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RESUMO

O metabolismo da tetraidrobiopterina (BH4) emergiu recentemente como um novo
alvo metabdlico que pode ser modulado positivamente para compensar processos
toxicos que podem resultar em morte celular. Nosso grupo demonstrou recentemente
que a BH4 em concentracdes fisiologicas € essencial para um apropriado
metabolismo e dinamica mitocondrial, para a regulagdo da resposta inflamatoéria, e
para a ativacdo das defesas antioxidantes. Considerando que as doencas
mitocondriais sdo caracterizadas por déficits energéticos, estresse oxidativo e
inflamacédo, o objetivo deste trabalho foi investigar se o metabolismo da BH4 se
encontra comprometido em duas deficiéncias mitocondriais. O metabolismo da BH4 e
a fisiologia e dindmica mitocondrial foram investigados nos tecidos e fluidos de uma
deficiéncia energética induzida quimicamente pela administragdo de reserpina em
roedores e em fibroblastos obtidos de individuos acometidos por distarbio mitocondrial
primario genético, a deficiéncia em DARS2. A deficiéncia de DARS2 é caracterizada
por leucoencefalopatia com envolvimento do tronco encefalico e da medula espinhal,
bem como elevagao de acido latico central e periférico. A reserpina € empregada para
indugdo experimental da doenga de Parkinson, atuando como um inibidor do
transportador vesicular da dopamina e comprometendo a sinalizacdo dopaminérgica.
O metabolismo da BH4 foi caracterizado pela mensuracado da expressao génica e
atividade das principais enzimas biossintéticas da BH4. A expresséo génica diferencial
foi avaliada pela analise do transcriptoma. A fisiologia mitocondrial foi investigada pela
avaliacdo das atividades dos complexos na cadeia respiratéria, e a dindmica
mitocondrial por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Os fibroblastos de
individuos afetados pela deficiéncia em DARS2 foram estabelecidos a partir de
bidpsias de pele de dois irmaos afetados (Paciente 1: 8 anos e Paciente 2: 4 anos) e
de um irmao assintomatico, que nao € portador (Controle). Os camundongos que
receberam reserpina mostraram inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria no
estriado e alteragbes na dindmica mitocondrial caracterizadas por aumento no
tamanho e ramificacdo da mitocéndria no muasculo esquelético. Essas alteracoes
estiveram associadas a niveis reduzidos de BH4 no cérebro, no soro e na urina. Os
fibroblastos deficientes em DARS2 exibiram atividades reduzidas dos complexos | e
IV da cadeia respiratéria. A andlise do transcriptoma revelou a regulagéo negativa de
genes envolvidos na producdo de BH4 e de varias proteinas mitocondriais
relacionadas a produgao de energia, incluindo as subunidades dos complexos |, IlI, IV
e V, bem como a regulacao positiva de genes ligados a ativacado da resposta a hipdxia.
Esse comprometimento no metabolismo da BH4 foi confirmado pela avaliagdo da
expressao de GCH1, gene chave envolvido na produgdo de BH4. Além disso, a
atividade de GTPCH (codificada por GCH1) nao foi modificada quando estimulada
com o ativador canénico, lipopolissacarideo (LPS; 24 h; 2 mg/mL). A redugdo na
capacidade de sintese de BH4 ndo foi justificada pela presenca de polimorfismos de
nucleotideo Unico no gene GCH1, os que previamente tinham sido reportados por
estarem associados a uma sintese reduzida de BH4. A informacao apresentada neste
trabalho mostra uma nova e intima associacdo entre a fisiologia e dinamica
mitocondrial comprometidas com a deficiéncia de BH4 em tecidos com alta demanda
energética. Assim, pode ser postulado que a administragdo de BH4 pode resultar em
uma nova abordagem para o tratamento de distarbios mitocondriais, principalmente
os de origem genética, para os quais nao existe terapia eficaz.

Palavras-chave: antioxidante; metabolismo da BH4; disfuncao mitocondrial.



ABSTRACT

The metabolism of tetrahydrobiopterin (BH4) has recently emerged as a new metabolic
target that can be positively modulated to counterbalance toxic processes that can
result in cell death. Our group recently demonstrated that BH4 in physiological
concentrations is essential for proper mitochondrial metabolism and dynamics, for the
regulation of the inflammatory response, and for the activation of the antioxidant
defenses. Considering that mitochondrial diseases are characterized by energy
deficits, oxidative stress and inflammation, the objective of this work was to investigate
whether BH4 metabolism is compromised in two mitochondrial deficiencies. BH4
metabolism and mitochondrial physiology and dynamics were investigated in tissues
and fluids from two system with energy deficiency. One of them was chemically
induced by the administration of reserpine in rodents. The second one was
represented by fibroblasts obtained from individuals affected by the genetic
mitochondrial disorder, DARS2 deficiency. DARS2 deficiency is characterized by
leukoencephalopathy with brain stem and spinal cord involvement, as well as elevated
central and peripheral lactic acid. Reserpine is used by the scientific community for the
experimental induction of Parkinson's disease. Reserpine inhibits the vesicular
dopamine transporter, compromising dopaminergic signaling. BH4 metabolism was
characterized by measuring gene expression and activity of the main BH4 biosynthetic
enzymes. Differential gene expression was assessed by the analysis of the
transcriptome. Mitochondrial physiology was investigated by evaluating the activities
of the enzymatic complexes present in the respiratory chain. Mitochondrial dynamics
was studied by transmission electron microscopy (TEM). Fibroblasts from individuals
affected by DARS2 deficiency were established from skin biopsies of two affected
siblings (Patient 1: 8 years and Patient 2: 4 years) and an asymptomatic sibling, who
is not a carrier (Control). Mice receiving reserpine showed inhibition of complex |
activity in the striatum, as well as changes in mitochondrial dynamics characterized by
an increase in the size and branching of mitochondria in skeletal muscle. These
changes were associated with reduced levels of BH4 in the brain, serum, and urine.
DARS2-deficient fibroblasts exhibited reduced activities of complexes | and IV of the
respiratory chain. Transcriptome analysis revealed the negative regulation of genes
involved in the production of BH4 and several mitochondrial proteins related to energy
production, including the subunits of complexes |, Ill, IV and V. Additionally, the positive
regulation of genes linked to the activation of response to hypoxia was also identified.
This impairment in BH4 metabolism was confirmed by evaluating the expression of
GCH1, a key gene involved in the production of BH4. Furthermore, GTPCH activity
(encoded by GCHT1) was not modified when stimulated with the canonical activator,
lipopolysaccharide (LPS; 24 h; 2 mg/mL). The reduction in the capacity to synthesize
BH4 was not justified by the presence of single nucleotide polymorphisms in the GCH1
gene, which had previously been reported to be associated with reduced BH4
synthesis. The information presented in this work shows a new and intimate
association between mitochondrial physiology and dynamics with the BH4 metabolism
in tissues with high energy demand. Altogether, it can be postulated that the
administration of BH4 could result in a new approach to the treatment of mitochondrial
disorders, especially those of genetic origin for which there is no cure or effective
treatment.

Keywords: antioxidant, BH4 metabolism, mitochondrial dysfunction.
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1INTRODUCAO

As doencas mitocondriais primarias (DMP) sdao um grupo heterogéneo de
doencgas genéticas hereditdrias que ocorrem em aproximadamente 1 em 5.000
nascidos vivos (THORBURN, 2004). Essas doengas sao caracterizadas por defeitos
na estrutura e na funcdo mitocondrial, resultantes de muta¢cdes no DNA mitocondrial
(mtDNA) ou no DNA nuclear (nDNA) (CHINNERY, 2001). As DMP podem afetar
sistemas isolados ou ser mulitissistémicas (GORMAN et al., 2016). As alteragdes na
estrutura e na funcao mitocondrial podem comprometer o funcionamento da cadeia
respiratoria, desregular a homeostase do Ca?* e induzir apoptose provocando
desestabilizacées no mtDNA. Com a diminui¢do da producao de energia os tecidos
mais oxidativos sdo afetados, resultando no surgimento de doencas degenerativas
(WALLACE, 2013). Até o momento existem apenas tratamentos paliativos e empiricos
para as DMP (VU; HIRANO; DIMAURO, 2002). Sendo essas condi¢des hereditarias
altamente debilitantes com graves consequéncias para a saude dos portadores, esse
cenario representa um desafio para a medicina moderna, uma vez que novas op¢des
de tratamento mais eficazes sdo necessarias.

A mitocdndria é uma organela celular responsavel pela producéo de energia, a
qual contém proteinas envolvidas com a oxidacao de nutrientes bem como com a
respiracao celular (NELSON; COX, 2014). A maquinaria molecular desta organela
compreende enzimas presentes no ciclo do acido citrico e proteinas organizadas na
membrana mitocondrial interna que fazem parte da cadeia transportadora de elétrons
ou cadeia respiratoria. Os complexos proteicos da cadeia transportadora de elétrons
envolvidos na formacgao de energia e respiracao celular sdo codificados pelo mtDNA
e nDNA (DI DONATO, 2000). O complexo | € o maior componente proteico presente
na membrana mitocondrial interna e é formado por sete unidades codificadas pelo
mtDNA e por ao menos 34 subunidades codificadas pelo nDNA (VOET; VOET, 1995;
DI DONATO, 2000).

A mitocbndria é o principal local de producao de espécies reativas de oxigénio
(EROS) em condigbes fisiologicas, sendo os complexos | e lll da cadeia respiratéria
os principais geradores de EROS nestas condicoes (CHANCE; SIES; BOVERIS,
1979). A producdo de EROS €& um mecanismo necessario em varios processos
bioldgicos, entretanto, quando os niveis totais sdo maiores que a capacidade de
defesa antioxidante, a geracdo de EROS se torna prejudicial ao organismo, podendo
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comprometer a saude celular (OKADO-MATSUMOTO; FRIDOVICH, 2001; DROGE,
2002).

Mutagcdes no gene que codifica a aminoacil-tRNA sintetase classe |l
mitocondrial (DARS2) estd associada ao disturbio de leucoencefalopatia com
envolvimento do tronco encefalico e medula espinhal e elevagéo do lactato (LBSL)
(SCHEPER et al., 2007). A deficiéncia em DARS2 resulta em prejuizos na sintese de
proteinas mitocondriais, devido a participacdo dessa enzima na tradugao proteica
mitocondrial. Assim, mutacdes em DARS2 resultam em redugdo dos niveis das
subunidades dos complexos I, Ill e IV, por exemplo, provocando deficiéncias
energéticas (DOGAN et al., 2014).

A LBSL é uma doenca denominada rara, caracterizada por uma série de
disturbios neuroldgicos que normalmente iniciam na infancia. Uma das caracteristicas
deste disturbio € a degeneracdo da bainha de mielina, apresentando como
consequéncia alteragdes negativas sobre a neurotransmissédo. Além disso, o disturbio
na produgcdo energética mitocondrial leva a uma exacerbada compensagao
metabdlica, estimulando a via glicolitica anaerdbica com producao de altos niveis de
lactato (VAN DER KNAAP et al., 2003; LINNANKIVI et al., 2004; SERKOV et al.,
2004). Embora a causa genética tenha sido identificada em 2007 (SCHEPER et al.,
2007), ainda ndo ha cura para esta doenca e o tratamento € puramente paliativo.

A reserpina € um alcaloide empregado na indug¢ao experimental da doenca de
Parkinson (DP). Numerosas evidéncias tém demonstrado uma associacao entre a DP
e a disfunc&o mitocondrial caracterizada pela deficiéncia do complexo | na substancia
negra parte compacta em autopsias de cortex frontal de individuos afetados
(SCHAPIRA, 2008). Sabe-se que a deficiéncia ou inibicado parcial do complexo |
resulta em aumento da producdo mitocondrial de EROS, aumento no estresse
oxidativo e danos celulares irreversiveis (BOVERIS; CADENAS; STOPPANI, 1976). A
reserpina € um agonista irreversivel do VMAT2 (transportador vesicular de
monoaminas tipo 2), impedindo o armazenamento vesicular de dopamina. Essa
inibicao farmacoldgica resulta em uma diminuicdo dos niveis de monoaminas, as que
auto oxidam no citosol, e como consequéncia ha indugcédo de estresse oxidativo e
inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria (DUTY; JENNER, 2011).

A tetraidrobiopterina (BH4) é conhecida tradicionalmente como um cofator
enzimatico obrigatério essencial para a sintese de neurotransmissores
monoaminérgicos (WERNER; BLAU; THONY, 2011), 6xido nitrico, e para o
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metabolismo de ésteres lipidicos e da fenilalanina (MAYER; JOHN; BOHME, 1990).
Entretanto, nosso grupo demonstrou durante a ultima década que a BH4 desempenha
funcgdes fisiol6gicas adicionais, apresentando propriedades de ativar o funcionamento
mitocondrial (CRONIN et al., 2018; DE PAULA MARTINS et al., 2018a, 2018b), de
aumentar a resisténcia contra o estresse oxidativo (GHISONI et al., 2015; DE PAULA
MARTINS et al., 2018a), de favorecer um estado anti-inflamatério (LATREMOLIERE
et al., 2015; GHISONI et al., 2016), e de estimular processos cognitivos (GHISONI et
al., 2016; LATINI et al. 2018). Embora tenham sido descritas estas alteracdes, ainda
nao ha evidéncias de que o metabolismo da BH4 esteja prejudicado em deficiéncias
mitocondriais primarias ou adquiridas. Caso essa relagdo seja identificada, a
suplementacdo com a BH4 poderia se tornar um tratamento visando a melhora na
qualidade de vida dos individuos afetados pela disfuncdo mitocondrial. O racional
desta proposta é que ao aumentar os niveis intracelulares de BH4, esperar-se que as
principais fungdes antioxidantes, anti-inflamatérias e relacionadas com uma melhora
na saude mitocondrial sejam estimuladas em tecidos com alto conteddo em
mitocbndrias, por exemplo, no cérebro. Embora esta abordagem possa nao
representar a cura para as DMP, tem o potencial de melhorar a qualidade de vida dos
individuos afetados. Essa proposta se torna uma opcéo viavel tendo em vista que a
BH4 ja € um medicamento aprovado pela Administragdo Federal de Alimentos e
Medicamentos (FDA, do inglés Food and Drugs Administration) e tem sido
administrado em varios milhares de criancas sem ter apresentado efeitos negativos
importantes (MUNTAU et al., 2021).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  DOENGAS MITOCONDRIAIS PRIMARIAS

As DMP sao um grupo heterogéneo de doencas genéticas hereditarias,
ocorrendo em aproximadamente 1 em 5.000 nascidos vivos (THORBURN, 2004). As
DMP sao caracterizadas por anormalidades na estrutura e funcdo das mitocondrias,
que sao resultantes de mutagoes, deplecao ou delegcdes do mtDNA ou mutagdes do
NDNA (CHINNERY, 2001). O fenétipo das DMP é amplo e variado, abrangendo desde
o envolvimento isolado de sistemas organicos em adultos até doenca letal
multissistémica em recém nascidos. Assim, a variacdo no envolvimento sistémico
pode representar um desafio no diagnéstico (GORMAN et al., 2016). Os sintomas das
DMP podem incluir fraqueza muscular grave, encefalopatia progressiva, mau
funcionamento do figado, fadiga cronica e neuro degeneracdo, entre muitas outras
(TUPPEN et al., 2010).

Alteracbes na estrutura e na fungcdo mitocondrial podem comprometer o
funcionamento da cadeia respiratéria, reduzir a producéo de energia, alterar o estado
redox celular, aumentar a producao de EROS, desregular a homeostase do calcio e
induzir apoptose, provocando desestabilizagdes no mtDNA. Como consequéncia, a
medida que a produgdo de energia diminui os tecidos mais oxidativos s&o afetados,
resultando no surgimento de doencas degenerativas principalmente no cérebro,
musculo esquelético e coragdo, que sao tecidos com alta demanda energética
(WALLACE, 2013).

