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RESUMO

Cardoso, A.R. Geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio Mitocondriais (ERO):
Papel das Acil-CoA Desidrogenases de Cadeia Muito Longa. 2014. Numero de
paginas do trabalho (56 p.). Tese (Doutorado) - Programa de POs-Graduacdo em
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Dietas hiperlipidicas e a esteatose hepatica sdo condi¢cdes extremamente
prevalentes. Trabalhos anteriores mostraram que a esteatose estd associada a um
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO), e que isso pode mediar
danos no figado. Neste trabalho nos investigamos 0s possiveis mecanismos que
desencadeiam os aumentos nas taxas de geracdo de ERO por meio da administracao de
dietas hiperlipidicas. N6s descobrimos que mitocondrias de animais sujeitos a dietas
hiperlipidicas ndo apresentaram diferencas significativas quanto a capacidade respiratoria
maxima e acoplamento, mas eram capazes de gerar mais ERO especificamente quando
usados substratos do metabolismo de &cidos graxos. Além disso, foi observado que
muitas isoformas de acil-CoA desidrogenases estavam mais expressas nos figados de
animais alimentados pela dieta hiperlipidica. No entanto, quando realizados ensaios de
atividade enzimatica apenas a acil CoA desidrogenase de cadeia longa (VLCAD) foi mais
ativa. Estudos conduzidos com mitocondrias permeabilizadas e expostas a grupos acil-
CoA de diferentes tamanhos sugerem que a VLCAD pode ser uma fonte da producéo
aumentada de ERO em animais submetidos a dietas hiperlipidicas. Esta producéo foi
estimulada pela auséncia de NAD". Concluindo, nossos estudos descobriram uma nova

fonte importante na geracdo de ERO estimulada por dietas hiperlipidicas, a VLCAD.

Palavras-chave: mitocondria, dietas hiperlipidicas, acil-CoA desidrogenases, espécies
reativas de oxigénio (ERO)
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ABSTRACT

Cardoso, A.R. Generation of Mitochondrial Reactive Oxygen Species (ROS): Role of
Very Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenases. 2014. Number of pages (56 p.). PhD
Thesis - Graduate Program Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo.

High fat diets and accompanying hepatic steatosis are highly prevalent conditions.
Previous work has shown that steatosis occurs concomitantly with enhanced reactive
oxygen species (ROS) generation, which may mediate further liver damage. Here we
investigated mechanisms leading to enhanced ROS generation following high fat diets
(HFD). We found that mitochondria from HFD livers present no differences in maximal
respiratory rates and coupling, but generate more ROS specifically when fatty acids are
used as substrates. Indeed, many acyl-CoA dehydrogenase isoforms were found to be
more highly expressed in HFD livers, although only the very long chain acyl-CoA
dehydrogenase (VLCAD) was more functionally active. Studies conducted with
permeabilized mitochondria and different chain length acyl-CoA derivatives suggest that
VLCAD is a source of enhanced ROS production in mitochondria from HFD animals. This
production is stimulated by the lack of NAD". Overall, our studies uncover VLCAD as a

novel, diet-sensitive, source of mitochondrial ROS.

Keywords: mitochondria, high fat diet, acyl-CoA dehydrogenases, reactive oxygen
species



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACADs: acil CoA desidrogenases

ADP: adenosina difosfato

ASH: esteato hepatite alcodlica

ATP: adenosina trifosfato

B-CoA: butiril coenzima A

CoA: coenzima A

ERO: espécies reativas de oxigénio

ETC: cadeia de transporte de elétrons

ETF: flavoproteina transferidora de elétrons

ETFDH ou ETFCoQ: flavoproteina transferidora de elétrons-ubiquinona oxidoredutase
HFD: dieta hiperlipidica

LCAD: acil-CoA desidrogenase de cadeia longa

MCAD: acil-CoA desidrogenase de cadeia média

NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, forma reduzida
NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida

NASH: esteato hepatite ndo alcodlica

NAFLD: doenca de figado gorduroso nao alcodlica

O-CoA: octanoil coenzima A

P-CoA: palmitoil coenzima A

SCAD: acil coenzima A desidrogenase de cadeia curta

VLCAD: acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa
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1. INTRODUCAO

1.1 Esteatose hepatica:

A obesidade teve um crescimento proeminente, durante as uUltimas décadas, em
varios paises do mundo. O aumento da massa corpoérea esta frequentemente associado
a uma condicdo patolégica denominada esteatose hepatica ou figado gorduroso. Esta
doenca se caracteriza pelo acimulo de triacilglicerdis nos hepatécitos que ocorre porque
existe um desbalanco entre os processos de sintese/oxidacdo e absorcao/exportacdo de
lipideos (Ludwig et al., 1980; Begriche et al.,, 2006). Apesar de benigna, a esteatose
hepética est4d associada a outras consequéncias metabdlicas adversas, tais como:
resisténcia a insulina e dislipidemias. Dentre os fatores que podem causar o acumulo de
gordura nos hepatdcitos estdo: obesidade, resisténcia a insulina e consumo de alcool.
Por uma convencdo médica costuma-se usar o termo doenca de figado gorduroso néo
relacionada ao consumo de alcool (NAFLD), esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH) ou
esteato-hepatite alcoodlica (ASH) (Cohen et al., 2011). Na populacdo em geral 0s casos
mais comuns sao de NAFLD, mas em alguns casos a doenca pode agravar para um
quadro inflamatério mais severo de NASH. O quadro inflamatério persistente pode
agravar ainda mais a doenca, causando fibrose, cirrose ou até hepatocarcinoma (Cohen
et al., 2011).

Apesar de ndo haver um consenso pleno na literatura acerca dos mecanismos
bioquimicos que desencadeariam a transicdo do estado benigno da esteatose para o
quadro inflamatério, a teoria mais bem aceita até o momento € a de two hit (Day e James,
1998). O primeiro hit, ou fendmeno, é consensualmente definido pelo acumulo de
triacilglicer6is no hepatdcito, independente de sua causa. O segundo processo que
levaria ao quadro mais severo de NASH é um mais controverso. A hipotese mais bem
aceita até o momento para a explicar o segundo hit € o desbalanco entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes. Este quadro poderia
promover lesdes ao DNA, a lipoperoxidacao e morte celular (Begriche et al., 2006; Cohen
et al., 2011; Rolo et al., 2012), o que agrava a doenca. A geracdo de ERO mitocondriais
seria um dos primeiros eventos que desencadeariam este segundo hit, sendo um

fendmeno central neste modelo hipotético (Rolo et al., 2012).



1.2 Cadeia de transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa

Os substratos sdo oxidados por vias metabdlicas especificas e os elétrons
provenientes dos diferentes metabdlitos sdo doados para NAD" e FAD, formando NADH e
FADH,, respectivamente. Na membrana mitocondrial interna estdo associados o0s
carreadores que transportam os elétrons de NADH e FADH, para o aceptor final de
elétrons (O,). Tais carreadores constituem a cadeia de transporte de elétrons (ETC) que é
uma série de complexos protéicos que contém afinidades progressivas por elétrons (rever
em McGarry e Foster, 1980; McGarry e Foster, 1981; Pessayre e Fromenty, 2005;
Begriche et al., 2006). Os elétrons provenientes de NADH sao transferidos para o
complexo |. Em seguida, o complexo | é oxidado, reduzindo a coenzima Q (CoQ). Ja os
elétrons de FADH,, provenientes de succinato, sdo transferidos via complexo Il para a
CoQ. O glicerol 3 fosfato também pode reduzir CoQ através da atividade da glicerol 3
fostato desidrogenase. Uma quarta via de transferéncia de elétrons para a CoQ ocorre
pela transferéncia de elétrons provenientes da B-oxidacdo; as atividades das acil-CoA
desidrogenases (ACADSs), electron-transferring flavoprotein (ETF) e da (ETF)-ubiquinona
oxidoredutase (ETFDH) transferem elétrons provenientes de grupos acil-CoA diretamente
para a CoQ. Em seguida, os elétrons da coenzima Q séo transferidos para o complexo Il
que reduz o citocromo c. Este ultimo é uma proteina periférica de membrana, e se
localiza no espago intermembranas. Finalmente, o citocromo ¢ reduz o complexo IV que
ir transferir elétrons para o oxigénio, o aceptor final da cadeia de transporte de elétrons.
A passagem de elétrons por estes carreadores acompanha uma liberacdo de prétons
pelos complexos I, lll e IV para o espaco intermembranas, gerando um gradiente de
prétons. A cadeia de transporte de elétrons pode ser inibida por drogas como rotenona
(complexo 1), antimicina A e mixotiazol (complexo lll; Begriche et al., 2006; Tahara et al.,
2009; Kowaltowski et al., 2009).

