram avaliadas as atividades dos complexos da
cadeia respiratéria em homogeneizados de rim e figado de ratos com 30
dias de vida. A administracdo combinada de MMA e AA causou
diminuigdo das atividades dos complexos Il e II-11l em tecido renal de
ratos. Por outro lado, ndo houve alteracdo das demais atividades
enzimaticas neste tecido (Figura 20).
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Figura 20 - Efelto da admlnlstra(;ao de &cido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amonio (AA) sobre a atividade dos complexos | (A), Il (B), II-111 (C)
e IV (D) da cadeia respiratoria em rim de ratos com 30 dias de vida. Os dados
representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol. min™. mg de proteina™. *p<0,05
comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
dos raios multiplos de Duncan).

Em homogeneizado de tecido hepatico, pode-se observar um
aumento da atividade do complexo | e uma inibicdo do complexo Il da
cadeia respiratéria em animais submetidos a administracdo de MMA
isoladamente e associado ao AA. Nado foram identificadas alteracdes
estatisticamente significativas nas demais atividades enzimaticas no
tecido hepatico (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amdnio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), 11 (B), II-111 (C)
e IV (D) da cadeia respiratoria em figado de ratos com 30 dias de vida. Os
dados representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol. min™. mg de proteina™. **p<0,01
comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
dos raios multiplos de Duncan).

Em homogeneizado de tecido renal de animais com 60 dias de
vida, a administracdo isolada de MMA inibiu a atividade do complexo
IV da cadeia respiratdria, o que ndo ocorreu quando uma associagdo de
MMA e AA foi administrada (Figura 22D). As atividades dos complexos
I, Il e lI-11l1 ndo foram alteradas em nenhum dos grupos experimentais
em rim de animais com 60 dias de vida.
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Figura 22 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amonio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), I (B), II-111 (C)
e IV (D) da cadeia respiratoria em rim de ratos com 60 dias de vida. Os dados
representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol. min™. mg de proteina™. **p<0,01
comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
dos raios multiplos de Duncan).

Por outro lado, ndo houve nenhuma alteracdo significativa das
atividades dos complexos I, Il, lI-Ill e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial em tecido hepéaticos de animais com 60 dias de vida
submetidos a administracdo isolada ou associada de MMA e AA (Figura
23).
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Figura 23 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amdnio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), I (B), II-111 (C)
e IV (D) da cadeia respiratoria em figado de ratos com 60 dias de vida. Os
dados representam média + erro padrdo da média de 5 animais em cada grupo
experimental e estdo expressos em nmol. min™. mg de proteina™. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via).

Por fim, foram avaliados pardmetros inflamatérios em rim e
figado de ratos com 30 dias de vida submetidos a administracdo
conjunta ou separada de MMA e AA. Inicialmente, foram avaliados os
niveis das citocinas IL-1B, IL-6 e TNFo. em homogeneizados de tecido
hepético. Nestas amostras, foram observados aumento dos niveis IL-6
nos animais do grupo MMA+AA (Figura 24B) e aumento dos niveis de
TNFa nos grupos experimentais AA, MMA e MMA+AA (Figura 24C).
Diferentemente desses achados, os niveis de IL-1B nessas amostras ndo
foram alterados em nenhum dos grupos experimentais (Figura 24A).
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Figura 24- Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de amonio (AA) sobre os niveis IL-1 (A), IL-6 (B) e TNFa (C) em
figado de ratos com 30 dias de vida. Os dados representam média + erro padrédo
da média de 5 animais em cada grupo experimental e estdo expressos em ug .
mL* (IL-18 e TNFa) ou pg . mg de proteina™ (IL-6). *p<0,05 comparado ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios
multiplos de Duncan).