Até o momento existem apenas tratamentos paliativos e empiricos para as
DMP (VU; HIRANO; DIMAURO, 2002). A heterogeneidade genética, a fisiopatologia
mal compreendida e a dificuldade na condugédo de ensaios clinicos representam
obstaculos no caminho de um tratamento eficaz. As DMP s&o condi¢gdes hereditarias
altamente debilitantes com graves consequéncias para a saude dos portadores,
principalmente naqueles com afe¢des no sistema nervoso. Assim, o tratamento das

DMP é uma necessidade ainda nao atendida na medicina moderna.
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2.2 A ATIVIDADE MITOCONDRIAL

A mitocondria € uma organela celular responsavel pela producao de energia,
esta envolvida com a oxidagéo de nutrientes bem como com a respiragéo celular; além
disso, também atua na regulagdo dos niveis de calcio intracelular, regulagdo do
sistema imune inato, morte celular programada, na comunicacao celular e na
regulacao do estresse oxidativo. As mitocéndrias sao responsaveis pela producéo da
maior parte de ATP, que € a principal fonte de energia para as atividades celulares.
Na mitocdndria acontece o ciclo de Krebs, ou ciclo do acido citrico, onde as moléculas
organicas sdo oxidadas para produgdo de NADH e FADH2, que s&o moléculas
essenciais para a cadeia de transporte de elétrons, processo necessario para que
aconteca a sintese de ATP. Além disso, as mitocondrias desempenham um papel na
regulacao do estresse oxidativo e na resposta a EROS (NELSON; COX, 2014).

A mitocdndria é uma organela envolvida por duas membranas, a membrana
externa e a membrana interna, ambas com composicao quimica e estrutural diferentes
entre si. A membrana externa é mais permeavel que a membrana interna. O espaco
entre estas membranas € denominado espacgo intermembrana, onde ocorrem reacdes
essenciais ao metabolismo celular. A membrana interna é formada por pregas que se
expandem na matriz mitocondrial denominadas cristas mitocondriais (NELSON; COX,
2014). A maquinaria molecular desta organela compreende enzimas presentes na
matriz mitocondrial que participam, por exemplo, do ciclo do acido citrico e proteinas
organizadas na membrana mitocondrial interna que participam da cadeia
transportadora de elétrons ou cadeia respiratéria. Os complexos proteicos envolvidos
na respiragao celular sdo codificados pelo mtDNA e nDNA como indicado na Quadro
1 (DI DONATO, 2000).

Quadro 1 - Quantidade de subunidades de cada complexo proteico da cadeia
respiratéria e do complexo V codificadas pelo DNA mitocondrial (mtDNA) e pelo
DNA nuclear (nDNA)

Subunidades | Complexo | Complexo | Complexo | Complexo | Complexo
[ Il i v '
nDNA 34 4 10 10 11
mtDNA 7 0 1 3 2

Fonte: Adaptado de DI DONATO, 2000.
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Como apresentado pelo Quadro 1, a cadeia respiratdéria € composta por
quatro complexos enzimaticos multiproteicos distribuidos na membrana mitocondrial
interna. Os elétrons oriundos do NADH e do FADH2 vindos do ciclo do &cido citrico e
de outras reacOes catalisadas por desidrogenases sao transferidos para a cadeia
respiratéria, sendo o oxigénio molecular o aceptor final. Junto a este processo, ocorre
a translocacéo de protons através da membrana mitocondrial interna para o espago
inter membranoso gerando um potencial eletroquimico que é aproveitado como forca
motriz para a sintese de ATP (VOET; VOET, 1995).

As proteinas que constituem cada complexo respiratorio estdo embebidas ou
ancoradas na membrana mitocondrial interna e possuem varios grupamentos com
potencial de oxi-reducao (VOET; VOET, 1995; DI DONATO, 2000). Os elétrons, que
sao advindos principalmente da glicélise e do ciclo do acido citrico e também da beta-
oxidacao de acidos graxos, sao transportados pelo NADH para a primeira enzima do
complexo |, a NADH desidrogenase, o qual transfere esses elétrons para a coenzima
Q (CoQ). A mitocondria é, portanto, uma organela vital, desempenhando papel central
na producao de energia e no metabolismo celular.

O complexo | € o maior componente proteico presente na membrana
mitocondrial interna e é formado por sete unidades codificadas pelo mtDNA e por ao
menos por 34 subunidades codificadas pelo nDNA (Quadro 1) (VOET; VOET, 1995;
DI DONATO, 2000). O complexo Il é composto por quatro subunidades proteicas,
estando entre elas a enzima dimérica succinato desidrogenase, componente do ciclo
do &cido citrico, sendo todas as proteinas codificadas pelo nDNA (VOET; VOET, 1995;
DI DONATO, 2000). O complexo lll esta arranjado assimetricamente na membrana
mitocondrial interna contendo 11 subunidades, onde trés delas possuem centros
redox utilizados na geracao de energia (SARASTE, 1990). O complexo IV consiste de
doze ou mais subunidades polipeptidicas (BARRIENTOS et al.,, 2002). O centro
catalitico da enzima é formado por trés subunidades maiores que sao codificadas pelo
mtDNA (CAPALDI, 1990). O complexo V ou ATP sintase é responséavel pela sintese
de ATP, sendo formado por duas subunidades codificadas pelo mtDNA e pelo menos
por doze subunidades codificadas pelo nDNA (SARASTE, 1990).

A mitocondria € o principal local de producdo de EROS em condicdes
fisioldgicas, sendo os complexos | e lll da cadeia respiratéria os principais locais de
producédo de espécies reativas (CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979). A producéao de

EROS é um mecanismo necessario em varios processos biolégicos, entre eles a
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sinalizacado celular, contracdo muscular e ativacdo do sistema imune (KANEKO;
BABA; MATSUO, 2001). Entretanto, quando os niveis de EROS forem maiores que a
capacidade de defesa antioxidante celular, a geracédo de EROS se torna prejudicial ao
organismo, podendo causar danos celulares significativos resultando em morte
celular. Para contrabalancear a produgao de EROS, a mitocéndria possui sistemas de
defesa antioxidantes, como as enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa
redutase e peroxidase, peroxirredoxinas, e os compostos sollveis glutationa, creatina,
e nicotinamida, entre outros (OKADO-MATSUMOTO; FRIDOVICH, 2001; DROGE,
2002). A excessiva producédo de EROS pode também induzir a oxidagdo de acidos
graxos poli-insaturados de membrana, muito concentrados nas células do sistema
nervoso central, levando a mudltiplos produtos toxicos de peroxidacao lipidica e
disfuncao celular (POLI; SCHAUR, 2000).

2.3 A DOENGCA LBSL

A leucoencefalopatia relacionada ao DARS2, também chamada de LBSL, é
uma doenga neurodegenerativa definida como rara pela incidéncia que possui, com
apenas 127 casos relatados no mundo (ORPHANET, 2023), e que apresenta um
amplo espectro fenotipico. A LBSL apresenta espasticidade que progride lentamente
e se inicia na infancia ou na adolescéncia, ataxia cerebelar e disfungdo na coluna
dorsal (VAN BERGE et al., 2014). Formas graves da doenca com inicio pré-natal e/ou
na primeira infancia ocorrem com microcefalia profunda e morte precoce
(STEENWEG et al., 2012; MARTIKAINEN; ELLFOLK; MAJAMAA, 2013).

A LBSL é causada por mutacdes no gene DARS2 que codifica a aspartil-tRNA
sintetase mitocondrial (mt-AspRS). A mt-AspRS é sintetizada no citosol e transportada
para as mitocondrias, onde é responsavel por catalisar a ligagdo entre o aminoacido
aspartico e o RNA transportador (tRNA) correspondente durante o processo de
sintese de proteinas; esta etapa é um pré-requisito necessario na traducao do mRNA
mitocondrial em proteinas funcionais (SCHEPER et al., 2007).

A mt-AspRS pertence a categoria de enzimas aminoacil-tRNA sintetases
(aaRSs), as quais constituem um conjunto de enzimas codificadas pelo nucleo,
responsaveis por assegurar a correta traducdo do cédigo genético. Essas enzimas
unem cada um dos 20 aminoacidos a sua respectiva molécula de tRNA. As aaRSs
citosolicas fornecem complexos aminoacil-tRNA para a sintese de proteinas,
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enquanto as aaRSs mitocondriais sao transportadas para a matriz mitocondrial, onde
desempenham seu papel canbnico ao carregar aminoacidos para as moléculas de
tRNA codificadas pelo genoma mitocondrial (SISSLER; GONZALEZ-SERRANO;
WESTHOF, 2017).

As mt-AspRs, ao serem sintetizadas no citosol, possuem sequéncias de sinal
mitocondrial na extremidade amino-terminal, direcionando-as para serem importadas
para as mitocéndrias. A sequéncia sinal é reconhecida por um complexo proteico
especializado localizado na membrana externa da mitocéndria, o complexo chamado
translocase da membrana externa mitocondrial (TOM). Na membrana interna, a mt-
AspRS encontra o complexo de translocase da membrana interna (TIM), que facilita a
passagem da enzima para a matriz mitocondrial. No interior da matriz mitocondrial, a
mt-AspRS passa por processos de maturacao e ativacao para se tornar funcional. Na
matriz mitocondrial, a mt-AspRS reconhece especificamente o tRNA que transporta o
aminoacido aspartato e catalisa a reacao de ligacdo. Essa molécula formada pelo
aminoacido e seu tRNA ¢é transportada para o ribossomo durante a sintese proteica
na mitocéndria. Dessa forma, a mt-AspRS desempenha um papel fundamental na
sintese de proteinas dentro da mitocéndria, contribuindo para a formacao de cadeias
polipeptidicas que sdo essenciais para as fungdes mitocondriais (ALBERTS et al.,
2017).

Existem ao menos cinquenta mutagdes em DARS2 identificadas em todo o
mundo (MUTHIAH et al., 2021), resultando em uma apresentacdo clinica
heterogénea. A maioria dos individuos LBSL relatados abriga mutacdes
heterozigbticas em DARS2, sendo uma delas uma mutagéo no local de splice em um
hotspot no intron 2, que resulta na exclusdo do éxon 3, levando a uma proteina nao
funcional, truncada e com mudanca de matriz de leitura. Essas mutag¢des do intron 2
podem resultar na expressdo de mtAspRS normais e anormais (SCHEPER et al.,
2007). Embora estas mutagcbes no intron 2 produzam alguma proteina DARS2
funcional, quando combinadas com uma segunda mutacao deletéria, as proteinas
normais se tornam insuficientes, ocasionando a doencga. Assim, a expressao do
mtAspRS funcional é completamente dependente do alelo com a mutacao do intron 2
(SCHEPER et al., 2007).

O DARS2 ¢ indispensavel para o desenvolvimento embrionario inicial, como
demonstrado pela letalidade embrionaria de camundongos nocautes para esse gene
(DOGAN et al., 2014). A deficiéncia em DARS2 exclusivamente em neurdnios de
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camundongos resulta em fendtipos graves e progressivos, incluindo hiperatividade,
degeneragdo concomitante no cortex, hipocampo e corpo caloso, e marcada
neuroinflamacao. Uma das caracteristicas deste disturbio é a degeneragao da bainha
de mielina, apresentando como consequéncia falhas na neurotransmissao. Além
disso, o lactato estd elevado na maioria dos individuos com LBSL, tanto no plasma
guanto no cérebro (VAN DER KNAAP et al., 2003). O tratamento existente para essa
doenca é direcionado apenas aos sintomas.

2.4  INDUGAO QUIMICA DE DEFICIENCIA MITOCONDRIAL DA RESPIRAGAO
CELULAR; MODELO EXPERIMENTAL DE DP

A reserpina € um alcaloide isolado das raizes da planta Rauwolfia serpentina
empregado na inducdo experimental da DP. A reserpina simula alguns sintomas
motores da DP como bradicinesia, rigidez muscular e tremor de repouso, além de
prejuizos cognitivos como prejuizo de memdarias implicitas e operacionais, deméncia
e depressao (DUVOISIN; MARSDEN, 1974; SILVA et al., 2002). A reserpina € um
agonista irreversivel do VMAT2, impedindo o armazenamento vesicular de
monoaminas (DUTY; JENNER, 2011). O VMAT2 é uma proteina transmembranar
encontrada nas vesiculas sinapticas das terminagdes nervosas, sua fung¢éo principal
€ bombear monoaminas, como a dopamina, serotonina e norepinefrina, para dentro
das vesiculas, onde sao armazenados até a liberacdo durante a transmissao
sinaptica. A reserpina se liga ao sitio ativo do VMAT2 e impede que a proteina
transporte eficientemente as monoaminas para as vesiculas singpticas. Assim as
monoaminas permanecem no citoplasma, sendo rapidamente oxidadas pela
monoamina oxidase B, o que causa a deplecdo de neurotransmissores, como a
dopamina, no sistema nervoso (DUTY; JENNER, 2011).

No contexto da DP, a deplecdo de dopamina nas vesiculas sinapticas €
particularmente relevante. A dopamina, é vital para a regulacdo do movimento e da
funcdo motora e sua deficiéncia pode levar aos sintomas observados na doenga de
Parkinson. Do ponto de vista experimental, baixas doses de reserpina (0,1-1,0 mg/kg)
modelam prejuizos cognitivos e olfatérios em roedores, enquanto doses mais
elevadas (5 mg/kg) causam prejuizos motores (PREDIGER; DA CUNHA;
TAKAHASHI, 2005; AGUIAR et al., 2009).
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Numerosas evidéncias tém demonstrado uma associacao entre a DP e a
disfungao mitocondrial caracterizada pela deficiéncia do complexo | na parte compacta
da substancia negra em autopsias de cértex frontal de individuos afetados
(SCHAPIRA, 2008). A relacao direta entre disfungdo mitocondrial e DP veio da
descricao post-mortem da deficiéncia do complexo | na substancia negra de pacientes
com DP (SCHAPIRA, 1989). Posteriormente, a deficiéncia do complexo | também foi
observada no musculo esquelético e nas plaquetas, existindo uma diminuicao das
proteinas do complexo | na substancia negra de individuos com DP (BINDOFF et al.,
1989). Com isso, a administracao de reserpina resulta em uma condi¢ao de deficiéncia
mitocondrial com prejuizo na atividade do complexo | da cadeia respiratoria.

25 O METABOLISMO DA BH4

A BH4 é uma pteridina que atua como cofator enzimatico. A BH4 é produzida
em todos os tecidos do corpo humano e € cofator enzimatico obrigatério para a
producdo dos neurotransmissores serotonina e dopamina e de ON, para o
metabolismo de fenilalanina e de éteres lipidicos (WERNER; BLAU; THONY, 2011).
O estado redox deste anel de pteridina tem efeitos profundos na quimica, atividade
espectral e bioldgica, existindo totalmente oxidada (biopterina), parcialmente reduzida
(BH2), ou a forma totalmente reduzida (BH4) (CRABTREE; CHANNON, 2011).

As concentragoes intracelulares de BH4 sdo estritamente controladas por um
metabolismo complexo através da agédo das vias de sintese de novo, via de salvagéao
e via de reciclagem (Figura 1) (WERNER; BLAU; THONY, 2011). A via da sintese de
novo gera BH4 a partir de guanosina trifosfato por meio de uma cascata enzimatica
de trés etapas, comecando com a enzima limitante guanosina trifosfato cicloidrolase
(GTPCH), seguida pela 6-piruvolil tetraidropterina sintase (PTPS) e sepiapterina
redutase (SPR) (LEVINE et al., 1990; THONY; AUERBACH; BLAU, 2000 para uma
revisao TUANY 2023).

A enzima GTPCH ¢é controlada transcricionalmente por estimulos
inflamatérios como interferon-y (IFN-y), interleucina 1-B (IL1-B), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), fator de crescimento do nervo (NGF) e peréxido de hidrogénio
(BAUER et al., 2002). A atividade de GPTCH pode ser estimulada em até 100 vezes
durante condigdes inflamatérias em células imunes, enquanto a atividade das enzimas
PTPS e SR sdo apenas minimamente moduladas (KANEKO et al., 2003). A vista
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disso, a PTPS torna-se a enzima limitante na biossintese de novo de BH4 durante
processos inflamatorios (WERNER-FELMAYER et al., 1993).