A fosforilagdo oxidativa estd acoplada & ETC e ocorre através da ATP sintase
(Karrasch e Walker, 1999). Esta enzima utiliza a energia préton-motriz, gerada pelo
bombeamento de prétons pela ETC, para fosforilar ADP e produzir ATP. A regulacédo da
ETC e da fosforilacdo oxidativa ocorre por meio das concentracdes de ADP, ATP, P;,
NAD", NADH, O, e da regulacéo do potencial de membrana mitocondrial (Mitchell, 1961).
O complexo IV pode ser inibido por 6xido nitrico (NO’) (Xu et al., 2005). Além disso, a
inibicdo alostérica do complexo IV por ATP pode ser alterada de uma maneira

dependente de fosforilacdo (Bender e Kadenbach 2000; Ludwig et al., 2001).



1.3 Geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) mitocondriais

A principal fonte de ERO gerada nas mitocondrias é o radical &nion superoxido
(O2+), um subproduto da respiracdo (Boveris e Chance, 1973; Fridovich, 1978; Li et al.,
1995; Turrens, 2003; Tahara et al., 2009; Kowaltowski et al., 2009). As superéxidos
dismutases podem dismutar este radical a H,O, (Boveris e Chance, 1973; Loschen et al.,
1974; Fridovich, 1978; Li et al., 1995) que é uma molécula mais difusivel e estavel, e
portanto pode ser detectada mais facilmente e atingir alvos celulares mais distantes
(Turrens, 2003; Tahara et al., 2009; Cardoso et al., 2012).

A formacéo de O,- mitocondrial € usualmente atribuida ao vazamento de elétrons

pelos complexos | e lll da cadeia respiratoria (Liu, 1999; Turrens, 2003; Kowaltowski et
al., 2009). No entanto, é importante lembrar que mitocéndrias sdo extremamente ricas em
reacoes redox e, portanto, apresentam muitas fontes em potencial de O,-~ e outras
espécies reativas. Com relacdo a isso, as flavoproteinas tem sido cada vez mais
reconhecidas como fontes de oxidantes mitocondriais (Kowaltowski et al., 2009; Cardoso
et al., 2012; Andreyev et al., 2005; Starkov et al., 2004; Tretter e Adam-Vizi, 2004; Adam-
Vizi, 2005; Tahara et al., 2007; Quinlan et al., 2013). Um exemplo muito bem conhecido é
o caso da dihidrolipoamida desidrogenase (ou dihidrolipoil desidrogenase), uma
subunidade da piruvato e a-cetoglurato desidrogenase, que pode produzir quantidades
significativas de O,-~ mitocondrial (Starkov et al., 2004; Tretter e Adam-Vizi, 2004; Adam-
Vizi, 2005; Tahara et al., 2007; Tretter et al., 2007). Glicerol fosfato desidrogenase é
também uma fonte de oxidantes bem estabelecida (Adam-Vizi, 2005). No entanto, outras
fontes de ERO sédo ainda pouco exploradas, incluindo as acil-CoA desidrogenases,
electron transfer flavoproteins (ETF) e electron transfer flavoproteins Q oxidoreductases
(ETFDH) (Tahara et al., 2009; Cardoso et al., 2012; St-Pierre et al., 2002; Brand, 2010).
Todas estas fontes estdo envolvidas no metabolismo de lipideos e portanto séo

potencialmente fontes relevantes em condicfes patologicas, sobretudo na esteatose.

1.4 Regulacdo do metabolismo de lipideos no hepatécito

Os lipideos podem acumular nos hepatocitos através da captacdo de quilomicrons
provenientes do intestino, absorcéo de acidos graxos advindos dos adipdcitos ou sintese

citossolica (Pessayre et al., 2004). Em contrapartida, os acidos graxos sdo consumidos
3



através da oxidagdo nas mitocondrias e peroxissomos ou secregdo, via VLDLs, no
plasma (Begriche et al., 2006). A secrecdo de lipideos por meio de VLDLs é realizada
pela ligacdo de ésteres de colesterol, triacilgliceroéis e fosfolipideos a lipoproteina (apoB)
(Chao et al., 1986; Heid et al., 1998). Esta transferéncia de lipideos para apoB ocorre no
reticulo endoplasmatico através de proteinas como proteina transferidora de lipideos
microssomal (MTP), que transfere triacilglicerdis para a lipoproteina (Tran et al., 2002). Se
a captacdo ou sintese de acidos graxos torna-se excedida em relacdo a secre¢ao ou
oxidacdo de lipideos, existe acumulo de triacilglicerdis em goticulas configurando a
esteatose (Begriche et al., 2006; Pessayre et al., 2002; Pessayre et al., 2004; Mantena et
al., 2009).

Para que os acidos graxos de cadeia longa sejam oxidados pela maquinaria
mitocondrial € preciso que eles sejam ativados na forma de ésteres de coenzima A (CoA).
O transporte destes grupos acil-CoA se d& através da proteina carnitina acil-transferase |
(CPT-I) (Cook e Gamble, 1987; Rolo et al., 2012). A atividade desta proteina é regulada
por malonil-CoA, seu inibidor. Este substrato aumenta com a atividade da enzima acetil-
CoA carboxilase (ACC), que é um dos primeiros sitios da sintese de lipideos (Fromenty e
Pessayre, 1995; McGarry e Foster, 1980; McGarry e Foster, 1981). Desta maneira,
quando existe sintese de &cidos graxos no citosol, sua oxidacdo nas mitocondrias esta
impedida por meio da inibicdo do transporte dos acidos graxos para a matriz (Esquema
1). Portanto, o que determina o destino de acidos graxos no hepatécito é o estado

metabdlico da célula (Begriche et al., 2006; Fromenty e Pessayre, 1995).

Na fase poés-prandial os estimulos da glicose e insulina favorecem a sintese de
lipideos no figado. Isto ocorre porque existe estimulo da glicolise e do ciclo do &cido
citrico, fornecendo NADH e FADH, para a cadeia de transporte de elétrons (Fromenty e
Pessayre 1995; Begriche et al. 2006; McGarry e Foster 1980; Pessayre et al., 2004;
Ramesh e Sanyal 2005). Quando o aporte de coenzimas reduzidas excede a capacidade
de oxidacdo da cadeia de transporte de elétrons, a atividade da isocitrato desidrogenase
e da citrato desidrogenase estéo inibidas por acimulo de NADH. Como conseqiéncia, ha
aumento da concentracdo de citrato na matriz mitocondrial. Assim, o citrato pode ser
transportado para o citosol pelo carreador de tricarboxilatos. No citosol, o citrato causa
geracao de acetil-CoA, atraves da atividade da enzima citrato liase, inibicdo da glicolise e
estimulo da ACC (Quistorff et al., 1992). Em seguida, o malonil-CoA gerado pela atividade
da ACC é utilizado pela enzima &cido graxo sintase (FAS) para gerar palmitoil-CoA. Os

acidos graxos gerados por esta via podem ser esterificados ao glicerol, produzindo
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triacilglicerol, que pode ser adicionado as VLDLs (Begriche et al., 2006; Fromenty e
Pessayre, 1995). Em conjunto, a regulacdo da sintese de enzimas chave das vias
sintéticas, glicoquinase, piruvato quinase, ACC e FAS, ocorre pela atividade de dois
fatores de transcricdo principais, ChREBP e SREBP-1c, que correspondem a proteinas
que sado ativadas por carboidratos e esterdides, respectivamente (Dentin et al., 2004;
lizuka et al., 2004). Desta forma, se a concentracdo de substratos precursores aumenta,

existe estimulo da rota de sintese.

Hepatocyte
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Esquema 1: Metabolismo de lipideos no hepatdcito na fase pés prandial. O transporte
de &cidos graxos (FFA) ocorre por meio da carnitina acil-transferase | (CPTI). A inibicdo
desta enzima ocorre por malonil-CoA, que é aumentado pela atividade de acetil-CoA
carboxilase (ACC). As espécies reativas de oxigénio (ROS) oriundas das mitocéndrias ou de
microssomos e peroxissomos podem levar a danos celulares e/ou causar inflamacéo.
Malonil-CoA desidrogenase (MCD), carnitina acil-carnitina translocase (CACT), carnitina

acil-transferase (CPT2).