Finalmente, foram avaliados os niveis de citocinas em
homogeneizados de tecido renal de animais com 30 dias de vida que
receberam administracdo combinada ou isolada de MMA e AA. As
figuras 25A e 25B demonstram que, por um lado, ndo houve alteracéo
dos niveis de IL-1B e IL-6, respectivamente, nesse tecido. Por outro
lado, os niveis de TNFo foram aumentados significativamente no rim de

animais que receberam MMA isoladamente ou associado ao AA (Figura
25C).
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Figura 25 - Efeito da administracdo de acido metilmalénico (MMA) e/ou
acetato de aménio (AA) sobre os niveis IL-1f (A), IL-6 (B) e TNFa (C) em rim
de ratos com 30 dias de vida. Os dados representam média * erro padrdo da
média de 5 animais em cada grupo experimental e estdo expressos em pg . mL™
(IL-18 e TNFa) ou pg . mg de proteina™ (IL-6). ***p<0,001 comparado ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios
maltiplos de Duncan)
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6 DISCUSSAO

Apesar dos diversos estudos investigando a fisiopatologia da
MMAemia, 0s exatos mecanismos que levam ao marcado dano tecidual
nos pacientes ainda ndo estdo esclarecidos. Além disso, Chandler et al.
(2007) descreveram que uma crise metabolica desenvolvida nas
primeiras 24-48 horas pode ser fatal em animais e que, nessas situacao,
0s niveis de MMA foram dramaticamente elevados em musculo
esquelético, rins, figado e cérebro desses animais. Com a evolucdo da
doenca observou-se elevagdo extrema de MMA em diversos tecidos,
principalmente no figado. Além do acimulo de MMA nos tecidos, a
hiperamonemia é um achado bioquimico comumente encontrado em
pacientes afetados pela MMAemia (Fenton et al., 2001; Fenton e
Rosenberg, 2001). No presente estudo, avaliou-se o efeito da
administragdo aguda de MMA sobre a funcdo e a histologia hepética e
renal, bem como o efeito destes tratamentos isolados ou em combinagéo
sobre parametros inflamatdrios e de bioenergética em figado e rim de
ratos em diferentes estagios de desenvolvimento.

Inicialmente, este estudo demonstrou que a administra¢do isolada
de MMA diminuiu significativamente a atividade da funcdo excretora
dos rins nos animais com 7, 30 e 60 dias de vida, o que foi evidenciado
através de alteragGes nos niveis séricos de ureia e de creatinina e pela
TFG. Estes dados estdo em concordancia com os descritos por Humer et
al. (2014), que observaram a ocorréncia de sindrome urémica em
aproximadamente 50 % dos pacientes acometidos pela MMAemia.
Segundo Manoli e Venditti (2010), a MMAemia, além de complicacdes
que acometem o sistema nervoso central e descompensagoes
metabdlicas sistémicas, apresenta complica¢fes secundarias como
nefrite no tdbulo intersticial e doenca renal progressiva. Nesse contexto,
foram observadas neste trabalho alteragdes das estruturas responsaveis
pela filtragdo glomerular como alteracBes da estrutura glomerular,
tbulos proximais e distais, além de substituicdo do epitélio em algumas
areas, 0 que poderia explicar as alteracdes na funcdo renal destes
animais e corroborar os estudos que demonstram alteracdes histoldgicas
em rim de pacientes afetados pela MMAemia e em modelos animais
genéticos desta doenca (Morath et al., 2013).

Fischer et al. (2014) descreveram que a recuperacdo da funcéo
renal é pouco significativa quando a sintomatologia ndo oferece
subsidios consistentes para relacionar o quadro clinico com a sua causa.
Nestes casos, a alteracdo genética s6 € descoberta apds sucessivas
internacBes hospitalares, com sintomas heterogéneos, e com importante
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perda da funcdo excretora renal (Bouts et al., 2010). Brassier et al.
(2013) referem que a funcdo renal ndo é sempre recuperada apds
transplante em pacientes com MMAemia, e que nestes podem ser
comumente observadas fibrose intersticial e atrofia tubular, sem a
melhora da toxicidade sistémica provocada pelo dano renal, que pode
ser evidenciada pelos altos niveis séricos de creatinina. Disfuncédo
tubular renal com progressdo para nefrite cronica tubulointersticial foi
observada em estagios avancados da doenca renal. Esta caracteristica é
uma manifestagdo comum na MMAemia, bem como sdo pancreatite,
acidente vascular cerebral, atrofia do nervo oOptico, disfungdo imune e
especialmente doenca renal (Manoli et al., 2013).