Figura 1 - Vias metabdlicas envolvidas na produgéo da tetraidrobiopterina (BH4)

Via De Novo

Mediadores inflamatorios:

GTP -IFN -y
T -IL1- B
GTPCH ®——— _urc «
Diidroneopterina -LPS
trifosfato
v PTPES Via da salvagao
6-Pirovoil- I > Sepiapterina
tetraidropterina

¥ SPR / AKR / CR
BH2

SPR / AKR / CR DHER
Neopterina

BH4

DHPR

- Fenilalanina hidroxilase

- Tirosina-3-hidroxilase

qBH2 - Triptofano-5-hidroxilase
- Alquilglicerol monooxigenase
- Oxido nitrico sintase

Via da Reciclagem
PCD

4a-hidroxi-
tetraidrobiopterina

Legenda: A via de sintese de novo, a de salvagéo e a de reciclagem. IL-1pB: interleucina-1 beta; TNF-
a: fator de necrose tumoral-alfa; INF-y: interferon-gama; IL-6: interleucina-6; LPS: lipopolissacarideo;
GTP: guanosina trifosfato; GTPCH: guanosina trifosfato cicloidrolase; PTPS: 6-piruvolil
tetraidropterina sintase; SPR: sepiapterina redutase; AKR: aldo-ceto redutase; CR: carbonil redutase;
BH2: 7,8-diidrobiopterina; DHFR: diidrofolato redutase; gBH2: quinoide diidrobiopterina; PCD: 4-alfa-
carbinolamina desidratase; DHPR: diidropteridina redutase; BH4: 5,6,7,8-tetraidrobiopterina.
Adaptado de (WERNER; BLAU; THONY, 2011).

A via de salvacdo gera BH4 usando BH2 ou sepiapterina como substratos. A
enzima SPR catalisa a conversao de sepiapterina em BH2, que é entdo convertida a
BH4 pela enzima diidrofolato redutase (DHFR) (WERNER; BLAU; THONY, 2011).
Apesar de essa via nao ser totalmente compreendida, a SPR e a DHFR parecem ser
as principais enzimas participantes (HIRAKAWA et al.,, 2009; WERNER; BLAU,;
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THONY, 2011). Tem sido proposto também que existem outras enzimas inespecificas
que podem participar da via da salvacdo, as aldose redutases e carbonil redutases
(HIRAKAWA et al., 2009). Dessa maneira, essas enzimas podem converter a 6-
piruvoil tetraidrobiopterina em intermediarios instaveis que formardo diretamente a
BH4 e/ou irdo participar na formac¢ao nao enzimatica de sepiapterina, e apdés em BH2,
que sera posteriormente convertida em BH4 pela DHFR (LATREMOLIERE et al.,
2015). Logo, na via de salvacédo é possivel a sintese BH4 mesmo na auséncia de
atividade da enzima SPR (HIRAKAWA et al., 2009). Na via de reciclagem, apés a BH4
participar como cofator enzimatico, o intermediario 4a-hidroxi-tetraidrobiopterina &
formado e passa por um mecanismo classico de desidratacdo formando quinonoide
diidrobiopterina, que é novamente reduzida para BH4 pela enzima diidropterina
redutase (THONY; AUERBACH; BLAU, 2000).

Diante da complexidade da via biossintética da BH4 e dos mecanismos
envolvidos na regulacéo do fluxo metabdlico, 0 nosso grupo de pesquisa postulou uma
década atras que a BH4 deveria ter outras funcdes celulares essenciais. Um dos
trabalhos desenvolvidos por nosso grupo mostrou que células imunes com deficiéncia
na sintese de BH4 (animal nocaute para o gene que codifica para GTPCH — enzima
limitante do fluxo de sintese de BH4 —, ou células tratadas com SPRi3 e QM385 —
inibidores farmacoldgicos da sintese de BH4 —) apresentaram prejuizo na expansao
celular e infiltragdo nos tecidos por falhas na producado de ATP. Essa disfuncao
mitocondrial foi caracterizada por aumento de EROS na mitocondria, diminuicdo da
respiracao e do ferro mitocondrial e aumento nas concentra¢des de lactato e piruvato
(CRONIN et al.,, 2018b). A reposicdo das concentragdes intracelulares de BH4,
restaurou a sintese de ATP e a resisténcia contra o estresse oxidativo. ldentificamos
ainda que o provavel sitio de interacdo da BH4 é entre os complexos lll e IV da cadeia
respiratéria, em nivel do citocromo ¢ (CRONIN et al., 2018b). Outro estudo em
camundongos com deficiéncia no gene Parkin, demonstrou que a via de novo da BH4
nao foi regulada positivamente na presenca de LPS, que é um estimulo bem
conhecido para a sua ativagao; houve um aumento da expressao da SPR, sugerindo
compensacao pela via de resgate. Aléem disso, o cenario inflamatério aumentou a
quantidade de mitocondrias e resultou em mitocdndrias de menor tamanho e de
distribuicao perinuclear (DE PAULA MARTINS et al., 2018b).

Nosso grupo também demonstrou a agdo antioxidante do metabolismo da BH4

em células nervosas humanas sob estimulos inflamatérios. Foi observada uma
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inibicdo significativa da ativacdo do inflamassoma em astrocitos humanos pré-
condicionados com neopterina (subproduto da via de sintese da BH4), quando
expostos a LPS. Foi demonstrada uma reducéo da expressao ou conteudo de IL-1p,
caspase-1 e ASC (proteina adaptadora apoptética), componentes do inflamassoma
NLRP3. A neopterina induziu a translocacao nuclear do fator de transcrigdo Nrf-2, e
liberacdo das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-1, inibindo a ativacdo do
inflamassoma. Esses dados demonstram o papel essencial da neopterina em
processos inflamatérios (DE PAULA MARTINS et al., 2018a).

Também, foi observado por nosso grupo que a neopterina facilitou os
processos cognitivos ao induzir um estado antioxidante/anti-inflamatorio e por facilitar
a geracao de processo de potencializacdo de longa duracdo em camundongos
(LATINI 2018). A administragao de neopterina facilitou a aprendizagem aversiva em
camundongos adultos selvagens e em camundongos idosos nulos para IL-10,
expostos a LPS. Os efeitos protetores da neopterina nas deficiéncias de memdria
induzidas pelo LPS também foram relacionados a uma producéao significativamente
reduzida de IL-6 cerebral. Esses achados configuram a primeira evidéncia que mostra
a propriedade de intensificador cognitivo da neopterina (GHISONI et al., 2016). O
papel da BH4 no estado anti-inflamatério também foi demonstrado em camundongos
tratados com adjuvante completo de Freund, um composto que estimula resposta
imune. Nesses animais a inibicado da enzima SPR, parte da via de sintese da BH4, in
vivo, reduziu o inchaco inflamatério e a hipersensibilidade a dor (LATREMOLIERE et
al., 2015).

Ademais, foi observado pelo nosso grupo que em camundongos e ratos que
receberam administragdo intracerebroventricular de BH4 houve uma facilitagdo na
aquisicdo e consolidacdo de memoria aversiva. A administracdo de BH4 facilitou a
memdria aversiva ao ativar a neurotransmissao glutamatérgica e a atividade
retrdgrada do ON. Também foi demonstrado que a BH2 pode ser convertida em BH4
ativando a via de salvamento da BH4 no hipocampo sob condicées fisiol6gicas. Esta
€ a primeira evidéncia que mostra que a BH4 aumenta a memaria aversiva e que a
via de recuperacao da BH4 esta ativa no hipocampo (LATINI et al., 2018).

Além disso, evidéncias da literatura demonstraram que a deficiéncia de BH4
afeta a transcricdo do mtDNA, compromete a biogénese mitocondrial e a respiragao
mitocondrial (menor consumo de oxigénio e sintese de ATP com perda do potencial
de membrana mitocondrial) e promove a formacdo de EROS em cardiomiécitos de
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camundongos nocautes para SPR. Porém, apds suplementagdo com BH4, esses
efeitos negativos na fisiologia mitocondrial foram normalizados (KIM et al., 2019).
Foram observados resultados semelhantes em neurbnios com deficiéncia na
produgcdo de BH4. Foi observada uma despolarizagao mitocondrial, aumento de
EROS, deplecao de ATP e morte por necrose. Todos os efeitos deletérios foram
neutralizados quando os niveis de BH4 foram restituidos (DELGADO-ESTEBAN;
ALMEIDA; MEDINA, 2002).

Somando-se a isso, foi demonstrado que a BH4 é responsavel por induzir
mitofagia em tecidos com alta demanda energética (KWAK et al., 2011).
Camundongos deficientes em SPR mostraram comprometimento na iniciagdo da
mitofagia no cérebro, figado, musculo e pulmdo, mas que foi restabelecida apo6s
normalizar as concentragcdes intracelulares de BH4 (KWAK et al., 2011). Sendo a
mitofagia um mecanismo crucial para a remogéao de mitocéndrias disfuncionais, se
torna mais evidente a relevancia do metabolismo da BH4 na funcionalidade
mitocondrial (RAMBOLD; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2011).

Dessa forma, ja existem evidéncias disponiveis na literatura mostrando que a
deficiéncia em BH4 resulta em disfuncdo mitocondrial. Entretanto, ainda ndo ha
evidéncias de que o0 metabolismo da BH4 esteja prejudicado nas DMP e caso essa
relacdo seja demonstrada a suplementagdo com a BH4 poderia se tornar um possivel
tratamento, visando uma melhora da qualidade de vida dos individuos afetados por
essas doencas. Considerando que as mitocondriopatias primarias sao condicoes
hereditarias altamente debilitantes com graves consequéncias para a saude dos
portadores, principalmente no sistema nervoso, ndo havendo cura nem medidas
terapéuticas eficazes para o tratamento, novas estratégias sao necessarias e é
plausivel propor que a suplementagdo com BH4 pode ser uma inovadora estratégia
para aumentar a fungdo mitocondrial residual. Ao aumentar os niveis intracelulares de
BH4 é esperado que as principais fungbes antioxidantes, anti-inflamatérias e
relacionadas com uma melhora na salde mitocondrial sejam estimuladas
principalmente no cérebro, tecido com alto conteddo em mitocéndrias e um dos
principais afetados nas DMP. Embora esta estratégia ndo represente uma cura
definitiva, ela apresenta o potencial de melhorar a qualidade de vida dos individuos
afetados. Essa proposta se torna uma opg¢ao viavel tendo em vista que a BH4 j4 é um
medicamento aprovado pelo FDA e tem sido administrado para tratamento de
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fenilcetonuria desde 2007 em varios milhares de criangas sem ter apresentado efeitos
negativos importantes (MUNTAU et al., 2021).
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3HIPOTESE

O metabolismo da BH4 se encontra prejudicado em disfun¢cées mitocondriais

primarias e adquiridas.

4 OBJETIVOS

4.1

OBJETIVO GERAL

Investigar o metabolismo da BH4 em sistemas que apresentem disfuncéo

mitocondrial primaria (genética) ou adquirida.

4.2

a)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o efeito da administracdo de reserpina sobre 0 metabolismo e

dindmica mitocondrial no musculo esquelético de camundongos;

Quantificar os niveis da BH4 em fluidos bioldgicos e tecido cerebral de animais

tratados com reserpina;

Caracterizar a disfuncdo mitocondrial provocada pela deficiéncia genética em

DARS2 em fibroblastos obtidos de individuos acometidos pela doencga;

Analisar a expressao diferencial de genes em fibroblastos obtidos de individuos
acometidos pela deficiéncia em DARS2;

Confirmar e complementar os resultados obtidos da andlise do transcriptoma
mediante uma analise mais detalhada do metabolismo da BH4 em fibroblastos
obtidos de individuos acometidos pela deficiéncia em DARS2.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1  ANIMAIS

O presente trabalho empregou camundongos suigcos adultos machos (com
peso de 45 a 50 g) obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, UFSC. Os animais foram mantidos em caixas plasticas
individuais a uma temperatura ambiente de aproximadamente 22 + 1 °C, sob um ciclo
de claro-escuro de 12:12 h e com acesso livre a 4gua e racao para roedores (Nuvital,
PR, Brasil).

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissao
de Etica no uso de Animais (PP00760/CEUA) da UFSC, o qual por sua vez é regido
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

5.1.1 Experimentacao animal com administracao de reserpina

O desenho experimental empregando reserpina e a coleta e processamento de
tecidos para posterior andlise por microscopia eletronica de transmissao (MET) foi
desenvolvido no Laboratério de Bioenergética e Estresse Oxidativo (LABOX) da UFSC
pela Dra. Débora da Luz Scheffer. A reserpina foi administrada em duas doses de 1
mg/kg por via intraperitoneal (i.p.) com intervalo de 48 h. Os animais receberam um
volume de 0,1 mL por cada 10 g de massa corporal. A reserpina foi diluida em acido
acético glacial 0,1 % e em solugao cloreto de sodio 0,9 % (veiculo; n=3). Os animais
controles receberam apenas acido acético glacial 0,1 % preparado em solucao de
cloreto de sodio 0,9 % (veiculo; n=3). Apds a eutanasia o sangue foi coletado e a
dissecacdo para obtencdo do estriado cerebral e do musculo esquelético para
quantificacdo da morfometria mitocondrial e do nimero de mitocondrias foi realizada.
O musculo coletado foi 0 musculo esquelético do quadriceps, um grupo de quatro
musculos localizados na face anterior da coxa (vasto lateral, vasto medial, reto femoral
e vasto intermédio). O musculo quadriceps € composto por uma grande quantidade
de fibras de contragéo lenta ou tipo I, contendo um alto nimero de mitocéndrias
(JOHNSON et al., 1973).
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5.1.2 Coleta e processamento de amostras biolégicas

51.2.1 Plasma

O sangue dos animais foi coletado em tubos com o anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e centrifugado a 700 x g por 10 min para a
obtencdo do plasma. O plasma foi precipitado com acido tricloroacético (TCA) 5 %,
contendo ditioeritritol (DTE) 6,5 mM e centrifugado a 16.000 x g durante 10 min a 4

°C. As amostras foram armazenadas em freezer a -80 °C para quantificacao da BH4.

5122 Urina

Para a coleta de urina, os animais foram colocados em um acrilico com
divisérias e logo abaixo folha de plastico nao absorvente. A urina foi coletada por um
periodo de aproximadamente 1 h e armazenada em microtubos. A urina foi precipitada
pela adicdo de um volume de TCA 5 %, contendo DTE 6,5 mM e centrifugadas a
16.000 x g durante 10 min a 4 °C. As amostras foram armazenadas em freezer a -80
C para quantificacdo da BH4.

5123 Estriado

O estriado dos animais foi homogeneizado e precipitado pela adicao de TCA 5
%, contendo DTE 6,5 mM e o homogenatos foi centrifugado a 16.000 x g durante 10
min a 4 °C. As amostras foram armazenadas em freezer a -80 °C para a quantificacao
da BH4.

Para a mensuragdo da atividade do complexo | da cadeia respiratéria, o
estriado foi homogeneizado em 20 volumes de tampéao SETH, pH 7,4 (sacarose 250
mM, EDTA 2 mM, Tris 10 mM e heparina 50 Ul/mL). Os homogenatos foram
centrifugados a 800 x g por 10min a 4°C, o pellet foi descartado e os sobrenadantes

foram armazenadas em freezer a -80 °C.

5.1.2.4 Musculo esquelético
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O musculo esquelético quadriceps dos animais foi removido e imediatamente
preparado para o procedimento de MET e posterior analise da morfometria

mitocondrial como indicado abaixo.