Por outro lado, durante o jejum, baixos niveis de insulina induzem a liberacdo de
acidos graxos pelos adipocitos. Em seguida, os lipideos sdo oxidados na matriz
mitocondrial dos hepatdcitos, gerando acetil-CoA. A concentracdo aumentada de acetil-
CoA possibilita a formacdo de acetoacetato e [-hidroxibutirato (corpos cetdnicos)
(Fromenty e Pessayre 1995; McGarry e Foster 1980). Estes sao liberados pelo figado no
plasma para serem oxidados por outros o6rgaos. A oxidacdo de acidos graxos € possivel

no jejum porque a concentragcdo de malonil-CoA esta baixa e o transporte de acidos
5



graxos para a mitocondria ndo esta inibido (rever Begriche et al., 2006). De modo
semelhante a fase poés-prandial, a regulacdo da sintese de enzimas envolvidas na
oxidacdo de acidos graxos (como CPT-1, acil-CoA desidrogenase de cadeia média e
HMG-CoA sintase) ocorre pela atividade de um fator de transcricdo responsivo a
concentracdo de substrato PPAR-a (Kersten et al., 1999; Schoonjans et al., 1996).
Quando as concentracbes de acidos graxos estdo altas existe estimulo de vias
degradativas. Além do efeito do PPAR-a, o glucagon apresenta um efeito sinérgico sobre
a oxidacao de acidos graxos por meio da proteina quinase dependente de AMPc (PKA). A
PKA fosforila PPAR-a aumentando a estabilidade da ligacdo deste ao DNA. Somado a
isso, 0 AMPc pode ativar um fator de transcricdo (CREB), que aumenta a expressao de
CPT-1 em conjunto com outro fator de transcricdo nuclear, HNF4a, e também o
coativador de PPAR-y (PGC-1) (Lazennec et al., 2000; Louet et al., 2002). Outro sitio de
regulacdo importante do metabolismo de lipideos no jejum é a ativacdo da quinase
dependente de AMP (AMPK). Sua atividade inativa a enzima ACC, diminuindo a
concentracdo de malonil-CoA, o que favorece o transporte de acidos graxos para a matriz
mitocondrial. A AMPK pode ainda diminuir a atividade dos fatores de transcri¢cao
envolvidos na lipogénese: ChREBP e SREBP-1c (Foretz et al., 1998; You et al., 2004).

1.5 Acil-CoA desidrogenases

VLCADs fazem parte da familia das acil-CoA desidrogenases (ACADSs) e catalisam
a insaturacao a-f dos grupos acil-CoA (Ghisla et al., 2004). Este € o passo limitante da -
oxidacdo que conta com 5 tipos de acil-CoA desidrogenases: short chain acyl-CoA
dehydrogenase (SCAD), medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD), long chain
acyl-CoA dehydrogenase (LCAD), very long chain acyl-CoA dehydrogenase 1 e 2
(VLCADs). Estas enzimas se diferenciam pelo tamanho do seu sitio ativo e por uma
eficiéncia catalitica dependente do tamanho da cadeia carbdnica do substrato (Esquema
2A,B). Desta maneira, dependendo do grupo acil-CoA é possivel prever qual delas é
capaz de oxida-lo com maior eficiéncia, isto se deve ao tamanho do bolsdo do sitio ativo
da enzima. Enquanto as VLCADs sdo homodimeros de 73 kDa, as outras enzimas das
ACADs sao homotetrameros de 43 kDa (Esquema 3) (Wu, 1990; Kim et al., 1993;
Aoyama et al., 1995; Kim e Battaile et al., 2002; Kim e Miura, 2004). Todas apresentam

um grupo prostético FAD por subunidade.
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Esquema 2: Estrutura do sitio ativo de acil-CoAs desidrogenases, seu
mecanismo de atividade e limitacdo pelo tamanho. (A) Comparagdo do
tamanho dos sitios ativos das ACADs; em amarelo o grupo FAD. (B) Eficiéncia
catalitica pelo substrato, SCADs oxidam principalmente butiril-CoA, MCAD
octanoil-CoA, LCAD decanoil-CoA e dodecanoil-CoA e VLCAD palmitoil-CoA. (C)
O mecanismo de transferéncia de elétrons depende de uma carboxila
desprotonada B" de um residuo de glutamato conservado nas ACADs. Figura
adaptada de McAndrew et al. (2008) e Ghisla et al. (2004).

Com relacdo ao mecanismo, as ACADs transferem os elétrons do substrato para
seus grupos FAD oxidados. Nao se sabe ao certo se os elétrons sao transferidos como
hidretos ou se existe a presenca de intermediarios radicalares (Esquema 2C). No entanto,
sabe-se que as ACADs transferem seus elétrons para a ETF, e esta ultima transfere seus
elétrons para a ETF:CoQ reductase. Finalmente, a ETF:CoQ reductase pode transferir os
elétrons para a coenzima Q e assim os elétrons podem seguir pela ETC (Thorpe e Kim,
1995; Ghisla et al., 2004).

A regulacao da atividade das ACADs ainda nao foi totalmente elucidada, mas todas
elas apresentam sitios de fosforilacdo (Esquema 4). Até o momento sdo conhecidos 2
sitios de fosforilacdo para SCAD, 3 para MCAD, 7 para LCAD e 9 para VLCAD. Além
destes sitios de fosforilagdo, a VLCAD apresenta 12 sitios de acetilacdes/ deacetilacdes.
Ainda ndo se sabe ao certo se todos estes sitios fazem parte do controle de sua atividade

(<http://www.phosphosite.org/proteinAction.do?id=1171542&showAllSites=true>  Acesso

em: 18 abr. 2014; Hornbeck et al., 2012). Acredita-se que a fosforilagdo em uma serina
587 (Kabuyama et al., 2010) esteja relacionada com o aumento da geracdo de ERO em

culturas celulares.
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Nos peroxissomos, o catabolismo dos acidos graxos é promovido pela superfamilia
das acil-CoA oxidases, que possuem um mecanismo catalitico muito similar as acil-CoA
desidrogenases (Matsubara et al., 1989; Kim e Miura, 2004; Ghisla et al., 2004). A
diferencga principal consiste na transferéncia de elétrons: enquanto as ACADs transferem
os elétrons para a ETF, as acil-CoA oxidases transferem elétrons para o oxigénio
molecular, gerando H,O; (Nakajima et al., 2002; Kim e Miura, 2004; Ghisla et al., 2004). O
peroxido de hidrogénio é um produto fisiologico da oxidacdo de acidos graxos em
peroxissomos, particularmente no figado (Osmundsen et al.,, 1991). No entanto, é
controverso se estas organelas poderiam contribuir para o vazamento de peréxido de
hidrogénio para o citosol, devido a alta concentragdo de catalase e outros scavengers de

H,O, presentes nestas organelas (Schrader e Fahimi, 2004).

Esquema 3: Modelos estruturais de VLCAD e MCAD. (A) Modelo de estrutura resolvida por
cristalografia de VLCAD de camundongo, uma proteina dimérica, o quadrado destaca o grupo
prostético FAD (B) Modelo de estrutura de MCAD humana, uma proteina tetramérica. Em cores
destacadas residuos de aminoacidos passiveis de alteragdo poés traducional: lisina (azul),
treonina (rosa), arginina (verde) e serina (laranja). As estruturas foram obtidas por
<http://www.phosphosite.org/proteinAction.do?id=1171542&showAllSites=true>
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Neste estudo foram avaliados os efeitos de uma dieta hiperlipidica na geracéo de

ERO mitocondriais.

Curiosamente,

nossos resultados

indicam que

acil-CoA

desidrogenases sdo uma fonte em potencial, sensivel a dietas, de ERO mitocondrial.
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Esquema 4: Mapa de sitios de modificagbes pés traducionais de ACADs. SCAD
apresenta 10 sitios de modificagdo, MCAD 17, LCAD 18 e VLCAD 28 sitios de
modifica¢cbes pos traducionais. Em verde, dominio N terminal das ACADs, em lilas o
dominio mediano e em vinho o dominio C-terminal. A barra indica a sequéncia de
aminoacidos das subunidades cataliticas, as letras representam os aminoacidos e o
namero a posicdo na estrutura primaria da proteina.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi identificar efeitos de dietas hiperlipidicas na
fisiologia mitocondrial em figados de camundongos. Para tanto, foi estabelecido um
modelo de dietas hiperlipidicas de uma semana de duracdo. Tendo em vista que a dieta
foi capaz de provocar o acumulo de goticulas de triacilglicerol nos hepatécitos, testamos
se este fendbmeno poderia estar associado a induc¢do de marcadores de desbalango redox
em nossas amostras. Como a geracdo de oxidantes celulares pode depender de
compartimentalizacéo, testamos se a fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO) era
primordialmente em fracdes celulares ou mitocondriais, e qual a fonte enzimatica

especifica dessa geracao.

10



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dietas:

Camundongos da linhagem Swiss foram obtidos e alojados no Biotério do Conjunto das
Quimicas, USP, em condi¢des padronizadas de temperatura, umidade e luz. Os animais
controle foram oferecidos dietas comerciais da Rhoster® ad libitum. J& os animais da dieta
hiperlipidica receberam suplementacdo com 6leo de soja na Unica fonte de agua, além da
dieta Rhoster® ad libitum. O 6leo vegetal (30% v/v) permaneceu em emulsao na agua por
meio de estearoil lactilato de sédio da Purac® (9 g/litro de soluc&o; modificado de Warwick
e Weingarten, 1994; Zou et al., 2006). O consumo de gorduras totais dos animais foi de
55% das calorias da dieta, 0 que promove aumento de peso nos animais (Cardoso et al.,
2010). Os experimentos foram conduzidos seguindo normas de experimentacao
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e foram aprovados pela

Comissé&o de Etica em Cuidados e Uso Animal do Instituto de Quimica da USP.