Manoli e Venditti (2010) descreveram que a morbidade a longo
prazo na MMAemia inclui insuficiéncia renal, necessitando de
hemodidlise e/ou transplante renal, cardiomiopatia e atraso no
crescimento e no desenvolvimento, aléem de alteracfes no sistema
nervoso central. Hoster et al. (2007) encontraram nefrite
tubulointersticial e perda progressiva da funcdo renal em todos os
pacientes, incluindo aqueles que aparentam ser pouco afetados ou que
receberam transplante hepético. Adicionalmente, Manoli et al. (2013)
descreveram  disfuncdo tubulointersticial, nefrite, instabilidade
metabdlica, complicagdes sistémicas e alta letalidade em pacientes com
MMAemia, além de reducdo da TFG, degeneragdo mitocondrial,
visualizadas através de megamitocondrias, e reducdo da atividade da
enzima citocromo ¢ oxidase no tecido renal. A hip6tese mais aceita
como causa dessas alteracbes € a de que 0 MMA cause nefrotoxicidade
direta. Nesse sentido, Viegas et al. (2014), em analise histologica de
tecido cerebral ap6s administragdo intracerebroventricular de MMA em
animais submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia,
encontraram vacuolizac¢Ges, edema pericelular, isquemia, alteracbes do
estado redox e anormalidades morfol6gicas das estruturas cerebrais.
Algumas dessas alteragdes sdo similares as encontradas no tecido renal
no presente estudo, incluindo vacuolizagdo, desestruturacdo celular com
desintegracdo da sua estrutura tecidual, alteracdo do epitélio e retracdo
glomerular.

Além de alteragbes renais, danos hepaticos encontrados em
pacientes acometidos pela MMAemia como os descritos por Brassier et
al. (2013) também foram encontrados no presente modelo experimental.
Neste sentido, observou-se aumento estatisticamente significativo da
atividade das enzimas AST e ALT em animais com 60 dias de vida que
receberam o MMA isoladamente ou em combinagdo com AA. Também
foram observadas alteracdes histologicas hepéaticas nos diferentes
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estagios de desenvolvimento investigados neste estudo. No entanto, um
estudo em que foram avaliadas criangas com hiperamonemia primaria
em acompanhamento clinico ndo encontrou diferencas significativas no
crescimento e no desenvolvimento ou em indicadores séricos
bioguimicos como citrulina, albumina e proteinas totais (Pei et al.,
2015). Contudo, em algumas criangas foi possivel observar desnutri¢do
e microcefalia além de deficiéncia intelectual, reforgando a proposta da
toxicidade da aménia. Neste contextoo, a insuficiéncia hepatica aguda
foi relacionada a um comprometimento da funcdo encefalica,
provavelmente secundéria ao aumento da aménia e inflamacéo cronica
deste 6rgdo (Chanprasert e Scaglia, 2015). Sokal et al. (2014) descreve
alteragdes na estrutura do parénquima hepéatico compativeis com fibrose
e hepatopatia cronica, além de alteracbes metabdlicas e processo
inflamatorio crénico, resultando na necessidade de transplante hepético
para a corre¢do parcial da sintomatologia e do curso da doenca. Este
mesmo trabalho mostrou aumento nos niveis teciduais de TNFa,
indicando um processo inflamatorio, o que estd em concordancia com os
achados do presente estudo.