5.2 AMOSTRAS HUMANAS

Todos os procedimentos baseados em tecidos humanos foram aprovados pelo
Conselho de Reviséo Institucional (IRB) do Children's Hospital of Orange County
(CHOC; IRB #130990). Os individuos foram diagnosticados e acompanhados pela
Divisdo de Disturbios Metabdlicos do CHOC Children’s Hospital of Orange, Orange,
CA, Estados Unidos. Foram incluidos no trabalho os individuos abaixo descritos que
apresentaram duas mutacdes no gene DARS2 (Tabela 1). Uma dessas mutacdes ja
tinha sido descrita na literatura, enquanto a segunda mutagéo foi descrita pela primeira
vez pelo nosso grupo de pesquisa (HUANG et al.,, 2024). Ambos os afetados
apresentaram sinais compativeis com a doenca LBSL, apresentando alteracbes na
ressonancia magnética (MRI) e na espectroscopia do cérebro.

5.2.1 Caracterizacao dos individuos afetados pela deficiéncia em DARS2

Foram incluidos dois individuos de uma mesma familia (irmaos) com duas
mutacdes no gene DARS2. Os individuos apresentam a mutacdo ¢.492 + 2 T > C, ja
relatada anteriormente no gene DARS2. Ademais, os individuos apresentam um
mutacdo relatada pela primeira vez pelo nosso grupo de pesquisa, por
sequenciamento de Sanger, uma nova variante ¢.228-17C> G no hotspot do intron 2
(HUANG et al., 2024). No momento do diagnéstico, o individuo 1 (aqui denominado
de sintomatico) apresentava 8 anos de idade, sexo masculino,e fruto de uma gravidez
tripla com prematuridade. Até o diagndéstico o individuo 1 teve historico de hidrocefalia,
e estudos de MRI anormais. O individuo 2 é irmao do individuo 1 e no momento do
diagndstico apresentava 4 anos de idade, sexo masculino, ndo possuia histérico de
trauma craniano e também apresentava imagens de MRI anormal, entretanto esse
individuo era assintomatico. Ambos apresentaram niveis baixos de RNA mensageiro
do gene DARS2, auséncia completa da proteina DARS2 e anormalidades na massa
branca supraventricular, periventricular e na medula espinhal. O controle utilizado

nestes estudos correspondeu a um dos trigémeos fruto da mesma gestacao do
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individuo 1, do sexo masculino. O individuo nao apresentava mutagdées no gene
DARS2 e foi considerado como o controle ideal visto que apresenta toda a
informacgao genética e exposicao ambiental durante o desenvolvimento (gestacéo) do
individuo 1 com excec¢ao da mutacdo em DARS2.

5.2.2 Material biolégico obtido dos individuos com deficiéncias em DARS2 e do

controle

Foram coletadas biépsias de pele de 3 mm por pun¢édo dos individuos para
preparacao de culturas primarias de fibroblastos. Esta coleta foi realizada no hospital
CHOC por profissional especializado como previamente descrito pelo grupo de
pesquisa do coorientador deste trabalho Dr. José Abdenur (STILES et al., 2016).

5.2.3 Fibroblastos

Os fibroblastos primarios foram cultivados em frascos tratados com meio de
cultura Minimal Essential Medium (Gibco, Cat. 32.571.036) suplementado com 100
MM de aminoacidos nao essenciais (Gibco, Cat. 11.140.050), 100 ug/mL Primocin
(InvivoGen, Cat. ant-pm-1) e 15 % de soro fetal bovino (SFB) (HyClone™
FetalClone™ IIl Serum, Cytiva, Cat. SH30109.03). Uma vez estabelecidas as culturas
celulares, os fibroblastos foram mantidos em meio Dulbecco modificado (Gibco,
Cat.11966025) suplementado com glicose 5 mM (Sigma, Cat. G8644), 100 uM de
aminoacidos nao essenciais (Gibco, Cat.11.140.050), piruvato de sédio 1 mM (Gibco,
Cat. 11.360.070), antibiético/antimicético (Gibco, Cat. 15.240.062) e 10 % de SFB a
37 °C (meio de crescimento) em 5 % de CO2 a 37 °C. Os estoques de células foram
criopreservados em nitrogénio liquido em uma solucao com 20 % de SFB e 10 % de
dimetilsulfoxido (Sigma, Cat. D2650). Também foram cultivadas células do individuo
controle. Nos experimentos sempre foram empregadas culturas com similar nimero
de passagens e taxa de crescimento. Os fibroblastos foram utilizados para a analise
da atividade enzimatica dos complexos |, Il e IV da cadeia respiratéria e da GTPCH,
e para a extracdo de DNA e de RNA.
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5.2.4 Processamento de amostras biolégicas humanas

5.2.4.1 Para quantificacdo da atividade dos complexos da cadeia

respiratoria

As células foram suspendidas em tampao SETH, pH 7,4 (sacarose 250 mM,
EDTA 2 mM, Trisma base 10 mM, heparina 50 Ul/mL) e homegeneizadas. Apés,
passaram por processo de congelamento e descongelamento por trés vezes e foram
centrifugadas a 3.500 x g por 10 min a 4°C. O pellet foi descartado e os sobrenadantes

foram armazenadas em freezer a -80 °C.

5242 Para atividade enzimaética

Os fibroblastos cultivados foram homogeneizados em 150 uL de tampao Tris-
HCL 50 mM pH 7,5, contendo DTE 1,0 mM e coquetel inibidor de protease (1
comprimido / 10 mL de tampéo; completo, ULTRA, Mini, sem EDTA, EASYpack;
Roche, EUA). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 5 min a 4 °C
para a remocao de sais e pteridinas. A seguir o sobrenadante foi transferido para
colunas de dessalinizacao Zeba (40k MWCO, Thermo Sci, IL, EUA). Em seguida, trés
ciclos de congelamento e descongelamento foram aplicados aos extratos a fim de
permitir a dissociacao completa da proteina reguladora de GTPCH (a associacao com
proteina reguladora inibie a atividade da GTPCH (TATHAM et al., 2009).

5.2.4.3 Extracdo do material genético

O DNA foi extraido dos fibroblastos utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue
(giagen Cat. 69504) e foi armazenado em freezer -80 °C para posterior analise de
polimorfismos do gene GCH1. O RNA foi extraido usando o kit PureLink™ RNA Mini
Kit (Invitrogen, Cat.12-183-018A, Waltham, EUA) e as amostras foram tratadas com
PureLink™ DNase Set (Invitrogen, Cat. 12.185.010) para produzir RNA puro. Foram
utilizados 2 pg de RNA para a transcrigao reversa usando o kit de sintese de cDNA
Superscript VILO (Invitrogen, Cat.11.754.050). Todos os procedimentos foram
realizados seguindo as orientacées dos fabricantes. As amostras de cDNA foram
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utilizadas para andlise da expressdao do gene GCH1 e foram sequenciadas para

andlise do transcriptoma.

53 METODOS

5.3.1 Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras de musculo esquelético foram submetidas a MET. A preparacao
das amostras foi realizado pela Dra. Debora Scheffer no Centro de Microscopia
Eletronica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Codrdoba, Coérdoba,
Argentina, sob a orientagédo da Profa. Dra. Ana Lucia De Paul. Para coletar o musculo
esquelético para analise por MET os animais foram perfundidos com cloreto de sédio
0,9 % e o musculo esquelético quadriceps foi removido e imediatamente fixado em
solugdo Karnovsky conformada por formaldeido 4 %, glutaraldeido 2 % e tampéo
cacodilato 0,1 M, pH 7,3, permanecendo durante 4 h a 4 °C. A seguir, foram realizadas
trés lavagens de 30 min com 4gua destilada e em seguida as pecas ficaram por 2 h
em um rotor em movimento a temperatura ambiente em tampé&o cacodilato contendo
tetroxido de 6smio 1 %, sendo lavadas novamente em agua destilada apds esse
procedimento. Na etapa seguinte as pecas foram desidratadas em concentracdes
crescentes de acetona (50 e 75 % por 5 min; 90 % por 10 min; e 3 x de 100 % por 15
min). Em seguida foi feita uma inclusdo com araldita e acetona 100 % (1:1) e deixado
por 3 h em um rotor em movimento a temperatura ambiente. Foi realizada uma pré-
inclusdo com araldita pura durante 6 h em temperatura ambiente e as pecas foram
novamente incluidas em araldita e colocadas em estufa a 60 °C por 48 h como
previamente descrito pelo grupo da Profa. De Paul (DE PAUL et al., 2000). Foram
realizados cortes semifinos (240-280 nm) para localizagcdo da &rea de interesse, e
apos os cortes finos (90-120 nm), realizados com uma navalha de diamante em um
ultramicrotomo JEOL JUM-7 (Nikon, Toéquio, Japdo). Os cortes finos foram
contrastados com acetato de uranilo e citrato de chumbo 1 % por 1 min, para serem
analisados em microscopio eletrénico de transmissao Zeiss Leo 906 E, equipado com
camera digital Megaview Il (Oberkochen, Alemanha).
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5.3.2 Quantificacao da BH4

Os niveis de BH4 foram determinados por cromatografia liquida de alto
rendimento (HPLC) com deteccdo eletroquimica. A medicao foi realizada em um
HPLC (Alliance e2695, Waters, MA, EUA) usando uma coluna Waters Atlantis dC18,
de fase reversa (4,6 x 250 mm; particula de 5 um), com vazao ajustada em 0,7 mL/min
e uma elui¢do isocratica de NaH2PO4 6,5 mM, &cido citrico 6 mM, octil sulfato de sddio
1 mM, &cido dietilenotriaminopentacético 2,5 mM, DTE160 uM e acetonitrila 12 %, pH
3,0. A temperatura do compartimento da coluna foi regulada para 35 °C. A
identificacdo e quantificacdo de BH4 foram realizadas acoplando ao HPLC um
detector eletroquimico (modulo 2465, Waters, MA, EUA) com tensao ajustada em
+450 mV.

5.3.3 Atividade dos complexos I, Il e IV da cadeia respiratoria

A atividade do complexo | foi mensurada através da reducéo do ferricianeto
dependente de NADH em um comprimento de onda de 420 nm (LATINI et al., 2005).
A atividade do complexo Il foi mensurada através da redugdo do 2,6-
dinitrofenolindofenol em 600 nm (LATINI et al., 2005). O complexo |V foi determinado
pela mensuragao da oxidacao do citocromo c lido a 550 nm (LATINI et al., 2005). As
atividades dos complexos da cadeia respiratéria foram mensuradas utilizando-se um
espectrofotdbmetro com temperatura controlada (Infinite® 200 PRO TECAN,

Méannedorf, Suica). Os resultados foram expressos em nmol/min/mg de proteina.

5.3.4 Morfometria mitocondrial

Para quantificacdo do conteudo, tamanho, e parametros de morfologia
mitocondrial foram analisados 30 campos por amostra. As medidas de forma e
tamanho mitocondrial foram obtidas usando o programa Image J (versao 1.42q,
National Institutes of Health, Bethesda, MD) tracando manualmente os contornos das
mitocéndrias. Foram analisadas apenas as mitocéndrias com contornos claramente
discerniveis de mitocondrias subsarcolemais (SS) e intermiofibrilares (IMF) nas
micrografias de MET.
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O tamanho das mitocondrias foi analisado pela mensuragcdo da area de
superficie (um?) e pelo perimetro (um). A ramificacdo das mitocéndrias foi analisada
pelo indice de Feret, fator de ramificacdo, e aspecto mitocondrial. O indice de Feret
representa a maior distancia (um) entre dois pontos dentro de uma determinada
mitocondria. O fator de ramificagéo [(perimetro)?/(4 x q x area)] reflete a complexidade
e o0 aspecto ramificado das mitocdndrias. O aspecto mitocondrial [(eixo maior) / (eixo
menor)], reflete a relagdo comprimento-largura da mitocéndria. A forma circular das
mitocondrias foi analisada utilizando a circularidade [4 x  x (surface area/perimetro?)],
e a redondeza [4 x (area)/ § x eixo maior?)], que sdo indices bidimensionais de
esfericidade; esferbides perfeitos seriam descritos por valores de 1.

5.3.5 Sequenciamento de RNA dos fibroblastos humanos

O sequenciamento foi realizado contratando os servigos da Universidade de
Califérnia, Irvine (Irvine, Estados Unidos). O procedimento foi realizado na plataforma
llumina NovaSeq 6000 e as bibliotecas foram construidas usando o kit lllumina
TruSeq Stranded Total RNA (50 million reads, S4, paired-end, 100 pb). Para
construgcdo das bibliotecas de sequenciamento, as moléculas de cDNA foram
fragmentadas e foram adicionados adaptadores moleculares que contém segmentos
que agem como pontos de referéncia. Em seguida os fragmentos modificados foram
dispostos em uma célula que contém nano pocos com oligonucleotideos, que atuam
como ancoras para os adaptadores moleculares. Com a ancoragem dos adaptadores
inicia-se a fase de formacao de clusters. Essa etapa produz milhares de copias de
cada fragmento de cDNA introduzido. Apds essa etapa séo inseridos primers e
nucleotideos modificados no chip de sequenciamento, sendo que os nucleotideos
possuem um bloqueador reversivel de fluorescéncia que impede a DNA polimerase
de adicionar mais de um nucleotideo por vez ao fragmento de cDNA. A cada
nucleotideo adicionado ao fragmento, o chip é fotografado e a base que foi adicionada
é determinada por computador (MEYER; KIRCHER, 2010). Ao fim do sequenciamento
cada fragmento resulta em duas leituras, uma leitura referente a fita forward e outra a

fita reverse.
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5.3.5.1 Analise da qualidade e filtragem

Para a manipulacédo dos dados sequenciados foi utilizado um servidor de 88
cores de processamento cedido pelo Nucleo de Bioinformatica da UFSC
(https://nubioinfo.ufsc.br) e acessado remotamente por processamento com Docker.
As sequéncias resultantes do sequenciamento, em arquivos FastQ, tiveram a
qualidade analisada com a utilizacdo do programa FastQC (ANDREWS, 2010). As
sequéncias de baixa qualidade foram filtradas utilizando a ferramenta Trimmomatic
versao 0.38 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), de acordo com o com phred score,
que representa a chance de ocorréncia de misreads, ou leituras errbneas, em cada
nucleotideo da leitura. Foram retiradas as reads com baixa qualidade e tamanho
inferior a 50 pb. As sequencias ORFAS (sequéncias em que apenas a leitura forward
ou reverse passou no controle de qualidade) e os adaptares do sequenciamento
também foram removidos. Em seguida uma nova filtragem com o FastQC foi aplicada

novamente em uma ultima verificacao da qualidade.

5.3.5.2 Indexacdo do genoma de referéncia com anotagédo, alinhamento
e mapeamento das leituras

Foi utilizada a versao mais recente do genoma humano GRCh38, hospedado
pelo NCBI. O genoma de referéncia e sua anotagao foram indexados para obtencao
do arquivo de indice do genoma de referéncia e em seguida foi realizado o
alinhamento e mapeamento das leituras. Os procedimentos foram realizados
utilizando o software STAR (DOBIN, 2013), uma ferramenta de alinhamento de
sequéncias que utiliza algoritmos matematicos para determinar semelhanca
significativa entre os loci de sequéncias comparadas, para garantir que os transcritos
analisados realmente pertencem aos genes caracterizados, possibilitando a afericao

de sua funcéao estrutural.

5.3.5.3 Quantificagdo dos genes e geracdo da matriz de contagem

As sequéncias mapeadas e os dados do genoma de referéncia foram
utilizados para gerar tabelas que expressam as contagens com o numero de leituras
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alinhadas para os genes, de acordo com a condigao do gene. Foi utilizado o parametro
GeneCounts do STAR para esse processo (DOBIN, 2013).