3.2 Histologia:

Figados foram lavados em tampdo de isolamento e fixados em solu¢cdo de Zamboni
(Stefanini et al., 1967), desidratados com séries de etanol e embebidos em historesina da
Leica®. Os cortes foram obtidos usando micrétomo Leica® RM 2145 e corados com
Hematoxilina e Eosina (H&E) ou hematoxilina e oil red O para marcacédo de lipideos
neutros (Ge et al., 2010). As imagens foram adquiridas usando microscopio Axioskop e

camera Axiocam da Carl Zeiss®.
3.3 Isolamento de mitocondrias de figado de camundongo:

Os animais foram sacrificados e o figado foi isolado e picotado com tesoura em tampao
de isolamento contendo: sacarose 300 mM, Hepes 10 mM, EGTA 2 mM e BSA 1 mgl/L,
pH 7,2 mantido a aproximadamente 4°C. Em seguida, o material foi transferido para um
potter e foi homogeneizado. A solugéo foi centrifugada a 600 g e o sobrenadante foi
novamente centrifugado a 7.000 g (as centrifugacdes foram feitas 4°C). Em seguida, o
precipitado foi resuspendido em tamp&o de isolamento. Para a realizagdo de todos os
experimentos as mitocondrias foram usadas no maximo 3 horas ap0s seu isolamento

(Castilho et al., 1995; Cancherini et al.,, 2003). As mitocéndrias foram incubadas em
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tampao: KCI 150 mM, Hepes 10 mM, MgCl, 2 mM, KH,PO4 2 mM pH 7,4 a 37°C com
agitacdo. Para separar as preparacdes mitocondriais de peroxissomos usamos um
gradiente de concentracao de percoll. Foram preparadas solugdes de percoll 62%, 52%,
19% and 7%, ajustando o pH e a concentracdo de EGTA, sacarose e Hepes. Os tampdes
foram pipetados em ordem decrescente e as mitocondrias foram colocadas no topo do
tubo. Foi realizada a centrifugacéo a 4°C por 5 minutos a 7000 g com rotor de angulo fixo.
Os peroxissomos, presentes em fracdes acima de 19%, foram descartados. As
mitocondrias foram coletadas entre as fracbes 52 e 19% com pipeta pasteur,
resuspendidas em tampao de isolamento e centrifugadas novamente a 4°C por 5 minutos
a 7000 g para remocéao do percoll. As mitocéndrias foram mantidas resfriadas sobre gelo
(Leite et al., 2010).

3.4 Quantificacdo de proteinas:

Os experimentos foram normalizados pelas concentracdes de proteinas usando reagente
de Bradford da Bio-Rad. As curvas de calibracdo foram preparadas com albumina sérica
bovina (BSA) e a absorbancia foi medida com leitor de placas SpectraMax M3 96 wells da

Molecular Devices®.
3.5 Medida da geracao de peréxido de hidrogénio:

Para determinar a cinética de geracdo de peroxido de hidrogénio, foi usado um
fluorimetro Hitachi F-4500 com agitacdo magnética a ex = 563, em = 586, 37°C. Amostras
foram adicionadas a cubetas contendo tampao experimental KCl 150 mM, Hepes 10 mM,
MgCl, 2 mM, KH,PO4, 2 mM BSA 0,1%, pH 7,4. A reacao foi realizada pela oxidacdo de
Amplex Red (5 uM, Molecular Probes), na presenca de HRP (1 U/mL), ao composto
fluorescente resorufina (Ferranti et al., 2003). A estequiometria da reacao de oxidacao de
Amplex Red é de 1:1 para peroxido de hidrogénio (Zhou et al., 1997). Curvas de
calibracdo foram estabelecidas adicionando concentragdes conhecidas de H;0,.
Mitocondrias foram usadas a uma concentracdo de 0,05 mg proteina - mL™. A carnitina
diminuiu a oxidacdo de Amplex Red sem amostra biologica em tampé&o experimental, o
que subestimou a taxa de oxidagdo estimada pelo método. Portanto, ndo foi usada
carnitina adicional em nosso tampao experimental, apenas a carnitina ja presente em

nossas amostras.

12



3.6 Proteinas carboniladas:

Para realizar esta medida as amostras de mitocondrias foram incubadas com SDS 24% e
2,4-dinitrophenylhydrazine 40 pM por 30 minutos em temperatura ambiente evitando a
exposicao da luz. A reacédo foi bloqueada com Tris 2 M, glicerol 30% e B-mercaptoetanol
19%. As amostras foram fervidas e preparadas para western blotting usando 1:1000 de

anti-dinitrophenylhydrazine (Cerqueira et al., 2011).
3.7 Atividade de aconitase:

A atividade de aconitase foi medida usando espectrofotdmetro Cary 50 da Varian® a 37°C
com agitacdo magnética. As medidas foram realizadas através da atividade reversa da
enzima. Mitocondrias foram incubadas em tampéo fosfato 100 mM, pH 7.5 na presenca
de isocitrato 1 mM e foi acompanhada a formagéo de cis-aconitato (absorgao a 240 nm)
em cubetas de quartzo. A concentracdo molar foi calculada através do coeficiente de

extingdo molar da literatura (240 nm = 3.6 mM™.cm™; modificado de Sarre et al., 2012).
3.8 Medidas de consumo de O; e e atividade de catalase:

A respiracdo ou geragao de oxigénio mitocondrial resultante da atividade da catalase foi
acompanhada utilizando-se um oxigrafo Oroboros. Mitocdndrias foram incubadas em
tampéao de experimento KCI 150 mM, MgCl, 2 mM, EGTA 1 mM, KH,PO41 mM, Hepes 10
mM and 0,1% BSA, pH 7.4, a 37°C, com agitacdo magnética. Foram adicionados
substratos respiratérios para as medidas de respiracao ou H,O, 0,1 mM para a medida de

atividade de catalase (Jarmuszkiewicz et al., 1998).
3.9 Medidas de potencial de membrana mitocondrial (A¥):

Para realizar esta medida foi usado fluorimetro Hitachi F-4500 a ex = 495 e em = 587,
37°C, com agitagdo magnética. Mitocondrias (0,5 mg/mL) foram adicionadas a cubetas
contendo o corante fluorescente safranina O 5 yM, sacarose 120 mM, KCI 65 mM, MgCl,
2 mM, EGTA 1 mM, KH,PO4 1 mM, Hepes 10 mM and 0,1% BSA, pH 7.4, a 37°C, com
agitacdo magnética. Apdés as leituras iniciais, foi adicionado ADP 1 mM. Apls a
estabilizacéo foi adicionada oligomicina 1 ug/mL, em seguida, foi adicionado CCCP 1 uM.
As curvas de calibragcdo foram obtidas em meio livre de sais de potassio (substituidos por
sais de so0dio) na presenga de 2 yM de valinomicina, sendo adicionadas concentracdes

conhecidas de potassio (Kowaltowski et al., 2002; Tahara et al., 2009).
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3.10 Western blotting:

Amostras mitocondriais foram diluidas em tampao: glicerol 4%, dithiothreitol 10 mM, SDS
2%, bromophenol blue 0,05% e Tris-HCI pH 6,8. As proteinas das amostras foram
separadas por SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF (Cerqueira et al.,
2011). Foram usados anticorpos primarios 1:1000 em TTBS com BSA 1%; anticorpos
secundarios foram usados a 1:10000 em TTBS. As imagens dos filmes obtidos foram
analisadas com software ImageJ e o controle de loading foi feito pela normalizacdo com

imagens das membranas coradas por Ponceau (Bio-Rad; Cerqueira et al., 2011).
3.11 Quantificacdo de NAD(P)H:

NAD(P)H e NAD(P)" foram medidas usando fluorimetro F-4500 Hitachi®, ex = 332 e em =
464, a 37°C com agitacdo magnética. As mitocdndrias foram incubadas em tampao de
experimento KCI 150 mM, MgCl, 2 mM, EGTA 1 mM, KH,PO, 1 mM, Hepes 10 mM e
BSA 0,1%, pH 7.4. A concentracdo de NAD(P)H total foi medida na presenca de rotenona
1 uM. A oxidacdo maxima do NAD(P) foi medida na presenca de CCCP 1 uM. Para
calcular o quanto NAD" as mitocondrias conseguiam reduzir, utilizamos mitocéndrias
permeabilizadas com alameticina 0.5 pug/mL, antimicina A 0,5 ng/mL, rotenona 1 uM e
NAD" 50 pM. Usamos 50 uM de diferentes grupos acil-CoA para medir a atividade das
ACADs. Construimos curvas de calibracdo com NADH comercial para relacionar unidades

de fluorescéncia a concentragdo molar.