Complicagfes devidas ao comprometimento da funcdo renal e
hepética, como acidose metabdlica e hiperamonemia, foram descritas
anteriormente em pacientes acometidos pela MMAemia em diversos
estudos (Leonard 2000; Als-Nelsen et al., 2004; de Baulny et al., 2005;
Seashore et al., 2009; Vernon et al., 2014). Também deve-se ressaltar
gue outros sintomas pouco especificos que podem ter correlagdo com a
disfungdo renal e hepética, como encefalopatia, coma e cardiomiopatia
mostrando intervalo Q-T prolongado, também sdo frequentemente
descritos em pacientes acometidos pela MMAemia (Grinert et al., 2012;
Imen et al., 2012).

No presente estudo, também foi demonstrado que a administracao
isolada de MMA altera a atividade de importantes enzimas envolvidas
na bioenergética celular em rim e figado de ratos em diferentes estagios
do desenvolvimento. Primeiramente, foram observadas alteracGes na
atividade da CK, enzima importante para o tamponamento energético
celular, no tecido hepatico dos animais dos grupos AA e MMA+AA.
Adicionalmente, foram observadas alteragcBes nas atividades de duas
importantes enzimas do ciclo de Krebs, a CS e a SDH. Esses achados
sdo corroborados por estudos anteriores que demonstraram que 0 MMA
in vitro causa inibicdo da atividade da SDH em rim e figado de ratos
jovens (Brusque et al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006; Schuck et al.,
2013). Também foram evidenciadas alteracbes em atividades dos
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial nos dois tecidos
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avaliados dos animais submetidos ao protocolo experimental usado
neste trabalho. Uma disfuncdo da cadeia respiratoria pode elevar a
geracdo de ERO e inibir a sintese de ATP, distirbios na homeostasia do
calcio intracelular, desequilibrio proteico citos6lico e mitocondrial,
mitofagia e morte celular (Topf et al., 2016), o que poderia explicar, ao
menos parcialmente, a suscetibilidade destes tecidos nos pacientes
acometidos pela MMAemia. Neste cenario, Chandler et al. (2013)
observaram mitocondrias anormais nos tubulos proximais e abundéncia
de copias de mtDNA no figado de animais mut”, além de reduzida
capacidade enzimatica.

Da mesma forma, os efeitos da administracdo isolada de amonia
também foram investigados no presente estudo. Neste sentido, sabe-se
gue a amdnia, em altas concentracdes, pode inibir as enzimas do ciclo
de Krebs (Lai e Cooper, 1991). Além disso, foi reportado que a
intoxicagcdo aguda por amonia leva a um aumento dos niveis séricos de
lactato e piruvato, bem como aumento da razio [NAD']/[NADH]
mitocondrial e reducéo da razdo [NAD]J/[NADH] citosdlica (Hindefelt
e Siesjd, 1971; Hawkins et al., 1973; Hindefelt et al., 1977), indicando
gue os mecanismos de toxicidade da amonia podem envolver deplecdo
de ATP intracelular e desequilibrio redox (Hawkins et al., 1973).
Considera-se hiperamonemia quando 0s niveis plasmaticos deste
composto nitrogenado encontram-se superiores a 50 pmol/L em
individuos adultos ou maior do que 100 pmol/L em recém-nascidos. No
entanto, foi observado que, na dose e regime de tratamento escolhidos
no presente estudo, a administracdo de amonia isoladamente apresentou
um baixo potencial de toxicidade, permitindo, assim, a verificacdo de
efeitos sinérgicos entre a a¢do desta biomolécula e do MMA.