5.3.6 Analise de expressao diferencial

Os genes diferencialmente expressos (DEGS, do inglés Differentially
expressed genes) foram detectados com o uso do pacote DESeqg2 versao 1.30.1
(LOVE; HUBER; ANDERS, 2014), uma das bibliotecas estatisticas desenvolvidas em
software R e disponibilizadas pelo projeto Bioconductor (GENTLEMAN et al., 2004).
O pacote DESeqg?2 fornece métodos para testar a expressao diferencial pelo uso de
modelos lineares generalizados binomiais negativos (LOVE; HUBER; ANDERS,
2014). As etapas de analise de expressao diferencial foram agrupadas em uma funcao
chamada DESeq, na qual foi feita uma normalizacdo (estimar fatores de
normalizacdo), uma dispersao (estimar valores de dispersdo), e obtengcdo das
contagens normalizadas e em logaritmo para plotagem.

Foram aplicados modelos lineares generalizados binomiais negativos para
cada gene e foi utilizado o teste de Wald para avaliar significancia e as taxas de falsos
positivos (FDR, do inglés False Discovery Rate) para ajustar o valor de P. O teste de
Wald realiza a comparacdo entre a estimativa de maxima verossimilhanga do
parametro e a estimativa de seu erro padréao. O FDR expressa a proporcao esperada
de hipbteses nulas rejeitadas erroneamente possibilitando o controle dos falsos
positivos. Foi também realizada analise de componentes principais (PCA, do inglés
Principal Component Analysis) para detectar as relagcdes entre as variaveis de
expressao génica. A PCA é um algoritmo matematico que reduz a dimensionalidade
dos dados, enquanto retém a maior parte da variacdo no conjunto de dados. A PCA
realiza essa reducdo identificando dire¢cdes, chamadas de componentes principais, ao
longo das quais a variagdo nos dados é maxima (PEARSON, 1901). A resultado da
PCA foi representada pelas dimensdées que o0s componentes principais 1 e 2
contribuem para diferenciacdo das amostras (DIM1 e DIM2). Para a descricado dos
genes encontrados diferencialmente expressos foi utilizado o banco de dados Gene
Cards (STELZER et al., 2016).
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5.3.7 Analise de enriquecimento

Na sequéncia, a anotagdo dos genes que apresentaram expressao diferencial
entre os fibroblastos com deficiéncia mitocondrial e os controles foi feita no software
R com o auxilio do pacote biomaRt versao 2.46.3 do Ensembl (DURINCK S. et. al.,
2009), disponibilizado pelo projeto Bioconductor (GENTLEMAN et al., 2004). Foi
realizada a analise de enriquecimento funcional de vias metabdlicas utilizando a
enciclopédia KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) (KANEHISA, 2000).
Os processos bioldgicos modulados foram estudados utilizando o banco de dados GO
(Gene Ontology) (ASHBURNER, 2000).

5.3.8 Expressao do gene GCH1

A expressdao do gene GCHT nos fibroblastos deficientes em DARS2 foi
quantificada por reacao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) CFX Connect
utilizando o kit SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules,

CA) seguindo instrugdes do fabricante.

5.3.9 Atividade enzimatica da GTPCH

A atividade enzimatica foi medida espectrofotometricamente a 340 nm. A
atividade da GTPCH foi avaliada acompanhando a formacédo de 7,8-trifosfato de
diidroneopterina na presenca de 1 mM de GTP, 5 mM de zinco, 0,1 % de Triton X-100
e 250 ug/mL de extrato de proteina. O coeficiente de extingdo de €zs0= 1820 M-'. cm-~
1 foi utilizado para os calculos apds correcdo para placas multipogos. As atividades
estao representadas como mU/mg de proteina, e 1 U corresponde a 1 umol de produto
formado por min a 37 °C.

5.3.10 Analise de polimorfismos do gene GCH1

Foram estudados dois polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) que tém
sido reportados estarem relacionados com uma produgdo de GTPCH menos estavel,
0 que produziria menos BH4. O gene GCH1 codifica para a enzima GTPCH que é a
enzima limitante da via de sintese da BH4, sendo um dos principais determinantes
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dos niveis de BH4 (THONY; AUERBACH; BLAU, 2000; EICHWALD et al., 2023). Tem
sido identificado que o haplétipo funcional no gene GCH1 ATG (rs8007267-
rs3783641-rs10483639) estd associado a menor expressao do gene GCH1, menor
disponibilidade plasmatica e vascular de BH4, e resultados adversos a saude
(Antoniades et al 2008; Tegeder et al, 2006). O haplétipo completo é composto por 15
SNPs, mas pode ser determinado por trés SNPs: rs8007267 na regido promotora;
rs3783641 no intron 1 e rs10483639 na regido 3' ndo traduzida (LUPO et al., 2012).

Para identificacdo dos polimorfismos do gene GCHT1 foram utilizadas as
sondas descritas no Quadro 2. A gPCR foi realizada em 10 pL de 1 X TagMAN® SNP
Genotyping Assay (ThermoFicher Catalog # 43513779), 1 X TagMAN® Universal PCR
Mastermix, 10 ng DNA gendémico e agua estéril necessaria para completar o volume
final. Foi realizado um ciclo inicial de 30 s em 60 °C e 10 min em 95 °C em um
termociclador (Eppendorf mastercycler realplex2). Apos esta primeira etapa, foram
realizados 50 ciclos de amplificacdo com as seguintes condigdes: 92 °C por 15 s, 60
°C por 1 min e 30 s; ao final dos ciclos a ultima etapa foi de 60 °C por 30 s. Para a
determinacao do gendétipo de cada amostra foi utilizado o software QuantStudio
Design & Analisys (v1.5.2, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), que mostra um
gréafico de amplificacao, indicando a magnitude do sinal gerado (ARn) pela quantidade
de ciclos; o programa detecta o sinal fluorescente correspondente ao alelo. Foi
analisado se os individuos afetados pela deficiéncia em DARS2 possuiam os SNPs
rs8007267 e rs3783641.

Quadro 2 - Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) do gene GCH1

zSNPs Local Polimorfism | Sequéncia das sondas | % global
o VIC e FAM (VIC®/FAM®)
rs8007267 Chr.14: C/T, AATAGGAGCGTGTGT | C-69%

54912273 - | Substituicdo | TTGAACAGTA[C/T]AC
54912273 | detransicdo | GCCAAACTTCAGTCAT

TCAAGTA T-31%
rs3783641 Chr.14: AT, ATTACAGTCCTCATAT | T-77%
54893421 - | Substituicado | AGAAATCACIA/T]GGC
54893421 de AAATGAGTCAGGTGG [ A —23%
transversao GGAATGC

Abreviagdes: % global= Porcentual em que o alelo € encontrado na populagdo mundial;
Local= Local no cromossomo onde o polimorfismo esté localizado; VIC®/FAM®= Intensidade de

fluorescéncia emitida. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + erro padrédo da média (SEM). A
comparacao entre dois grupos independentes e com distribuicdo normal foi realizada
empregando o teste tde Student. O teste U de Mann-Whitney foi empregado quando
os dados foram n&o parameétricos. A comparagdo entre mais de dois grupos foi
realizada utilizando o teste ANOVA de uma via quando uma Unica variavel foi
analisada, ou de duas vias quando duas variaveis foram analisadas. Comparacdes
com P = 0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.

Para as analises de expressao diferencial foi utilizado o teste de Wald para
avaliar significancia e para ajustar o valor de P, foram considerados significativos os
transcritos que apresentavam valor ¢ e log2FoldChange = 1 e < -1. Para analise de
enriquecimento foram consideradas apenas as vias e processos com valor de P
ajustado < 0,05.

As andlises estatisticas e graficos foram realizadas empregando o programa
Prism 8.0.1 (GraphPad Software 8.0.1, Estados Unidos). A analise de expressao
diferencial dos fibroblastos deficientes em DARS2 e enriquecimentos dos genes
diferencialmente expressos foram realizadas no programa R (R Core 2023) e para as

representacdes graficas foi utilizado o pacote ggplot2.
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6 RESULTADOS

6.1 O COMPROMETIMENTO DO METABOLISMO DA BH4 NA DEFICIENCIA
ENERGETICA INDUZIDA PELA RESERPINA EM CAMUNDONGOS SUICOS

A primeira prova de conceito que o metabolismo da BH4 poderia estar alterado
em deficiéncias energéticas mitocondriais foi testada em animais de experimentacéao
que receberam reserpina. Nosso grupo de pesquisa e outros ja tem descrito que esta
toxina provoca deficiéncia energética por inibir a atividade do complexo | mitocondrial
entre outros efeitos deletérios (BINDOFF et al., 1989; SCHAPIRA, 1990, 2008). A
Figura 2 mostra o efeito do comprometimento mitocondrial e a modulacdo no
metabolismo da BH4 induzido pela reserpina em camundongos suicos. A figura
mostra que o tratamento com reserpina provocou alteragbes na morfologia e
metabolismo mitocondrial que caracterizaram um estado de deficiéncia energética
tecidual. A Figura 2A mostra imagens de mitocéndrias intermiofibrilares (IMF) e
subsarcolemais (SS) de animais que receberam veiculo, representativas de se¢des
do musculo soleus, musculo predominantemente de fibras de contragéo lenta do tipo
| em um plano longitudinal obtidas por MET. As mitocéndrias IMF apresentam uma
arquitetura esferoide e se encontram posicionadas entre as miofibrilas em ambos os
lados das linhas Z do sarcomero (Figura 2A). As mitocondrias SS localizadas logo
abaixo do sarcolema apresentam maior proximidade umas das outras e maior
tamanho que a mitocéndrias IMF (Figura 2A).

O tratamento com reserpina provocou alteragées no tamanho, na taxa de
ramificacdo mitocondrial, e na distribuicdo das mitocéndrias IMF. Pode ser observado
na Figura 2B que o tratamento com reserpina reorganizou a estrutura mitocondrial
favorecendo a formagdo de mitocdndrias IMF com maior superficie, com formato
tubular, e interconectadas através do sarcoOmero (mitocdndrias trabeculares). A
Figura 2B mostra que as mitocéndrias SS também apresentaram uma maior
superficie no musculo de animais que receberam reserpina, embora se mantiveram
com uma morfologia mais esferoide do que as IMF.

As alteracdes na morfologia mitocondrial identificadas por MET foram também
quantificadas e sao mostradas nas Figuras 2C-2J. O estudo da morfometria
mitocondrial mostrou que o tratamento com reserpina favoreceu a remodelagem

mitocondrial gerando mitocondrias IMF e SS de maior tamanho evidenciado pelo
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aumento da area de superficie (IMF: [U= 2573; P < 0,001]; SS: [fs1)= 3,27; P < 0,01];
Figura 2C), do perimetro mitocondrial (mitocondrias IMF: [U= 2486; P < 0,001],
mitocdndrias SS: [f31)= 3,00; P < 0,01]; Figura 2D).

As Figuras 2E-2G mostram que o tratamento também provocou um aumento na
ramificacdo de organelas IMF e SS que foi evidenciado pelo aumento do indice de
Feret (mitocondrias IMF: [U= 2498; P < 0,0001]; mitocéndrias SS: [f31)= 2,61; P <
0,001]; Figura 2E), do fator de ramificacao (IMF: [U= 1808; P < 0,0001]; SS: [U= 36;
P < 0,01]; Figura 2F) e um aumento do aspecto mitocondrial em mitocéndrias IMF
(mitocdndrias IMF: [U=2926; P < 0,01 ]; mitocondrias SS: [f31)= 0,15; P> 0,05]; Figura
2G). Em mitocondrias IMF essas adaptacbes morfolégicas foram também
acompanhadas por uma reducao na circularidade (mitocéndrias IMF: [U= 2603; P <
0,0001]; mitocéndrias SS: [#31)= 1,1; P > 0,05]; Figura 2H) e na redondeza (IMF: [f178)=
2,52; P<0,05]; SS: [ts1)= 0,561; P> 0,05]; Figura 21). Embora numerosas alteragdes
na morfologia mitocondrial foram observadas, o conteudo mitocondrial ndo foi alterado
pelo tratamento com reserpina (IMF: [U= 3414; P > 0,05]; SS: [#31)= 1,03; P > 0,05];
Figura 2J). Essas alteragcdes morfoldgicas foram caracterizadas pela reducédo da
atividade do complexo | no estriado ([f4)= 8,60; P < 0,001]; Figura 1K).

As Figuras 2L-2M mostram que todas essas adaptacbes metabdlicas
ocorreram com comprometimento do metabolismo da BH4. A Figura 2L-2N mostra
que os niveis de BH4 se encontraram significativamente reduzidos no estriado de
camundongos tratados com reserpina [f7)= 8,82; P < 0,0001] (Figura 2L). Quando as
concentragcbes de BH4 foram quantificadas nos fluidos biolégicos, valores
significativamente menores foram encontrados na urina ([ts)= 3,02; P < 0,05]; Figura
2M) (plasma ([te)= 1,82; P > 0,05]; Figura 2N).
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Legenda: Camundongos suicos machos (n=6 per grupo) receberam duas injecdes
intraperitoneais (i.p.) de reserpina (1 mg/kg) com intervalo de 48 h. Os animais controles receberam
veiculo (10 mL/kg). A morfologia de mitocondrias intermiofibrilares (IMF) e subsarcolemais (SS) foi
avaliada por microscopia eletrénica e quantificada usando o software Imaged (ver M&M para detalhes).
Em A estéo representadas mitocéndrias IMF e SS de camundongos que receberam veiculo, e em B
estao representadas mitocondrias IMF e SS apéds tratamento com reserpina. As setas indicam a posi¢ao
das mitocéndrias IMF e SS (A e B). O tamanho das mitocéndrias foi avaliado pela mensuracao da area
da superficie (C) e perimetro (D). A ramificagdo das mitocéndrias foi avaliada pelo indice de Feret (E),
fator de ramificacdo (F) e aspecto mitocondrial (G). O formato arredondado das mitocéndrias foi
avaliado pela circularidade (H) e redondeza (l). O conteido mitocondrial foi avaliado pela contagem do
namero de mitocéndrias (J). Os niveis de BH4 foram quantificados por cromatografia liquida acoplada
a deteccao eletroquimica na urina (L), no estriado (M) e no plasma (N) de camundongos que receberam
reserpina. Essas alteragées morfolégicas foram caracterizadas pela reducéo da atividade do complexo
I no estriado (K). As barras representam a média * erro padrdo da média. Teste t de Student, Controle
vs. Reserpina, * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P < 0,001. Teste de Man-Whitney, Controle vs. Reserpina, *
P<0,01, "™ P<0,001. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

6.2 COMPROMETIMENTO DO METABOLISMO DA BH4 NO DEFICIT
ENERGETICO PROVOCADO PELA DEFICIENCIA GENETICA DE DARS2 EM
FIBROBLASTOS HUMANOS

Tendo identificado que o metabolismo da BH4 se encontrou comprometido
em tecidos e fluidos de animais com deficiéncia energética induzida pela reserpina, o
préoximo passo foi demonstrar que esta deficiéncia metabdlica também acontece em
células humanas. Para isso, o estado energético e a biossintese de BH4 foram
avaliados em células humanas deficientes em DARS2, um gene que codifica para a
aspartil-tRNA sintetase mitocondrial. A Figura 3 mostra que as células deficientes em
DARS2 apresentaram deficiéncia nas atividades dos complexos | [Fe,9= 11,20; P <
0,005] (Figura 3A), e IV [Fi2,12= 5,158; P < 0,05] (Figura 3C) da cadeia respiratoria,
enquanto que a atividade do complexo Il ndo apresentou mudancas significativas
[Fre9=0,60; P> 0,05] (Figura 3B).
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Figura 3 - Atividade das enzimas dos complexos |, I, e IV da cadeia respiratdria em

fibroblastos deficientes em DARS2
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Legenda: (A) A atividade do complexo | foi mensurada através da redugao do ferricianeto
dependente de NADH a 420 nm, (B) a do complexo |l pela da redugao do 2,6- dinitrofenolindofenol a
600 nm, e (C) a do complexo IV pela oxidagao do citocromo ¢ a 550 nm. As barras representam a
média t erro padrdao da média. ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Tukey, * P < 0,05, **
P < 0,01. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Considerando que foi identificada deficiéncia energética nos fibroblastos
deficientes em DARS2 o préximo passo foi analisar o transcriptoma gerado por essas
células. A Figura 4 mostra o resultado da andlise do transcriptoma de fibroblastos
provenientes de individuos afetados pela deficiéncia em DARS2. As caracteristicas
clinicas dos individuos afetados pela deficiéncia no gene DARS2 incluidos no trabalho
estdo descritas na se¢éo de Material e Métodos (secdo: 5.2.1; pagina: 38) e resumidas
na Tabela 1. Foram incluidos dois individuos deficientes em DARS2, ambos com as
mesmas mutacdes no gene DARS2 (Tabela 1) e que apresentaram sinais compativeis
com a doenca LBSL. No entanto, apenas um dos individuos se apresentou

sintomatico.
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Tabela 1 - Mutagdes identificadas nos individuos afetados pela deficiéncia em