3.12 Estatistica e analise de dados:

Para a realizacdo deste trabalho foram estabelecidos grupos experimentais
correspondentes a variavel nominal “tipo de dieta consumida”, ou seja se dieta controle
ou hiperlipidica (HFD). Antes dos dados serem obtidos foram criados experimentos piloto
para assegurar que as distribuicbes de varidveis métricas eram normais, para tal foi
usado o teste Kolmogorov-Smirnov. As variancias entre os grupos foram testadas usando
0 teste de Bartlett. Ambas condi¢cdes sdo pré-requisitos para realizacdo dos testes
escolhidos: two tailed student t, ANOVA one-way e ANOVA two-way. Quando o teste
ANOVA foi utilizado o pos teste escolhido foi Bonferroni. Todos experimentos realizados
neste trabalho foram conduzidos com pelo menos 6 repeti¢cdes biolégicas. A significancia
foi considerada existente quando p < 0.05. Os dados obtidos foram analisados usando
testes estatiticos de softwares como GraphPad Prism, GraphPadT'\’I e Origin 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Histologia

A dieta hiperlipidica utilizada em nosso modelo foi capaz de induzir o aumento de
goticulas de lipideos nos hepatécitos dos animais tratados. Isto pdde ser observado tanto
em cortes corados por H&E (comparar as Figuras 3 A e 3 B) quanto pela coloracao por oil
red O (comparar as Figuras 3 C e 3 D). Esta ultima propiciou com maior clareza a
deteccdo deste aumento, principalmente em regides proximas aos endotélios hepaticos.
N&o houve indicio de aumento de invasdo de células de Kupffer, o que indicaria um
guadro inflamatério nos animais.

Figura 3: Dieta hiperlipidica induz aumento de microvesiculas de lipideos em
hepatécitos de camundongos. Painéis A e B: cortes foram corados com Hematoxilina
e Eosina (H&E). Os Painéis C and D mostram que a dieta hiperlipidica apresenta mais
areas marcadas com Oil red O em regides proximas aos vasos. As imagens sao
representativas de 3 amostras bioldgicas por grupo. Barra 50 pm, (*) hepatdcito, (L) luz
do vaso.
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4.2 Marcadores de estado redox e geragéo de H,O, nao mitocondrial

Além do aumento da concentracéo de lipideos hepaticos, foi possivel constatar um
aumento de proteinas carboniladas (Figura 4 A), um marcador de danos moleculares
(Cerqueira et al., 2011). Isto sugere que a dieta hiperlipidica, de apenas uma semana,

poderia causar lesdes a biomoléculas em nossas amostras.
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Figura 4: Liberacdo de H,O,por fracbes de homogenatos de figado. (A) Proteinas
carboniladas foram detectadas como descrito em Material e Métodos em fracbes
mitocondriais; (B) Homogenatos de figados do controle e HFD foram preparados como
descrito em Material e Métodos e incubados em tampéo contendo KCI 150 mM, MgCl, 2 mM,
EGTA 1 mM, KH,PO; 1 mM, Hepes 10 mM, BSA 0.1%, pH 7.4, a 37°C com agitacao
magnética na presenca de 5 uM Amplex Red and 1 U/mL HRP; (B) Geragédo de H,O, do
homogenato total (600 g) e fracdes sem mitocondrias (7000 g); (C) A fracdo mitocondrial foi
incubada na presenca de succinato 2 mM; (D) MitocOndrias incubadas na presenca de
palmitoil-CoA 50 uM (palm-CoA) e malonil-CoA 50 uM (mal), onde indicado; (E) Mitocéndrias
purificadas pelo método de percoll incubadas na presenca de palmitoil-CoA 50 pM; (F)
Mitocondrias incubadas na presenca de palmitoil-carnitina 50 uM (palm-carn) e malonil-CoA 50
UM (mal); *, p < 0.05 versus controle, *, p < 0.05 versus HFD na auséncia de malonil CoA, n =

6 por grupo. 6



Com o objetivo de esclarecer quais seriam as fontes deste desbalanco redox, nos
realizamos a homogeneizacdo do tecido hepatico e realizamos seu fracionamento,
medindo a liberagdo de peréxido de hidrogénio na fracdo sem debris celulares e sangue
(sobrenadante da centrifugacdo a 600 g), na fracdo citosdlica sem mitocondrias
(sobrenadante da centrifugacdo a 7000 g) e em fracbes mitocondriais. NOs né&o
encontramos diferencas significativas com relacéo a liberagdo de H,O, nas fracdes de
600 g ou de 7000 g (Figura 4 B). Além disso, nao foi possivel observar diferencas entre

0S grupos acerca da atividade de aconitase mitocondrial (Sarre et al., 2012), enzima

inibida por radicais O, (Figura 5).
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4.3 Geracéo de peréxido de hidrogénio em fracBes mitocondriais

Tal como nas medicbes realizadas em homogenatos totais, ndo foi possivel
detectar alteracdes na liberacdo de perdxido de hidrogénio em mitocondrias respirando
na presencga de succinato (Figura 4 C), assim como n&o foram encontradas diferengas
guanto a liberacdo de H,O, em mitocobndrias incubadas na presenca de a-cetoglutarato
ou malato/glutamato (Figura 6). Contudo, ao utilizarmos palmitoil-CoA foi possivel notar
um aumento da liberacéo de peréxido de hidrogénio mitocondrial (Figura 4 D) (Tahara et
al., 2009; Vial et al., 2011).
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O aumento da liberacdo de ERO por acidos graxos em fragcbes mitocondriais de
figado tem sido atribuido & contaminacéo por peroxissomos (Schonfeld et al., 2009). Para
verificar se isto poderia ocorrer em nosso modelo, uma vez que peroxissomos poderiam
ser mais expressos em resposta a dieta hiperlipidica, foram realizados outros testes.
Primeiro, nés repetimos as medidas em mitocondrias purificadas por método de percoll,
gue remove peroxissomos. Apesar dos niveis totais de liberacdo de H,O, diminuirem em
relacdo ao método convencional, as diferencas entre 0s grupos experimentais se
mantiveram (Figura 4 E). Em seguida, a liberacdo de peréxido de hidrogénio foi medida
na presenca de palmitoil-carnitina (Figura 4 F), substrato especifico para mitocondrias,
sendo possivel observar aumento na liberacdo de ERO no grupo da dieta hiperlipidica
HFD.

No geral, estes resultados indicam que mitocondrias respirando na presenca de
acidos graxos liberam mais peréxido de hidrogénio no grupo HFD em relagdo ao controle.
Esta conclusédo € corroborada pelo fato de que ndo houve mudancas na quantidade de

catalase (medida por western blot) ou pela atividade desta enzima (Figura 7).
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Figura 7: Tracado representativo da
respiracdo mitocondrial com palmitoil-
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mesmas condi¢bes da figura 4, na presenca
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4.4 Impactos bioenergéticos

Mudancas na producdo de ERO sao frequentemente secundarias em relacédo as
alteracbes da cadeia de transporte de elétrons, sintese de ATP ou acoplamento
mitocondrial (Tahara et al., 2009; Kowaltowski et al., 2009). Para esclarecer este
fendmeno, foi medida a respiragdo mitocondrial na presenca de succinato (Figura 8).
Desta maneira, foi possivel demonstrar que taxas respiratérias sob as condicbes de
atividade maxima (na presenca de CCCP), durante a fosforilacdo oxidativa (estimulada
por ADP), ou na presenca de oligomicina, condicdo em que ndo ha geracédo de ATP, ndo
foram significativamente diferentes entre os grupos experimentais (Figura 8 A). Além
disso, a dieta hiperlipidica ndo mudou a taxa de controle respiratério ou a razdo ADP/O
que representa o acoplamento da respiracao a sintese de ATP (Figura 8 B). Da mesma
forma o potencial de membrana mitocondrial (AW), um forte regulador da liberacdo de
ERO, medido na presenca de succinato nao foi alterado pela dieta hiperlipidica (Figura 8
C). Este resultado também foi observado por (Tahara et al., 2009; Turrens, 2003). Outros
metabdlitos ligados ao consumo de NADH, como a-cetoglutarato, malato e piruvato
produziram uma taxa de respiragcdo muito discreta em nossas amostras (dados nao

mostrados), sendo pouco adequados para acompanhamento e quantificacdo dos efeitos
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bioenergéticos das dietas.
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Figura 8: Respiracdo mitocondrial e potencial de membrana sédo inalterados pela
dieta hiperlipidica. (A) Mitocdndrias (0,5 mg proteina - mL™) foram incubadas em tampéo
para medida do consumo de O, descrito em Material e Métodos na presenca de ADP 1
mM ou CCCP 1 pM, onde indicado. (B) Razao do controle respiratério (RCR), calculado
pela divisdo da taxa respiratéria em estado 3 (com ADP) pela taxa respiratéria em estado
4 (com oligomicina) e razdo ADP/O foram calculados nas mesmas condi¢des do painel A.
(C) Potenciais de membrana da membrana mitocondrial interna, determinados como
descrito em Material e Métodos. n = 6 animais por grupo, p > 0,05.