Por fim, foram avaliados marcadores de processos inflamatdrios
em tecidos renal e hepatico de animais submetidos ao protocolo
experimental apresentado no presente estudo. Foi observado um
aumento dos niveis de IL-6 apenas no figado dos animais pertencentes
ao grupo MMA+AA, sugerindo um efeito sinérgico entre os dois
compostos. Por outro lado, houve aumento da citocina pro-inflamatéria
TNFa em ambos os tecidos avaliados dos animais que receberam
administragdo isolada de MMA ou associado ao AA. Nesse sentido, Fu
et al. (2012) descreveram que niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNFe, IL-18 e IL-6, levam a doenca
inflamatdria, desencadeando uma cascata de eventos que pode culminar
em coagulopatia pulmonar. Essas moléculas pré-inflamatérias podem
ativar a cascata de coagulagdo através do fator estimulador de tecido,
resultando na deposicdo de fibrina na microvasculatura pulmonar.
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Vaérios estudos podem ser tomados como resultado final de processos
inflamatdrios. Koenig et al. (2015) descreveram insuficiéncia renal
aguda ou cronica como resultado de nefrite tubulointersticial,
microangiopatia trombotica, sindrome hemolitica urémica com
hemolise, hipertenséo arterial, proteindria, hematuria,
glomeruloesclerose e glomerulopatia atipica. Além disso, Sharma et al.
(2007) e Humer et al. (2014) descreveram doenca multissistémica com
sintomatologia heterogénea incluindo complicacbes neuroldgicas,
neuropsiquiatricas, hematoldgicas, renais e tromboticas. Ainda, D’angio
et al. (2001) observaram nefrite tGbulo-intersticial com infiltracdo de
células mononucleares, fibrose intersticial e atrofia tubular, sendo a
alteragdo tubular relatada como efeito secundério ao dano tubular.
Adicionalmente, Sokal et al. (2014) descreveram altera¢Ges na estrutura
do parénquima hepatico, como fibrose e hepatopatia cronica, além de
alteragdes metabolicas e processo inflamatdrio crénico, havendo
similaridade com os achado do estudo atual no que se refere ao TNFa.
Neste cendrio, Labouesse et al. (2015) ressaltam que estes disturbios
tem potencial para alterar a homeostasia do metabolismo da glicose,
levar a resisténcia a insulina, aumentar a permeabilidade vascular e
alterar a composic¢do da microbiota, além de déficits comportamentais e
cognitivos.

Teixeira et al. (2014) destacaram que a IL-6 é uma importante
citocina envolvida em diversos processos imunolégicos, atuando na
regulacdo metabdlica e que, durante uma reacdo inflamatéria, pode
ocasionar efeitos deletérios em diversos O6rgdos. Neste sentido, o
aumento dos niveis séricos de IL-6 pode inibir a enzima 6xido nitrico
sintase endotelial, facilitando a formacdo de trombos e,
consequentemente, aumentando o risco de eventos cardiovasculares.
Hein et al. (2009) destacaram a influéncia da inflamacdo sobre a
geracdo de ERO, piorando a disfungdo endotelial. Estes eventos,
segundo Verma et al. (2006), seriam levados a cabo através de fatores
pré-inflamatoérios como IL-6 e TNFa, podendo estes estarem implicados
na fisiopatologia da disfungdo cardiovascular como manifestacdo da
MMAemia congénita ou quando esta se manifesta na tenra idade.

Colin-Gonzales et al. (2015) postularam que 0 MMA pode ser um
ativador de processos inflamatdrios e, com a permanéncia do processo,
este distdrbio poderia desempenhar fungdo importante na degeneracdo
celular durante episddios patolégicos. Infantino et al. (2013)
descreveram que ha evidéncias crescentes relacionando o déficit do
metabolismo energético com eventos inflamatérios mediados pela
enzima citrato liase, e que estes processos podem estar na base da
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patogénese de alguns processos patoldgicos humanos. Neste contexto,
Ribeiro et al. (2013) encontraram em ratos administrados com 0 MMA
uma reducdo do numero de neutréfilos polimorfonucleares e aumento
dos niveis de IL-1 e TNFa no sangue e no tecido cerebral.