DARS2
Idade Mutacdao 1 no Mutacao 2 no Sintomatico MRI Sexo
(anos) gene DARS2 gene DARS2
8 c492+2T>C ¢.228-17C>G Sim Alterada M
4 c492+2T>C ¢.228-17C>G Nao Alterada M
4 Selvagem Selvagem NA NA M

Abreviacdes= MRI: Ressonancia magnética cerebral; M: Masculino; NA= Nao se aplica.
Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A analise da PCA, que tem como objetivo condensar a informagao contida num
grande numero de variaveis originais em um conjunto menor de variaveis estatisticas
(componentes), com uma perda minima de informacéao, esta apresentada na Figura
4. A analise mostrou agrupamentos de dados opostos, identificando que as DEGS das
amostras estudadas (Tabela 2) permitiram diferenciar os fibroblastos deficientes de
DARS2 dos fibroblastos do controle (Figura 4A). O Dim1 contribuiu em 48,7 % para
a separacao dos grupos, e o Dim2 contribuiu em 33,5 % (Figura 4A). Foram
identificados 717 genes como diferencialmente expressos nos fibroblastos deficientes
em DARS2 em relagdo ao controle, sendo que desse total 229 se encontraram
regulados positivamente (Padj < 0,05; log2FoldChange = 1), e 488 regulados
negativamente (Padj < 0,05; log2FoldChange < 1) (Figura 4B). Na Figura 4C estéao
representados os genes diferencialmente expressos, estando identificados os
principais genes regulados positivamente e o0s principais genes regulados
negativamente. Os genes mais importantes em termos quantitativos com regulagéo
positiva estiveram relacionados com processos de endocitose e splicing, enquanto os
regulados negativamente com processos de formagao estrutural celular e tumorais
(Tabela 2).
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Figura 4 - Analise de expressao génica diferencial em fibroblastos deficientes em
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Legenda: (A) Analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component

Analysis) da expressao diferencial de genes em fibroblastos deficientes em DARS2 e fibroblastos do

controle; DIM1 representa dimensao que o componente 1 contribui para a diferenciagédo das

amostras; DIM2 representa dimensé@o que o componente 2 contribui para a diferenciacao das

amostras. (B) Gréfico apresentando a quantidade de genes regulados positivamente em vermelho

(Padj = 0,05; log2FoldChange = 1), e regulados negativamente em azul (Padj < 0,05; log2FoldChange

< -1). (C) Volcano plot da andlise de expresséo diferencial dos transcritos. Em vermelho estéo

representados os transcritos regulados positivamente, em azul os transcritos regulados

negativamente e em cinza os genes que nao foram identificados como diferencialmente expressos

(Padj = 0,05). No grafico estao identificados os nomes dos genes com valores de log2FoldChange

mais significativos (ver Tabela 2). Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 2 - Principais genes diferencialmente expressos (DEGS) encontrados em
fibroblastos deficientes em DARS2 (Padj < 0,05; log2FoldChange < -1 ou = 1) e as

funcbes associadas aos genes

Gene

log2FoldChange

Padj

Funcao/Descricao

Expressao génica regulada positivamente

LOC124905574

11,6252

7,21E™

RNA que compde o spliceossomo,
um complexo macromolecular
composto por RNAs e proteinas que
realiza o processo de Splicing (de
remocao de introns e ligagao de

] exons).

E um gene da classe snRNA, que
sdo RNAs que possuem o papel de
mediar processos que acontecem
durante a transcricdo do RNA.

WDR46-5

9,9909

3,73E%

Componente da estrutura nucleolar.

AP2A2-2

9,0736

1,46E706

Envolvido na endocitose dependente
de clatrina e endocitose regulada
pelo ARF6.

RNU1-1-2

8,8532

2,77E

RNA da classe snRNA. Entre suas
vias relacionadas estao o ciclo dos
spliceossomos no splicing.

LOC124905552

8,1316

0,0001

Rootletin-Like € um pseudogene
(sequéncia genbmica semelhante a
outro gene, mas com funcao
comprometida)

Expressao géni

ca regulada

negativamente

LOC105372210

-5,2436

0,0002

Nao caracterizado, € um gene da
classe ncRNA.

IER3-5

-7,5125

1,16E°°

Atua na protecao de células contra
apoptose induzida por fator de
necrose tumoral tipo alfa.

TUBB-7

-7,9601

1,37E%

Atua na formacéao estrutural dos
microtubulos. Mutagdes neste gene
causam malformacodes cerebrais.

CTAG2

-8,7692

4,23E°0¢

Codifica para uma proteina expressa
em uma ampla variedade de
canceres, incluindo melanoma,
cancer de mama, cancer de bexiga e
cancer de prostata.

IER3-AS1-5

-9,3397

5,39

RNA anti-senso IER3 1. RNA da
classe IncBRNA

Abreviagdes: snRNA= RNA pequeno nucleolar; ncRNA= RNA nao codificante; IncRNA= RNA

nao codificante longo; ARF6= Fator 6 de ribosilacao de difosfato de adenosina.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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Para interpretar o papel biolégico das DEGS foi realizada a analise de
enriquecimento funcional das vias metabdlicas utilizando a enciclopédia KEGG, e dos
termos do banco de dados do GO. O resultado da analise do KEGG mostrou 33 vias
metabdlicas significativamente enriquecidas (apenas as 12 vias mais significativas
estdo representadas na Figura 5A). As DEGS se encontraram enriquecidas em vias
como a fosforilagdo oxidativa e vias que estimulam a glicélise, como aquela que
envolve o fator induzivel por hipoxia (HIF-1) em fibroblastos deficientes em DARS2
(Figura 5A). O resultado de enriquecimento dos processos biolégicos do GO listou
218 termos enriquecidos (apenas os 15 processos bioldgicos mais significativos estdo
representados na Figura 5B), estando entre eles resposta aos niveis de oxigénio,
resposta a diminuigdo dos niveis de oxigénio, e resposta celular a hipoxia (Figura 5B).
Esses sdo processos que resultam numa mudanga no estado ou atividade de uma
célula ou organismo (em termos de movimento, secregcdo, producado de enzimas,
expressao genética, etc.) como resultado de um estimulo que reflete a presenca,

auséncia ou concentracao de oxigénio.
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ApoGs a identificacdo dos principais processos biolégicos enriquecidos em
fibroblastos deficientes em DARS2, foi realizada uma analise da interacao entre eles.
A Figura 6A mostra que existiu uma associacao entre 0s processos de resposta a
hipoxia e de resposta a niveis de oxigénio, a estimulos abidticos (fatores ambientais),
e de estresse. Ao analisar os genes envolvidos nesses processos enriquecidos foi
identificado um conjunto de genes envolvidos nos processos de resposta a hipdxia e
aos niveis de oxigénio (Figura 6B). Um segundo conjunto de genes foi identificado
com 0s genes envolvidos nos processos de organizagao da estrutura celular e matriz
extracelular, sendo identificados 4 genes compartilhados entre os dois conjuntos
(Figura 6B). Ao todo foram identificados 37 genes relacionados com 0s processos
biol6gicos de resposta aos niveis de oxigénio, sendo desse total 17 regulados
positivamente e apenas 6 regulados negativamente (Tabela 3). Pode ser observado
na Tabela 3 que entre os genes regulados positivamente estdo genes envolvidos com
epigenética, formagéo de colageno, transporte e metabolismo da glicose, inflamagéao
e geracao de espécies reativas de oxigénio. Entre os genes regulados negativamente
estdo genes envolvido com a montagem e atividade do complexo | da cadeira
respiratéria, na homeostase da glicose, na resposta a danos no DNA e na produgéo
de energia (Tabela 3).
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Tabela 3 - Principais genes envolvidos nos processos biolégicos de resposta

aos niveis de oxigénio encontrados enriquecidos em fibroblastos deficientes em
DARS2

Gene

log2FoldChange

Padj

Funcao/Descricao

Expressao génica regulada positivamente

LOXL2

1,5094

0,0002

Medeia a desaminacéao da
'Lys-4' trimetilada da histona
H3, um marcador especifico
para ativagao transcricional

epigenética

COL1A1

1,0350

2,28E%

E um membro do colageno do
grupo | (colageno formador de
fibrilas).

PLOD2

1,6000

4,67E0

Forma residuos de
hidroxilisina, que servem como
locais de ligacéo para
unidades de carboidratos e
S0 essenciais para a
estabilidade das ligac6es
cruzadas do colageno
intermolecular.

AQP1

1,9506

2,82E%

Componente do complexo
anquirina-1, um complexo
multiproteico envolvido na
estabilidade e na forma da
membrana eritrocitaria

SLC2A1

1,9430

2,18E8

Transportador facilitador de
glicose, responsavel pela
captacao constitutiva ou basal
de glicose Transportador de
energia mais importante do
cérebro, presente na barreira
hematoencefalica.

VCAM!1

3,0300

6,85E8

Glicoproteina de adeséo
celular expressa
predominantemente na
superficie das células
endoteliais que desempenha
um papel importante na
vigilancia imunoldgica e na
inflamacao.

PDK1

1,4788

4,89E°7

Quinase que desempenha um
papel fundamental na
regulacéo do metabolismo da
glicose e dos acidos graxos e
na homeostase. Por meio da
fosforilagdo de subunidades
da piruvato desidrogenase
regula o fluxo do metabdlito
através do ciclo do acido
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tricarboxilico, regulando
negativamente a respiracao
aerobica.
Desempenha um papel
importante para a proliferagéo
celular sob hipéxia e também
protege as células contra a
apoptose em resposta a
hipdxia e ao estresse
oxidativo.

PDK3

1,0589

0,004332

Desempenha um papel na
homeostase da glicose € na
manutencao dos niveis
normais de glicose no sangue
em fungéo dos niveis de
nutrientes e sob fome.
Desempenha um papel na
geragao de espécies reativas

de oxigénio.

ARNT2

1,8348

1,83E0¢

Fator de transcrigdo que
desempenha um papel no
desenvolvimento do eixo

hipotalamo-hipofise, no
crescimento cerebral pés-natal
e na funcao visual e renal.

HK2

1,7677

0,0010

Catalisa a fosforilagédo de
hexose.
Desempenha um papel
fundamental na manutengao
da integridade da membrana

mitocondrial externa,
impedindo a liberagao de
moléculas apoptogénicas do
espaco intermembrana e
subsequente apoptose.

PLOD1

0,7036

0,0045

Parte de um complexo
composto por PLOD1, P3H3 e
P3H4 que catalisa a
hidroxilagao de residuos de
lisina nas cadeias alfa de
colageno e é necessario para
a montagem normal e
reticulacao de fibrilas de
colageno (por similaridade).

MIR145

2,3624

0,0176

MicroRNA 145. Entre suas
vias relacionadas estéo a
diferenciagéo celular - indice
expandido e regulagao de
miRNA da resposta a danos
no DNA.

KCNMBH1

3,2424

0,0282

Atua como um regulador
negativo da contragéo do

musculo liso, aumentando a
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sensibilidade do calcio ao
KCNMAT1.

AJUBA

1,1039

0,0005

Envolvido em processos
celulares, como determinacao
do destino celular,
organizacao do citoesqueleto,
repressao da transcrigao
génica, mitose, adesao célula-
célula, diferenciacao celular,

_ proliferagao e migragao.

E um componente da via de
sinalizagao de IL-1 que
modula a ativacao de NFKB1
induzida por IL-1.

Atua como um regulador
hipéxico, permitindo a
degradacao eficiente do
HIF1A.

Regula positivamente o
silenciamento génico mediado
por miRNA.

PDGFA

1,6971

9,77E708

Fator de crescimento que
desempenha um papel
essencial na regulagao do
desenvolvimento embrionario,
proliferagao celular, migragéo
celular, sobrevivéncia e
quimiotaxia.
Necessario para o
desenvolvimento normal de
oligodendrécitos e
mielinizagdo normal na medula
espinhal e cerebelo.

VEGFA

1,2435

1,63E

Induz a proliferacao de células
endoteliais, promove a
migragao celular, inibe a
apoptose e induz a
permeabilizagdo dos vasos
sanguineos.

Expressao génica regulada negat

ivamente

RGCC

-1,17255

0,008122

Modula a atividade de
quinases especificas do ciclo
celular.

PENK

-2,37991

1,17E-05

Aumenta a liberagao de
glutamato no corpo estriado e
diminui a concentragéo de
GABA no corpo estriado.

ND4

-1,07443

0,012362

Subunidade central do
Complexo | da cadeia
respiratéria. Essencial para a
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atividade catalitica e
montagem do complexo |.
FMN2 -1,06274 1,04E-05 Desempenha um papel nas

respostas a danos no DNA,
estresse celular e hipoxia,
protegendo o CDKN1A contra

a degradacao e, portanto,

desempenha um papel na
parada do ciclo celular
induzida por estresse.
PPARG -1,44229 0,001734 Regulador chave da
diferenciagao de adipdcitos e
da homeostase da glicose.
ATP6 -1,6935 0,00011 Subunidade 6 da ATP sintase
da membrana mitocondrial.
Componente chave do canal
de protons.

Abreviacdes: miRNA= microRNA; KCNMA1= Subunidade alfa-1 do canal de potassio

ativado por calcio; NFKB1= Subunidade 1 do Fator Nuclear Kappa B; IL-1= Interleucina 1;
HIF1A= Fator 1-alfa induzivel por hipéxia; CDKN1A= Inibidor de quinase dependente de
ciclina 1A, DNA= Acido desoxirribonucleio; PLOD1= Procolageno-lisina,2-oxoglutarato 5-
dioxigenase 1; P3H3= Prolil 3-hidroxilase 3; P3H4= prolil 3-hidroxilase 4; GABA = Acido
gama-aminobitirico; ATP = Adenosina trifosfato.
Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Ao buscar expressédo diferencial especificamente dos genes envolvidos nas
vias de sintese da BH4 foi encontrado que todos os genes apresentaram valores
negativos de log2FoldChange (Figura 7A e Tabela 4). Apesar da expressao
diferencial dos genes nao apresentar valores significativos de log2FoldChange e de P
(Padj < 0,05; log2FoldChange < -1 ou = 1) (Tabela 4) ao serem comparados 0s
fibroblastos deficientes em DARS2 com o controle, os genes se apresentam regulados
negativamente como representado na Figura 7B. Pode ser observado na figura que
os fibroblastos provenientes do individuo que se apresentou com fendétipo sintomatico
(Tabela 1) mostrou uma regulacdo mais negativa em relagdo ao outro individuo
deficiente em DARS2 que ainda ndo manifestou a doenca, ao compara-los com o
controle (Figura 7B).
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Figura 7 - Expresséao diferencial dos genes envolvidos nas vias de sintese de
tetraidrobiopterina (BH4) em fibroblastos deficientes em DARS2

A) Expresséo diferencial dos genes envolvidos B) Mapa de calor
na biossintese da BH4
()
2 PTS I 1
c -0.2 05
S
35 GCH1 0
£ 04 N
> PCBD2
8 L
IR QDPR
-0.6 T T 1

SPR

PCBD1

IPassagem 7 Passagem 8I ISintomé\tico AssintométicoI
Controle DARS2

Legenda: (A) Grafico de barras representando o valor de log2FoldChange dos genes
envolvidos na via de sintese da BH4. (B) Mapa de calor representando uma comparagao da
expressdo dos genes envolvidos nas vias de sintese da BH4 nas amostras de fibroblastos deficientes
em DARS2 (o individuo sintomatico e o individuo assintomatico) em comparagédo com o controle.
Para o controle estao representadas duas amostras obtidas do mesmo individuo, mas em diferentes
passagens celulares: passagens 7 e 8. Em escala de azul estdo representados os genes regulados
negativamente, e em escala de vermelho os regulados positivamente. Abreviagdes: GCH1= GTP
cicloidrolase; PTS= 6-Piruvoiltetrahidropterina sintase; SPR= Sepiapterina redutase; QDPR= Quindide
dihidropteridina redutase; PCBD1= Pterina-4 alfa-carbinolamina desidratase 1; PCBD2= Pterina-4

alfa-carbinolamina desidratase 2. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 4 - Expressao diferencial dos genes envolvidos nas vias de sintese da BH4

em fibroblastos deficientes em DARS2

Gene log2FC Pvalue Padj
GCH1 -0,0424 0,4065 0,8539
SPR -0,1243 0,2511 0,7343
QDPR -0,5251 0,0025 0,0566
PTS -0,11838 0,2714 0,7537
PCBD2 -0,3321 0,0254 0,2498
PCBD1 -0,4496 0,0160 0,1924

Abreviagdes: GCH1= GTP cicloidrolase; PTS= 6-Piruvoiltetrahidropterina sintase;

SPR= Sepiapterina redutase; QDPR= Quinodide dihidropteridina redutase; PCBD1= Pterina-4
alfa-carbinolamina desidratase 1; PCBD2= Pterina-4 alfa-carbinolamina desidratase 2. Fonte:

Elaborado pela autora (2024).