No entanto, quando as taxas respiratorias foram medidas usando palmitoil-carnitina
como substrato (Figura 6), efeitos significativos da dieta hiperlipidica foram observados.
Como esperado, a velocidade respiratéria na presenca deste substrato € menor em
relacdo ao succinato (comparar Figura 8 A com Figura 9), uma vez que o transporte de
elétrons por esta via € limitado pelas baixas taxas de atividade da B-oxidacao (Thorpe e
Kim, 1995). No entanto, mitocéndrias do grupo HFD apresentaram um significativo
aumento das taxas de consumo de oxigénio sob palmitoil-carnitina, particularmente
guando a respiracao foi estimulada por ADP ou pelo desacoplador CCCP (Figura 9). Este
aumento da respiragao foi prevenido por malonil-CoA, um efeito que n&o seria observado
se malonil-CoA fosse um inibidor exclusivamente da atividade de substituicdo CoA para
carnitina da carnitina-palmitoil transferase I. Contudo, estes dados sugerem que malonil-
CoA também inibe o sistema carnitina/acil carnitina translocase |. As velocidades
respiratorias obtidas pela oxidacdo de palmitoil-carnitina ndo foram limitadas pela cadeia
de transporte de elétrons, uma vez que foram significativamente menores em relacdo as

medidas usando succinato. Este resultado sugere que a capacidade respiratéria maxima
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para oxidacao de acidos graxos € maior em mitocéndrias do grupo HFD.
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Figura 9: Respiracdo mitocondrial por palmitoil-carnitina. Mitocondrias foram
incubadas nas mesmas condi¢des da Figura 4 C, na presenca de palmitoil-carnitina 50 pM
ao invés de succinato. Onde indicado ADP 1 mM, oligomicina 1 uM, CCCP 1 uM e malonil-
CoA 50 pM forma adicionados. *, p < 0.05 versus controle ou *versus malonil-CoA.

4.5 Expressao e atividade de enzimas da -oxidacao

Com o objetivo de investigar se as mitocondrias do grupo HFD apresentavam
maior expressao de enzimas do catabolismo de &cidos graxos, foram quantificadas em
nossas amostras as acil-CoAs desidrogenases: SCAD, MCAD, LCAD e VLCAD, além de
subunidades da ETF (a Figura 10 A mostra blots representativos). Foi possivel observar
gue as desidrogenases estdo cerca de 2,5 vezes mais expressas em relacdo ao controle.
As subunidades A e B da ETF também estdo mais expressas nas mitocéndrias do grupo
HFD (quantificado na Figura 10 B).
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Figura 10: Dieta hiperlipidica aumenta a expressdo das acil-CoA
desidrogenases e de subunidades A e B da ETF. Acil-CoA desidrogenases e
subunidades A e B da ETF (A-B), foram quantificadas por western blot como
descrito em Materiais e Métodos. (A) Imagens representativas (notar que a
VLCAD possui duas isoformas), (B) médias + erro padrdo médio das
densitometrias. Onde indicado *, p < 0,05 em relacdo ao controle.

Uma vez que o nivel de expressado de enzimas nem sempre reflete sua atividade,

foi medida a oxidacédo de acil-CoAs de diferentes tamanhos de cadeia carbdnica (Figura

11 A), substratos para essas enzimas. Para medir a atividade sem a influéncia de

produtos secundarios, mitocéndrias isoladas foram permeabilizadas com o composto

formador de poros alameticina (Starkov et al., 2004). O poro formado permite a livre

difusdo de produtos enzimaticos para a cubeta experimental (fora das mitocdndrias),

levando a diluicdo e evitando acumulo de intermediérios para atuar como substrato de

passos metabdlicos subsequentes.
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Figura 11: Dieta hiperlipidica induz aumento da liberagcdo de ERO pela VLCAD.
(A-C) mitocéndrias (0,5 mg proteina. mL™) foram incubadas em KCI 150 mM, MgCl, 2
mM, EGTA 1 mM, KH,PO, 1 mM, Hepes 10 mM, BSA 0.1%, pH 7.4 a 37°C com
agitacdo magnética. (A) Alameticina (0,5 pg/mL), antimicina A (0,5 ng/mL), rotenona (1
uM) e 50 uM de NAD" foram adicionados ao meio de incubac&o e a fluorescéncia de
NADH foi medida de acordo com Materiais e Métodos na presenca de butiril-CoA 50
MM (B-CoA), octanoil-CoA 50 uM (O-CoA) ou palmitoil-CoA 50 uM (P-CoA), onde
indicado. (B) Mitocondrias foram incubadas na presenca de alameticina 0,5 pg/mL, 5
MM de Amplex Red e 1 U/mL de HRP. (C) Mitocondrias foram incubadas nas mesmas
condi¢Bes da Figura 4C, substituindo succinato por butiril-CoA 50 uM, octanoil-CoA 50
MM ou palmitoil-CoA 50 pyM. Onde indicado foi adicionado malonil-CoA 50 uM (mal). *,
p < 0,05 versus controle, # p < 0,05 versus HFD na auséncia de malonil-CoA, n = 6

por grupo.

Esta condicdo experimental também remove a participacdo de sistemas de
transporte de substratos em membranas mitocondriais, incluindo a carnitina palmitoil
transferase. Nestas condi¢ées foi medida a reducdo de NAD" como indicador da atividade
de acil-CoA desidrogenases, que € estruturalmente e funcionalmente acoplada a
oxidacdo subsequente de hidroxiacil-CoA e reducdo de NAD" pela 3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase. Com este experimento foi possivel observar que palmitoil-CoA, mas néo
octanoil-CoA ou butiril-CoA, induziu uma reducéo significativamente maior de NAD" em
mitocondrias do grupo HFD (Figura 11 A). Isto demonstra que, apesar da expressao de
ACADs estarem aumentadas pela dieta hiperlipidica, apenas a atividade de VLCADs, que

metabolizam o palmitoil-CoA, estdo aumentadas.
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4.6 Balanco de NAD'/ NADH e efeitos na geracédo de H,0;

A VLCAD é uma flavoenzima, e como tal € uma fonte potencial de vazamento de
elétrons para o oxigénio, levando a geracdo de ERO mitocondrial (Andreyev et al., 2005;
Adam-Vizi, 2005). A geracdo de ERO por flavoenzimas mitocondriais é frequentemente
determinada pelas mudancas na concentracdo de nucleotideos oxidados que
fisiologicamente recebem os elétrons destas flavoenzimas. Portanto, foram medidas as
quantidades de NAD(P)H (Figura 12). O ensaio foi realizado antes e depois da adicdo de
rotenona, que promove a reducao do NAD(P), e CCCP, que promove a sua oxidacdo. Sob
estas condi¢cdes, ndo houve diferencas significativas entre os grupos. Somado a isso,
NAD(P)H apresentava-se altamente reduzido em ambos 0S grupos experimentais.
Portanto, esta razdo NAD(P)/NAD(P)H ndo poderia explicar os niveis aumentados na

geragao de H,O, em mitocondrias do grupo HFD.
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Figura 12: A dieta hiperlipidica ndo muda a concentracdo ou estado redox de
NAD(P)H. Mitocbndrias (0,5 mg/mL) foram incubadas em KCI 150 mM, MgCl, 2 mM,
EGTA 1 mM, KH,PO,; 1 mM, Hepes 10 mM, BSA 0,1%, pH 7,4. a 37°C com agitacdo
magnética. (A) NAD(P)H foi medido como descrito em Material e Métodos adicionando 1
MM de rotenona ou CCCP 1 uyM, onde indicado. (B) As curvas de calibracdo para os
valores de fluorescéncia foram calibradas adicionando quantidades conhecidas de NADH
comercial em tampdo sem amostra biolégica. A média do NAD(P)H foi entdo calculada
usando as curvas de calibracdo. (C) O estado de oxidacdo do NAD(P) antes da adicdo
de rotenona or CCCP foram calculados a partir de tracados como os do painel A. n = 6
amostras bioldgicas por grupo, p > 0,05.
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4.7 Geracéao de peroxido de hidrogénio em mitocondrias permeabilizadas