A deterioracdo da funcdo encefalica devido a alteraces
metabdlicas podem ser consequéncia dos efeitos deletérios causados
pelo diretamente pelo MMA ou secundéria a hepatopatia desencadeada
poe este &cido organico. Esta Gltima pode levar a hiperamonemia e,
consequentemente, & encefalopatia hepatica. Braissant et al. (2013)
descreveram que a hiperamonemia provoca danos irreversiveis ao
desenvolvimento sistema nervoso central, tais como atrofia cortical,
alargamento ventricular e desmielinizacdo, e estas alteracbes podem
levar a disfungdo cognitiva, convulsdes e paralisia cerebral. Nesse
sentido, Aghaei et al. (2016) encontraram alteracbes nas propriedades
eletrofisioldgicas intrinsecas do tecido nervoso em um modelo animal
de encefalopatia hepatica. Através de investigagdes neuropatoldgicas
Brissant (2010) e Butterworth (2015) citam que a insuficiéncia hepatica
provoca distarbio metabdlico, edema astrocitario, citotoxidade,
hipertenséo intracraniana e aumento da ativacdo de células gliais como
resposta inflamatéria. Ainda, Aldridge et al. (2015) descreveram que a
patogénese da encefalopatia hepética associada a hiperamonemia pode
estar relacionada com uma complexa rede de eventos em varias rotas
metabdlicas relacionadas a processo inflamatdrio, imunossupressao e
inducéo de estresse oxidativo.

Baumgartner et al. (2014) descrevem que, na MMAemia, 0s
sintomas podem variar consideravelmente de acordo com o estagio de
desenvolvimento do paciente, podendo apresentar comprometimento de
sistemas e drgdos diferentes. Deve-se ressaltar que, na adolescéncia,
comumente sdo encontrados episddios de alteracGes do estado mental,
perda da consciéncia, encefalopatia, faléncia de mdltiplos 6rgaos,
colapso circulatério, cefaleia, dores abdominais, vOmitos, atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor e da aprendizagem nestes pacientes
(Ahrens-Nicklas et al., 2015). Neste sentido, o presente trabalho é o
primeiro a comparar efeitos tdxicos do MMA associado &
hiperamonemia em diferentes idades. Interessantemente, os efeitos
encontrados neste estudo foram mais proeminentes nas idades mais
avancadas aqui estudadas, o que poderia ser devido a maior plasticidade
tecidual de animais jovens.

Diversos estudos investigaram a toxicidade isolada do MMA
(Wajner et al., 1992; Calabresi et al., 1998; McLaughlin et al., 1998;
Okun et al., 2002; Brusque et al., 2002; Marisco et al., 2003; Royes et
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al., 2003; Fleck et al., 2004) e tais achados, associados aos resultados do
presente estudo, corroboram a hipétese de que a toxicidade deste acido
organico é responsavel pelos danos renais e hepaticos na MMAemia. No
presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez que os efeitos
toxicos do MMA séo potencializados pela administracdo simultanea de
AA. E importante ressaltar que 70 % dos pacientes acometidos por esta
doenca apresentam hiperamonemia (Fenton e Rosenberg, 1995),
indicando a relevancia da combinacédo dos efeitos destes compostos para
0 desenvolvimento dos sintomas clinicos. Neste sentido, os resultados
do presente estudo indicam que a hiperamonemia potencializa os efeitos
do MMA em figado e rim de ratos em diferentes estdgios do
desenvolvimento, particularmente sobre a bioenergética, processos
inflamatdrios e funcdo e histologia hepatica e renal. Acredita-se que o
entendimento dos exatos mecanismos que levam ao dano tecidual
auxiliara no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para os
pacientes acometidos pela MMAemia.
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7 CONCLUSOES

- O MMA induz alteragGes histoldgicas e altera pardmetros de
bioenergética em tecidos renal e hepético;

- O AA e 0 MMA apresentam efeito sinérgico sobre histologia
celular e parametros de bioenergética e de inflamacéo;

- Os achados do presente trabalho sugerem a participacdo do
MMA associado a hiperamonemia nos mecanismos fisiopatoldgicos da
MMAemia.
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