Para confirmar a regulagdo negativa dos genes envolvidos na biossintese de

BH4 apresentados na Figura 7 e na Tabela 4, foi realizada a quantificacdo da

expressao génica por gPCR do gene GCH1 que codifica para a enzima limitante da

via metabdlica, a GTPCH. A Figura 8 A mostra que o individuo sintomatico apresentou

expressao reduzida do gene GCH1 em relagédo ao controle [Fee)= 53,43; P < 0,05],

enquanto o individuo assintomatico nao apresentou diferenca na expressao do gene

(P > 0,05) (Figura 8A). A reducdo na expressdo génica de GCH1 resultou numa

incapacidade da enzima GTPCH de aumentar a atividade enzimatica quanto
estimulada por LPS (Interacéo= [F,12= 9,72; P < 0,01]; LPS= [F(1,12= 6,66; P < 0,05];

Gen6tipo= [Fe,12)= 5,05; P < 0,05) (Figura 8B).
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Figura 8 - A via da sintese de novo da tetraidrobiopterina (BH4) se encontra

comprometida nos fibroblastos dos individuos afetados pela deficiéncia em DARS2

A) < B)
Expressao de GCH1 160+ e
0.000015  sxxk ey u
©
< é £ 1201 !
Z ﬂ{_l hd g £ ook
Ew® &S 100
8 £ 0.000010+ o2
? < s ?
O s
gs 2t
S x ©
85 . 3
23 0.000005 oo g g Cdcontrole
\GE, ‘& £ [ Sintomatico
z [ Assintomatico
0.000000

Legenda: (A) Quantificacdo da expressado do gene GCH1 realizado por gPCR. O RNA total
foi extraido dos fibroblastos empregando o kit comercial PureLink™ RNA Mini (Invitrogen, Cat.12—
183-018A, Waltham, EUA) e as amostras foram tratadas com PureLink™ DNase Set (Invitrogen, Cat.
12.185.010) para produzir RNA puro. (B) Atividade da GTP cicloidrolase (GTPCH), enzima limitante
da via de novo da BH4 e do fluxo metabdlico da pterina. A atividade da GTPCH foi mensurada em
condigdes basais e apds serem expostas a lipopolissacarideo bacteriano (LPS; 2 mg/mL; 24 h; LPS,
Sigma cepa E. coli 0127:B8, St. Louis, MO, Estados Unidos). A atividade da GTPCH foi mensurada
espectrofotométricamente a 240 nm. (C) LPS é um dos principais ativadores da transcricdo de GCH1,
0 que rapidamente ativa a biossintese de BH4. O esquema mostra a modulagcéo da via da sintese de
novo de biossintese de BH4 quando estimulada por LPS. Os fibroblastos deficientes em DARS2 nao
mostraram diferengas em condi¢des basais em relagao ao controle, mas quando estimulados com
LPS sé o controle respondeu positivamente aumentando a atividade. As barras representam a média
* erro padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida de comparagdes multiplas. * P < 0,05; ** P<
0,01; *** P< 0,001. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Considerando a existéncia de polimorfismos no gene GCH1, dois dos SNIPs
reportados no haplétipo funcional do gene, ATG (rs8007267-rs3783641-rs10483639),
relacionado com uma menor expressdo do gene GCH1 e consequente menor
producdo de BH4 foram adicionalmente estudados nos fibroblastos dos individuos
com deficiéncia em DARS2 (Tabela 1). A Figura 9 mostra que o SNIP rs8007267 se
apresentou em homozigose do alelo C ambas as amostras (Figura 9A e 9B). Da
mesma forma que o SNIP rs3783641 se apresentou em homozigose do alelo T em
ambas as amostras (Figura 9C e 9D). Esses dados indicam que os fibroblastos
deficientes em DARS2 se apresentaram em homozigose para um dos SNIPs
relacionados com uma menor biossintese de BH4.



Figura 9 - Polimorfismos de nucleotideo unico (SNIP) do gene GCH1
identificados em fibroblastos deficientes em DARS2
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Legenda: A genotipagem por discriminacao alélica foi realizada pela reac¢éo

utilizando a sonda rs8007267. (B) Grafico e amplificagao do individuo assintomatico

em cadeia da

polimerase em tempo real utilizando o kit TagMAN® SNP Genotyping Assay (ThermoFicher Catalog #
43513779) e TagMAN® Universal PCR Mastermix. O DNA foi extraido empregando o kit comercial
DNeasy Blood & Tissue (giagen Cat. 69504). (A) Grafico e amplificagcdo do individuo sintomatico

utilizando a

sonda rs8007267. A linha laranja representa o fluoréforo VIC® e a roxa o FAM®. O SNIP se

em ambas as amostras. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

apresentou em homozigose do alelo C (representado por VIC®) em ambas as amostras. (C) Gréfico e
amplificagéo do individuo sintomatico utilizando a sonda rs3783641. (D) Grafico e amplificacao do
individuo assintomatico utilizando a sonda rs3783641. A linha amarela representa o fluoréforo VIC® e

a cinza o FAM®. O SNIP se apresentou em homozigose do alelo do alelo T (representado por FAM®)
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7 DISCUSSAO

As DMP sao os disturbios metabdlicos e neurolégicos hereditarios mais
comuns, afetando 12,5 adultos e 4,7 criangas a cada 100.000 individuos (GORMAN
et al.,, 2015). Sdo doengas caracterizadas por defeitos na estrutura e na funcao
mitocondrial e podem ser causadas por mutacées do nDNA e/ou do mtDNA. Até o
momento existem apenas tratamentos paliativos e empiricos para as DMP (VU;
HIRANO; DIMAURO, 2002). A heterogeneidade genética, a fisiopatologia mal
compreendida e a dificuldade da conducdo de ensaios clinicos representam
obstaculos no caminho de um tratamento eficaz. Tendo em vista que as DMP séo
condicoes hereditarias altamente debilitantes com graves consequéncias para a
saude dos portadores novas opcdes de tratamento mais eficazes sdo necessarias.
Diante disso e levando em conta o conhecimento sobre os papéis biolégicos néao
candnicos mais recentemente descritos sobre o metabolismo da BH4 ativando a
funcdo mitocondrial e o sistema antioxidante, entre outros (GHISONI et al., 2015,
2016; CRONIN et al., 2018; DE PAULA MARTINS et al., 2018b), a suplementacao
com essa pterina poderia representar uma estratégia inovadora para o tratamento das
DMP, visando uma melhora da qualidade de vida dos individuos afetados.

Nosso grupo demonstrou que o metabolismo da BH4 apresenta fungdes
fisiolégicas adicionais as de cofator, apresentando propriedades de ativar o
funcionamento mitocondrial (CRONIN et al., 2018; DE PAULA MARTINS et al., 2018b;
DE PAULA MARTINS et al., 2018a), aumento da resisténcia contra o0 estresse
oxidativo (GHISONI et al., 2015) (DE PAULA MARTINS et al., 2018a), favorece um
estado anti-inflamatério (LATREMOLIERE et al., 2015; GHISONI 2016) e estimula
processos cognitivos (GHISONI et al., 2016; LATINI et al., 2018). Por outro lado, de
acordo com essas fungdes, foi descrito que quando os niveis de BH4 se tornaram
limitantes foi favorecida a maior produgcédo de EROS, dano mitocondrial, aumento da
resposta inflamatéria, prejuizos na neurotransmissdo e na sinalizacao cerebral
(CRONIN et al., 2018; KIM et al., 2007; WERNER; BLAU; THONY, 2011; BAILEY et
al., 2017; RIVERA et al., 2017; KIM et al., 2019). Assim, a evidéncia disponivel na
literatura mostrou que a deficiéncia em BH4 resulta em disfungdo mitocondrial; porém,
ainda nao ha evidéncias de que o metabolismo da BH4 esteja prejudicado nas DMP.
Caso essa relacao seja identificada, a suplementagcdo com a BH4 poderia se tornar
um tratamento visando a melhora na qualidade de vida dos individuos afetados pela
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disfuncao mitocondrial. O racional desta proposta € que ao aumentar os niveis
intracelulares de BH4, espera-se que as principais fungbes antioxidantes, anti-
inflamatérias e relacionadas com uma melhora na saude mitocondrial sejam
estimuladas em tecidos com alto conteldo em mitocdndrias, como por exemplo, no
cérebro.

Diante do exposto, nesse trabalho foi investigado se o metabolismo da BH4
esta de fato comprometido em disfun¢des mitocondriais adquiridas e genéticas. Para
isso, 0 metabolismo da BH4 foi investigado em dois sistemas com a presenca de
disfungbes mitocondriais. O primeiro foi 0 sistema de deficiéncia mitocondrial induzido
quimicamente pela administragéo de reserpina. Essa toxina é empregada na inducéo
experimental da DP, uma vez que atua como um inibidor do transportador vesicular
da dopamina, comprometendo a sinalizagdo dopaminérgica (DUTY; JENNER, 2011).
A reserpina também provoca deficiéncia energética por inibir a atividade do complexo
| mitocondrial, entre outros efeitos deletérios (SCHAPIRA, 1990; BRUM et al., 2020).
O segundo sistema onde o metabolismo da BH4 foi investigado foi na deficiéncia
primaria do gene DARS2. Essa condicdo é causada por uma mutacdo no gene
DARSZ2, que codifica a aspartil-tRNA sintetase mitocondrial (SCHEPER et al., 2007).
A deficiéncia em DARS2 resulta em prejuizos na sintese de proteinas mitocondriais.
A desregulacdo da sintese de proteinas mitocondriais resulta em forte deficiéncia da
cadeia respiratdria mitocondrial e ja existe evidéncia de uma redug¢édo nos niveis das
subunidades dos complexos |, lll e IV (DOGAN et al., 2014). Portanto, esse sistema
representa uma deficiéncia primaria mitocondrial, mas uma deficiéncia secundaria na
atividade do complexo | da cadeia respiratoria.

O complexo | € o maior componente proteico presente na membrana
mitocondrial interna e é formado por sete unidades codificadas pelo mtDNA e por ao
menos 34 subunidades codificadas pelo nDNA. Os complexos | e Il sé&o os principais
geradores de EROS (BOVERIS; CADENAS; STOPPANI, 1976; CHEN et al., 2003) e
esta producao se intensifica quando ocorre um bloqueio durante a transferéncia de
elétrons (TURRENS; BOVERIS, 1980). Alem disso, as EROS formadas no complexo
| sdo liberadas na matriz mitocondrial (CHEN et al., 2003), provocando danos
oxidativos nas enzimas mitocondriais, incluindo os complexos da cadeia respiratoria,
enzimas do ciclo de Krebs, cinases e varias outras proteinas, bem como no mtDNA
(BANDY; DAVISON, 1990; HAUSLADEN; FRIDOVICH, 1994). Com base nisso, a

atividade do complexo | também foi quantificada em ambos os sistemas analisados.
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Outro parametro analisado foi a dindmica mitocondrial, que representa a capacidade
das mitocondrias de se adaptar a demandas energéticas celulares modulando os
processos de fuséo e fissdo, sendo assim um processo fundamental para manutencao
da saude celular (CHEN; CHAN, 2010; WESTERMANN, 2010). Esse processo tem o
papel de manter a forma, distribuicdo e tamanho das mitocondrias. As adaptagdes
mitocondriais morfoldgicas transitérias e rapidas sao cruciais para muitos processos
celulares, como ciclo celular, imunidade, apoptose e controle de qualidade
mitocondrial. Mutagcdes nos componentes centrais da maquinaria e defeitos na
dindmica mitocondrial tém sido associados a inumeras doengas humanas (TILOKANI
et al., 2018).

Os resultados obtidos demonstraram que a deficiéncia na atividade do
complexo | induzido por reserpina também provocou alteracdes na dinamica
mitocondrial. O uso da MET para avaliar a morfometria mitocondrial no quadriceps
dos animais tratados com reserpina permitiu identificar numerosas adaptacgdes,
incluindo aumento no tamanho e fusdo das mitocondrias, e alteracdo na forma das
mitocéndrias IMF, que se apresentaram ramificadas apds o tratamento com reserpina.
Essas alteragbes na forma das mitocbndrias foram anteriormente descritas no
musculo estriado cardiaco de roedores tratados com uma dose similar de reserpina
aquela usada neste trabalho. Os autores também demonstraram mitocondrias
disformes e ramificadas ap6s 12 h do tratamento com a toxina (IWAYAMA,1972 ).

Devido a conhecidas diferencas topoldgicas, funcionais e morfolégicas entre
mitocéndrias SS e IMF (PALMER; TANDLER; HOPPEL, 1977) as quantificacées da
morfometria mitocondrial foram realizadas neste estudo em ambas as subpopulacées
mitocondriais. As mitocondrias SS estao localizadas abaixo da membrana plasmatica,
muitas vezes préximas de mionucleos e capilares; enquanto as mitocondrias IMF
estdo localizadas no nucleo das miofibras e entre as miofibrilas (MULLER, 1976;
KAYAR, 1988). Em comparagdo com as mitocondrias IMF, as mitocéndrias SS
normalmente tém menor capacidade oxidativa, produzem niveis mais baixos de EROS
e sao mais sensiveis a eventos pré-apoptéticos (PALMER; TANDLER; HOPPEL,
1977; SERVAIS et al., 2003; ADHIHETTY et al., 2005).

Foi observado que as mitocondrias SS se apresentaram na sua maioria como
unidades esféricas isoladas, embora mitocéndrias relativamente alongadas também
foram observadas. As mitocdndrias IMF se organizaram em um reticulo

interconectado por tubulos mitocondriais transversais proximos a linha Z. Esses
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resultados estdo de acordo com um estudo prévio de fisiologia comparativa onde
mostrou que a arquitetura mitocondrial € caracterizada por mitocéndrias arredondadas
na regiao sarcolemal e mitocdndrias que apresentaram projecdes que se estendem
entre as miofibrilas no musculo séleo e no masculo vasto lateral de camundongos
(KIRKWOOD; MUNN; BROOKS, 1986).