Com o intuito de verificar os mecanismos de geracdao de ERO independente de
intermediarios secundarios do metabolismo de acidos graxos, ou dos transportadores de
substratos para a matriz mitocondrial, foram realizadas medidas da liberagdo de perdxido
de hidrogénio por mitocondrias permeabilizadas por alameticina. Com esta metodologia
foi possivel constatar que as mitocéndrias permeabilizadas do grupo HFD apresentam
maior liberacdo de ERO em relacdo ao controle quando palmitoil-CoA foi utilizado como
substrato (Figura 11 B). Este dado sugere que a liberacdo de ERO ocorre diretamente
pela VLCAD (com a possivel participacdo de outras enzimas que estdo estrutural e
funcionalmente ligadas a ela). Assim como as VLCADs, a ETF & uma flavoproteina
reconhecida por ser uma potencial fonte de ERO e sua expressdo foi aumentada pela
dieta hiperlipidica. No entanto, em nosso modelo, ndo constatamos diferencas na geracao
de ERO na presenca de grupos acil-CoA de cadeias carbdnicas menores, como butiril-
CoA ou octanoil-CoA. Isso indica que a fonte de vazamento de elétrons que explicaria a

diferenca entre os grupos controle e HFD esta a montante da ETF.
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Figura 13: NAD" previne a liberacdo de H,O, pela VLCAD. mitocondrias
(0,2 mg proteina - mL™) foram incubadas sob as mesmas condicdes da
Figura 7 B, na presenca de concentracdes crescentes de NADH (A) ou
NAD" (B). A liberac&o de H,O, foi monitorada como descrito em Material e
Métodos, n = 6 por grupo.
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Na verdade, experimentos com mitocondrias intactas (Figura 11 C) indicam que o
aumento da liberacdo de H,O, no grupo HFD ocorre na presenca de palmitoil-CoA, de
maneira sensivel a malonil-CoA, enquanto que grupos acil-CoA de cadeia carbdnica
menor néo levam a diferencas nas taxas de geragao de H,0,. Se a ETF fosse a fonte de
vazamentos de elétrons para o oxigénio, deveriamos notar diferencas entre 0os grupos
controle e HFD, mesmo usando grupos acil-CoA de cadeia mais curta.

Nas flavoenzimas em que o grupo prostético FADH, reduz o NAD®, como a a-
cetoglutarato desidrogenase, a geracdo de ERO é estimulada pela auséncia de NAD"
(Starkov et al., 2004; Tretter e Adam-Vizi, 2004; Adam-Vizi, 2005; Tahara et al., 2007).
Apesar da VLCAD néo reduzir o NAD", a via metabdlica & qual a VLCAD est4 inserida
produz hidroxiacil-CoA, que € reduzido por hidroxiacil-CoAs desidrogenases, que
reduzem NAD®. Para determinar se o balanco do par NAD*/NADH poderia interferir na
geracdo de ERO em nossas condi¢cdes experimentais, foram realizados experimentos
com concentracdes crescentes de NAD® ou NADH e avaliada a liberacdo de H,O,
mediada por palmitoil-CoA (Figura 13). Com este experimento foi possivel constatar que
concentracfes acima de 500 uM de NADH nao mudaram significativamente a geracéo de
ERO (Figura 10 A). Por outro lado, o aumento da concentracdo de NAD" preveniu
significativamente a liberacdo de H,O, (Figura 13 B). O aumento da geracdo de ERO
promovido pela auséncia de um aceptor de elétrons indica que o vazamento de elétrons
ocorre & montante da reducdo de NAD®, provavelmente ao nivel da semiquinona da

flavina das acil-CoAs desidrogenases (Muller, 1978).
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5. DISCUSSAO

As dietas hiperlipidicas sdo fequentes em populagdes humanas e, como resultado,
a esteatose hepatica € altamente prevalente. Embora seja benigna, a esteatose nao
alcodlica pode progredir para condi¢cdes mais sérias como a fibrose e o cancer hepatico.
Muitos estudos associaram a progressao da esteatose com a disfuncdo mitocondrial e a
producdo aumentada de ERO (Day e James, 1998; Anstee e Goldin, 2006; Begriche et
al., 2006; Hebbard e George, 2011; Rolo et al., 2012). Apesar disso, até 0 momento,
poucos estudos foram focados em mecanismos pelos quais a esteatose aumenta a
liberacdo de EROs.

Neste trabalho nés mostramos que dietas hiperlipidicas de apenas 1 semana
levam ao aumento de lipideos na forma de goticulas de lipideos (lipid droplets) nos
hepatdcitos (Figura 3). Curiosamente, um desbalanco redox foi detectado (Figura 4 A),
mesmo ndo sendo evidenciada a presenca de células de Kupffer, macréfagos que podem
se infiltar no tecido durante a inflamacé&o. Além disso, a dieta hiperlipidica empregada nao
promoveu mudancas na funcao respiratoria e fosforilacdo oxidativa avaliada na presenca
de succinato (Figura 5) ou substratos dependentes de NADH. Este resultado foi
consistente com resultados anteriores (Cardoso et al., 2010) demonstrando que a mesma
dieta, se administrada em longas fases de 1-9 meses, ndo € capaz e alterar a respiracado
mitocondrial ou o potencial de membrana mitocondrial. Por outro lado, Mantena et al.
(2009) demonstraram que, durante 16 semanas, dietas hiperlipidicas mais concentradas
podem promover uma inibicdo parcial da respiracdo e diminuicdo da sintese de ATP em
camundongos, e Vial et al. (2011) descobriram que ratos tratados com dietas
hiperlipidicas baseadas em gorduras saturadas podem ter inibicdo da capacidade
respiratéria maxima em apenas 8 semanas. A despeito da auséncia de mudancas na
cadeia de transporte de elétrons e acoplamento mitocondrial em nosso modelo, ndés
mostramos que a liberagdo de ERO em fragcdes mitocondriais de animais que
consumiram dietas hiperlipicas foi significativamente maior quando acidos graxos foram
usados como substratos (Figuras 4 D-F, 8 C). Além disso, os niveis de proteinas
carboniladas sdo mais altos. Estas mudangas indicam que no estado pré-esteatético, a
producdo de ERO precede mudancas bioenergéticas.

Apés estas observagdes, o objetivo principal foi compreender como 0os aumentos
nos niveis de geragdo de H,O, ocorrem em fragdes mitocondriais de animais da dieta

hiperlipidica. A primeira explicacdo possivel para este fato seria a possivel presenca de
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peroxissomos nas nossas amostras de mitocondrias (Schonfeld et al.,, 2009).
Peroxissomos participam da oxidacdo de alguns lipideos, gerando peréxido de hidrogénio
como produto final de reacdo. Portanto, seria esperada uma presenca maior de
peroxissomos em homogenatos de figado de animais submetidos a dietas. A despeito
deste fato nés pudemos atribuir os aumentos na geracéo de ERO a atividade mitocondrial
através de uma combinacdo de resultados experimentais: (i) a liberacdo de peréxido de
hidrogénio foi igual em fracdes citosolicas nos grupos controle e HFD (Figura 4 B); (ii)
fragOes mitocondriais purificadas com percoll (sem peroxissomos) ainda exibiram um alto
valor na liberacdo de peréxido de hidrogénio em relacdo ao controle (Figura 4 E); (iii) ndo
houve diferencas com relacdo a atividade de catalase ou de sua quantidade (Figura 7), o
que representa um baixo ou igual nivel de contaminacdo peroxissomal entre grupos dieta
e controle; (iv) mesmo na presenca de palmitoil-carnitina, um substrato lipidico especifico
de mitocéndrias, altos niveis de peréxido de hidrogénio foram detectados (Figura 4 F); (v)
a diferenca na liberacdo de EROs foi abolida na presenca de malonil-CoA, que inibe a
entrada de palmitoil-CoA na matriz mitocondrial (Figuras 4 D e F; 8 C). Poderiam
argumentar que palmitoil-CoA n&o entra na matriz mitocondrial se ndo existe adicdo de
carnitina a cubeta experimental. No entanto, foram realizadas medidas de consumo de
oxigénio que mostram que palmitoil-CoA induz aumento da respiragdo mitocondrial se
comparada a condicdo sem substrato respiratério. Esta inducdo foi proporcional a
estimulo por palmitoil-carnitina. Além disso, este aumento da taxa respiratoria foi inibido
por antimicina A. Isto indica que o palmitoil-CoA estd sendo consumido de maneira
dependente de complexo 3, ou seja palmitoil-CoA ndo esta sendo consumido por
peroxissomos (Figura 7).

Apbs estas constatacdes, 0 mecanismo pelo qual palmitoil-CoA leva a um aumento
na geracdo de ERO especificamente no grupo HFD foi investigado. Cocco et al. (1999)
demonstraram que o aumento na liberacdo de peroxido de hidrogénio poderia ser devido
a inibicdo da cadeia respiratéria promovida pelos acidos graxos (acido araquiddnico neste
estudo). No entanto, nés observamos que a concentracao de palmitoil-CoA utilizada néo
seria capaz de inibir a cadeia respiratdria de mitocondrias de figado de camundongo. Isto
porque a concentracdo empregada foi baixa e pela presenca de 0.1% de BSA em nossos
tampdes. Além disso, nossos resultados indicam que as taxas respiratérias na presenca
de palmitoil carnitina sdo muito altas no grupo HFD (Figura 9), eliminando a possibilidade
destes aumentos na taxa de liberacdo de EROs serem devido a inibigdo respiratoria.
Finalmente, nés descobrimos que a taxa de producdo de ERO foi aumentada mesmo

com as mitocondrias sendo permeabilizadas pelo composto alameticina (Figuras 11 B).
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Este composto adicionado ao meio de incubacgédo eliminou o possivel efeito de mudancas
na ETC ou acoplamento mitocondrial na liberacdo de oxidantes nas amostras
mitocondriais.

O aumento especifico das taxas de liberacdo de H,O, foi associado ao consumo
de palmitoil-CoA. Este fato ocorreu na auséncia de mudancas do acoplamento
mitocondrial ou da ETC, sugerindo que a geracdo de oxidantes poderia ser anterior a
entrada de elétrons na ETC. N&o foi possivel observar diferencas de fluxo reverso de
elétrons entre 0s grupos experimentais.

Seifert e colaboradores (2010) também descobriram que mitocondrias de figado
geram quantidades significativas de peréxido de hidrogénio quando respiram na presenca
de palmitoil-carnitina. Eles descobriram que as mitocondrias geram radical anion
superéxido no espaco intermembranas quando existe estimulo a oxidacdo de &acidos
graxos, o0 que poderia sugerir um papel da ETC nesta producdo. No entanto, sob nossas
condicBes experimentais, o peroxido de hidrogénio liberado ndo foi influenciado pelo
potencial de membrana e, portanto, estes efeitos poderiam também ser atribuidos a
fontes a montante em relacdo a ETC. De fato, mitocéndrias contém um grande numero
de enzimas que catalisam reacdes de transferéncias de apenas um elétron (a grande
maioria flavoenzimas) e sao capazes de promover a reducdo monoletrbnica de oxigénio,
gerando radical anion superéxido e subprodutos ao qual denominamos ERO (Andreyev et
al., 2005; Adam-Vizi, 2005). Particularmente, glicerol e a-cetoglutarato desidrogenases
tem sido mostradas na literatura como fontes significativas de ERO mitocondriais (Tretter
e Adam-Vizi, 2004; Starkov et al., 2004; Andreyev et al., 2005; Adam-Vizi, 2005; Tretter et
al., 2007; Tahara et al., 2007; Kowaltowski et al., 2009; Cardoso et al., 2012; Quinlan et
al., 2013)

ApoOs realizar estas observacdes nés hipotetizamos que flavoenzimas envolvidas
no metabolismo de &cidos graxos (ETF, ETF-DH, ou acil CoA desidrogenases) poderiam
ser a fonte de oxidantes responsavel pelos aumentos na deteccdo de peréxido de
hidrégenio no grupo HFD. N&o surpreendentemente, encontramos aumentos na
expressdo de varias acil-CoA desidrogenases em mitocondrias HFD, além de
subunidades de ETF (Figura 10). Quando testamos a atividade destas enzimas usando
diferentes tamanhos de cadeias carbdnicas de grupos acil-CoA (Thorpe e Kim, 1995;
Ghisla et al.,, 2004) apenas a VLCAD foi aumentada (Figura 11 A). De fato, nos
conseguimos esclarecer que a VLCAD € a mais provavel fonte de H,O, induzida por
dietas hiperlipidicas com a descoberta de que a liberagdo de ERO ocorreu adicionando

palmitoil-CoA tanto as mitocondrias permeabilizadas quanto intactas (Figuras 4 D, 11 B-
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C). E importante salientar que isto ndo elimina a possibilidade de haver participacio de
outras fontes de ERO mitocondriais em nosso modelo, mas sugere que a VLCAD ¢é a
fonte que mais contribui para as diferengcas entre os grupos controle e HFD.
Curiosamente, os aumentos na atividade de VLCAD (Figura 11 A) e liberacéo de peroxido
de hidrogénio (Figuras 11 B-C) s&o proporcionais. Além disso, NAD" inibiu a liberacdo de
H.O, proporcionalmente nos grupos experimentais (Figura 13). Com relacdo ao efeito de
NAD" sobre a diminuicdo de ERO gerado pela B-oxidacdo, pode-se explicar este
fendmeno pelo deslocamento do equilibrio de 3-hidroxiacil-CoA no sentido do consumo.
Isto porque a remocao de intermediarios reduzidos possibilita uma oxidacdo mais
eficiente de metabdlitos e uma consequente menor probabilidade de vazamento de
elétrons para o oxigénio. Hidroxiacil-CoA é um intermediario da B-oxidacéo, e € oxidado
pela 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, reduzindo NAD". Desta forma, a adicdo de NAD"
permite um maior consumo de hidroxiacil-CoA e uma menor liberacdo de ERO pelos
passos metabolicos anteriores a esta reacao (Muller, 1978).

Esta é a primeira descricdo, de nosso conhecimento, de que a VLCAD poderia ser
uma fonte geradora de ERO. Curiosamente, apesar de todas as acil-CoAs
desidrogenases disporem dos mesmos mecanismos cataliticos (Ghisla et al., 2004; Kim e
Miura, 2004), a reatividade com o oxigénio ndo € necessariamente equivalente. SCAD e
MCAD néo apresentam afinidades significativas com o oxigénio (Kim e Miura, 2004). As
estruturas cristalograficas da VLCAD foram determinadas por McAndrew (2008) e indicam
gue o bolsdo catalitico é significativamente maior para as VLCADs em relacdo as outras
enzimas da familia das ACADs. Este fato poderia ser uma explicagdo para a ineficiéncia
em prevenir a presenca de oxigénio no sitio catalitico da enzima, o que permite o
vazamento de elétrons da flavina reduzida para o oxigénio gerando ERO. Este
mecanismo ocorre em outro membro da familia das ACADs: Uma acil-CoA desidrogenase
da bactéria M. elsdenii pode reagir diretamente com oxigénio (Thorpe e Kim, 1995; Kim e
Miura, 2004). Esta reagcdo ocorre mais proeminentemente porque esta isoforma
apresenta uma mutacao de residuo de aminoacidos fenilalanina ao invés de triptofano na
posicdo 166. O residuo de triptofano 166 é extremamente conservado nas ACADSs.
Acredita-se que este residuo proteja a por¢do contendo dimetilbenzeno do anel da flavina
das moléculas de oxigénio (Williamson e Engel, 1984). Outros estudos sao requeridos
para determinar como a VLCAD poderia produzir ERO sob nossas condi¢cbes
experimentais.

Apesar do aumento da geracdo de ERO poder ser explicado somente pelo

aumento da expressdo de VLCADs em nosso modelo, ndo é possivel descartar o papel
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de modificagbes moleculares que possam interferir em sua atividade enzimatica.
Kabuyama e colaboradores (2010) demonstraram que a fosforilacdo de uma serina 586
diminui a atividade de VLCAD e esta associada a um desbalanco do estado redox em
células HEK?293, sugerindo que esta mudanca pés traducional pode alterar propriedades
redox celulares da célula como um todo. Corroborando com este fato, um estudo recente
(Rodrigues e Gomes, 2012) demonstrou que interacdes proteina-proteina entre a MCAD
e ETF desestabilizam a a flavosemiquinona da ETF, diminuindo o vazamento de elétrons
para o oxigénio. E possivel que mecanismos similares ocorram entre a VLCAD e a ETF.
Isto significa que dependendo da interagédo entre a acil-CoA desidrogenase e a ETF pode
haver maior ou menor liberacdo de ERO dependendo de como & feita esta interacao.
Resumidamente, este trabalho demonstrou a importancia da participacdo da
VLCAD na geracdo de EROs mitocondriais, fenbmeno este induzido por dietas
hiperlipidicas. Este trabalho constitui um conjunto de dados experimentais que apontam

estas flavoenzimas como um fator importante na geracdo de ERO mitocondriais.
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6. CONCLUSOES

Foi demonstrado com este trabalho que dietas hiperlipidicas de curta duracdo
levam a um aumento na producdo de EROs através de uma fonte previamente néo
descrita, a acil-CoA desidrogenase de cadeia longa (VLCAD). Este achado se adiciona a
descobertas anteriores que destacam a importancia de fontes mitocondriais de oxidantes
distintas da cadeia de transporte de elétrons (Andreyev et al., 2005; Adam-Vizi, 2005). A
descoberta de que EROs gerados atraves de VLCAD sao regulados por dietas
hiperlipidicas sugere que este mecanismo pode ser central para a manutencao do estado

redox celular, sob diferentes circunstancias metabdlicas.
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