Ao observar a morfologia das mitocéndrias apds o tratamento com a reserpina
os resultados mostraram alteragdes no tamanho, na taxa de ramificagdo mitocondrial
e na distribuicdo das mitocondrias IMF, resultando em mitocéndrias IMF com maior
superficie, formato tubular, e interconectadas através do sarcémero. Tem sido descrito
que essas adaptacbes mitocondriais com interconexdes entre as membranas
mitocondriais resultantes de deficiéncias energéticas permitem a troca de moléculas
(ions, lipidios, proteinas) entre as organelas (SKULACHEV, 2001; CHEN;
MCCAFFERY; CHAN, 2007), protegendo as mitocéndrias saudaveis do processo de
mitofagia (GOMES; BENEDETTO; SCORRANO, 2011; RAMBOLD et al., 2011). As
mitocéndrias SS também apresentaram uma maior superficie no musculo de animais
que receberam reserpina, embora se mantiveram com uma morfologia mais esferoide
do que as IMF, demonstrando que a reserpina causou um aumento do tamanho de
ambas as subpopulagbes de mitocéndrias. Também foi observado um aumento da
ramificagcdo de ambas subpopula¢des de mitocdndrias que receberam reserpina. Em
mitocéndrias IMF foi observado um aumento na circularidade, enquanto esse efeito
nao foi demonstrado nas mitocéndrias SS, ja que fisiologicamente ja apresentavam
um formato mais circular. Entretanto, o conteido mitocondrial ndo sofreu alteracées
em nenhuma das subpopula¢gdées mitocondriais, demonstrando que o tratamento com
reserpina ndo promoveu um aumento na quantidade de mitocondrias totais, senao
uma adaptacdo metabdlica que promoveu a mudanga na morfologia.

Todas essas alteragbes morfolégicas mostram que a inducéo da deficiéncia
do complexo | prejudicou a dindmica mitocondrial. A dinamica mitocondrial nas fibras
musculares esqueléticas desempenha diferentes papéis funcionais, contribuindo tanto
para a funcao mitocondrial normal bem como para a fisiologia do musculo esquelético
(CHEN et al., 2010). Por exemplo, a deficiéncia em Mfn1 (mitofusina 1) e Mfn2
(mitofusina 2) comprometeu de forma crénica a fusdo mitocondrial resultando no
acumulo de danos e mutacées no mtDNA, deplecao do mtDNA e comprometimento
da capacidade respiratéria maxima que no musculo esquelético de camundongos

(CHEN; CHAN, 2010). Dessa forma, além do papel da dindmica mitocondrial de
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permitir a troca de conteddo entre as mitocondrias e manter o numero de organelas
funcionais, um nivel adequado de fusdo mitocondrial parece ser essencial para
preservar a funcdo do mtDNA (CHEN; CHAN, 2010).

Dessa forma, ap6s demonstrar que o quadriceps de animais tratados com a
reserpina tiveram alterados parametros mitocondriais que evidenciaram adaptagdes
de dinamica mitocondrial induzidas por disfungdes no metabolismo, 0 préximo passo
para comprovar a hipétese do trabalho foi a quantificacao das concentracées de BH4
nos tecidos e fluidos desses animais. As menores concentragdes de BH4 tanto no
estriado quanto nos fluidos biolégicos de animais tratados com reserpina demonstram
uma possivel relagdo entre a deficiéncia mitocondrial e a producao de BH4. Esta é a
primeira vez que este tipo de estudo tem sido realizado, demonstrando alteragdes
mitocondriais de dindmica e fisiologia associadas as concentracdes teciduais e
extracelulares de BH4. Um estudo demostrou alteracées na dinamica mitocondrial em
tecido cardiaco com deficiéncia em BH4 (KIM et al., 2019), embora o trabalho tenha
sido realizado em tecido cardiaco, o musculo quadriceps também ¢é estriado e
oxidativo e assim € plausivel de realizar comparagdes.

Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa ja demostraram que células
imunes com deficiéncia na sintese de BH4 (animal nocaute para o gene que codifica
para GTPCH — enzima limitante do fluxo de sintese de BH4 —, ou células tratadas com
SPRi3 e QM385 - inibidores farmacoldgicos da sintese de BH4 —) apresentam
prejuizos na expansao celular e infiltragcdo nos tecidos por falhas na producéao de ATP
(CRONIN et al., 2018). Essa disfungao mitocondrial foi caracterizada por aumento de
EROS, diminuicdo da respiracdo celular e do ferro mitocondrial (necessario para a
formacao dos complexos da cadeia respiratdria) e aumento nas concentracdes de
lactato e piruvato (CRONIN et al., 2018). Ainda, foi observado que a reposicao das
concentragdes intracelulares de BH4, restaurou a sintese de ATP e a resisténcia
contra o estresse oxidativo (CRONIN et al., 2018). Outro trabalho do nosso grupo
demonstrou que um animal com deficiéncia em parkina (modelo experimental da DP
induzido geneticamente) apresentou alteragdes no metabolismo da BH4 (DE PAULA
MARTINS et al., 2018b). Considerando que o presente estudo utilizou um sistema de
inducdo quimica de DP, fica evidenciado que o metabolismo da BH4 se encontra
prejudicado em dois sistemas experimentais de DP. Ademais, foi demonstrado que
um pré-tratamento com neopterina (subproduto da via de sintese de novo da BH4)
aumentou a funcao mitocondrial em células nervosas humanas (DE PAULA MARTINS
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et al., 2018a). Dessa forma, ja existem evidéncias de que um subproduto da via da
BH4 pode ser benéfico para melhora da fun¢gdo mitocondrial.

Apbs a nossa primeira prova conceitual de que a biossintese da BH4 se
encontra prejudicada em uma condi¢ao na qual a deficiéncia mitocondrial foi induzida
quimicamente em animais, 0 passo seguinte foi investigar o metabolismo da BH4 em
uma condicao de deficiéncia mitocondrial genética em células humanas. Para isso
foram utilizados fibroblastos provenientes de individuos com deficiéncia no gene
DARS2 que apresentaram sinais compativeis com a doenga LBSL. O ponto de partida
foi investigar como estava a atividade mitocondrial nos fibroblastos deficientes em
DARS2. Foi demonstrada uma diminui¢cdo da atividade dos complexos | e IV da cadeia
respiratdria. Esses resultados estdo de acordo com as deficiéncias nas atividades dos
complexos |, Il e IV descritos em tecido cerebral e musculos estriados (esquelético e
cardiaco) de animais com nocautes condicionais para DARS2 (ARADJANSKI et al.,
2017; DOGAN et al., 2014).

A atividade do complexo Il ndo se mostrou alterada nos fibroblastos deficientes
em DARS2, no entanto, € de esperar que nao existam inibicbes neste complexo
mitocondrial, visto que a sintese das proteinas constituintes deste complexo
mitocondrial estdo todas codificadas pelo nDNA (Nelson 2019). Considerando que
mutacdes globais do gene DARS2 sao letais em animais ainda em desenvolvimento
embrionario (DOGAN et al., 2014), o estudo em fibroblastos deficientes em DARS2
representa de um substrato biolégico de facil acesso para identificar novas
substancias farmacoldgicas para tratamento dessa condicao.

O segundo passo para investigar a fungao mitocondrial e 0 metabolismo da
BH4 nos fibroblastos deficientes em DARS foi analisar o transcriptoma global com o
intuito de observar se o metabolismo da BH4 se encontraria alterado. A
transcriptémica utilizando o sequenciamento de nova geracdo permite a andlise da
expressao de transcritos em diferentes condicdes fisioldégicas e patoldgicas. Esta
possibilidade metodolégica expande o entendimento da relacao entre o transcriptoma
e o fenétipo de um organismo (MILWARD, HONDERMARCK, 2016), permitindo a
analise da modulacéo de vias metabdlicas em condi¢des patoldgicas e possibilitando
a deteccéao de padrdes de expressado em vias especificas (LIANG et al., 2013).

Os resultados da analise de expressao diferencial dos genes em fibroblastos
deficientes em DARS2 identificou um total de 717 genes diferencialmente expressos,
sendo a maioria, 488, regulados negativamente. Entre os genes regulados
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positivamente em fibroblastos deficientes em DARS2 estdo genes relacionados com
processos de endocitose e splicing, enquanto os regulados negativamente com
processos de formacao estrutural celular. Resultados semelhantes ja foram descritos
através do sequenciamento de célula unica em iPSC obtidas de individuos afetados
por LBSL. O estudo identificou 736 genes diferencialmente expressos e o processo
de splicing se encontrou também regulado positivamente (GUANG et al., 2023). A
expressao desregulada de genes que codificam proteinas do spliceossomo pode
sugerir que eventos de splicing podem estar relacionados com ao menos alguns dos
mecanismos fisiopatolégicos em LBSL.

Ao ser realizada uma analise de enriquecimento desses genes expressos
diferencialmente foram encontradas enriquecidas vias como a do processo de
fosforilacdo oxidativa e vias que estimulam a glicélise. Quanto aos processos
bioldgicos enriquecidos, se destacaram processos envolvendo a resposta a baixos
niveis de oxigénio. Essas adaptagdes celulares também foram identificadas em iPSC
de LBSL estando de acordo com que a deficiéncia mitocondrial causada pela mutacao
no gene DARS2 provoca alteragbes negativas na cadeia respiratoria, resultando em
comprometimento da respiracao celular. Além disso é possivel destacar que o gene
ND4 se encontrou regulado negativamente nas iPSC, sendo um gene essencial para
a atividade catalitica e montagem do complexo | (NEWMAN et al., 2021), evidenciando
mais uma vez que o complexo | esta prejudicado em LBSL.

Apé6s analisar o transcriptoma global dos fibroblastos dos participantes do
nosso estudo foi feita uma busca especifica de como estava regulada a expressao
dos genes envolvidos na via de sintese da BH4. Foi demonstrado que todos os genes
envolvidos na biossintese da BH4 apresentavam um valor de expressdo de
log2foldchange negativo. Apesar de nao apresentaram valores significativos
(log2FoldChange < -1 e padj < 0,05) esse valor tem sido usado como ponto de corte
para distinguir a expresséo diferencial na maior parte dos estudos publicados (YANG
et al., 2002). O presente estudo também contou com a limitagdo de um baixo niumero
de amostras, dificultando a execucdo das comparagdes. Entretanto por se tratar de
amostras humanas de individuos acometidos por uma doencga autossémica recessiva
rara causada por mutagdes no gene DARS2 (SCHEPER et al., 2007) os achados se
tornam relevantes.

Apesar da analise de expressdo diferencial dos genes envolvidos na
biossintese da BH4 nao apresentarem valores significativos, ao serem comparados
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0s niveis de expressao dos fibroblastos deficientes em DARS2 com o controle em um
mapa de calor, utilizando o método WardD2, foi constatado que os individuos
deficientes em DARS2 mostraram valores de expressdo negativa dos genes
envolvidos na via de sintese da BH4 em comparacdo com o controle. O método
WardD2 define a distancia entre dois clusters como o valor maximo de todos os
pareamentos entre os elementos do cluster 1 e os elementos do cluster 2
(KASSAMBARA, 2017). Também ¢é possivel destacar que o individuo afetado por
LBSL que se apresentou sintomatico demostrou valores mais negativos de expressao
que o individuo assintomatico, demostrando ser possivel uma relacdo de gravidade
da doenca e os niveis de sintese de BH4.

Para comprovar os achados gerados pela analise do transcriptoma foi
realizado um qPCR para analisar a expressao relativa do gene GCH1 nos fibroblastos
deficientes em DARS2, uma vez que esse gene codifica para a enzima GTPCH,
enzima limitante da biossintese da BH4 (THONY; AUERBACH; BLAU, 2000). Os
resultados demonstraram que o individuo sintomatico apresentou expressao de GCH1
significativamente menor em relacdo ao controle, enquanto que o individuo
assintomatico ndo demonstrou diminuigdo na expressdo do gene. Esse resultado
pode ser uma possivel explicagdo para a expressao diferencial do gene GCH1 nao ter
resultado em valores significativos, uma vez que na andlise de expresséao diferencial
as comparacoes foram realizadas em fibroblastos deficientes em DARS2 como um
anico grupo e nao individualmente (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Ademais, esse
resultado se mostra como mais uma possivel demonstracdo de que ha uma relagéao
entre os niveis de BH4 e a gravidade da doenca, uma vez que o individuo sintomatico
apresentou significativa reducao da expressao de GCH1 enquanto o assintomatico
nao apresentou diferencas na expressdo em comparacao com o controle.

O passo seguinte foi analisar a atividade da enzima GTPCH, codificada pelo
GCH1 (THONY; AUERBACH; BLAU, 2000). Em condicées basais nio foram
encontradas diferencas na atividade enzimatica entre o controle e os fibroblastos
afetados pela mutacdo no gene DARS2. Entretanto, ao ser analisada a atividade
enzimatica na presenca de LPS, um dos principais ativadores da transcricao de GCH1
(BAUER et al., 2002), foi demonstrado um aumento na atividade da enzima apenas
no controle, mas nao nos fibroblastos deficientes em DARS2. Isso sugere que
fibroblastos deficientes em DARS2 nado podem atender demandas de uma maior
sintese de BH4 em situac6es de estresse celular, ocasionado um prejuizo secundario
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nos sistemas que necessitam do cofator para o funcionamento celular. Também é
possivel notar que o individuo assintomatico apresentou uma diferenga menor em
relacdo ao controle, mostrando mais uma vez que a gravidade da doenga pode estar
relacionada com os niveis da BH4.

Como um ultimo passo também foi analisada a presencga de polimorfismos do
gene GCH1 nos fibroblastos deficientes em DARS2, uma vez que tem sido
demonstrado que existem polimorfismos do gene que estado relacionados com um
menor producado de BH4. O haplétipo funcional do gene GCH1, ATG (rs8007267-
rs3783641-rs10483639), esta associado a menor expressao do gene GCH1, menor
disponibilidade plasmética e vascular de BH4 e resultados adversos a saude
(TEGEDER et al., 2006; ANTONIADES, 2008). O haplétipo pode ser determinado por
trés SNPs: rs8007267; rs3783641 e rs10483639 (Lupo et al 2012). Nesse trabalho foi
investigada a presenca de dois dos SNPs do haplétipo, o rs8007267, rs378364.
Entretanto nos fibroblastos deficientes em DARS2 sé foi identificado o alelo T em
homozigose para o SNP rs3783641, ndo estando presente o alelo A no SNP
rs8007267, portanto os individuos nao apresentaram o haplétipo relacionado com
menor producdo de BH4. Esses resultados demonstrando que os fibroblastos
deficientes em DARS2 n&o possuem o haplétipo do gene GCH1 relacionado com uma
menor producdo de BH4 podem significar que as perturbagdes no metabolismo da
BH4 ndao sdao em decorréncia de mecanismos genéticos intrinsecos da via de
biossintese, mas estdo associadas diretamente com a mitocondria. Dessa forma, a
integridade e o correto funcionamento da mitocdndria seriam essenciais para
manutencdo do metabolismo da BH4. Entretanto novos estudos com maior numero
de amostras sdo necessarios para corroborar com esses achados.

A utilizacao de fibroblastos para caracterizar o comprometimento mitocondrial
na deficiéncia de DARS2 é relevante uma vez que as culturas celulares podem ser
utilizadas como ferramentas valiosas e acessiveis para a identificacdo de potenciais
novos tratamentos para DMP. Além disso, essas células também podem ser
reprogramadas com sucesso para se tornarem iPSC, oferecendo a oportunidade de
gerar linhas celulares especificas ajudando a modelar doengas humanas. Somando-
se a isso, os fibroblastos da pele, sdo faceis de coletar e altamente proliferativos,
fornecendo uma fonte renovavel de células. Diante disso, os fibroblastos derivados de
uma deficiéncia de DARS2 apresentaram uma valiosa ferramenta de pesquisa para a

compreensao de sua fisiopatologia e para o desenvolvimento de novos tratamentos
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Diante dos achados, foi demonstrado que em condic¢ao de deficiéncia adquirida
quimicamente a disfun¢cao mitocondrial cursa com uma diminuigéo dos niveis da BH4.
Também foi demonstrado que em condi¢cdo genética de disfuncdo mitocondrial o
metabolismo da BH4 se encontra prejudicado, ressaltando-se que foram encontradas
diferengcas nos resultados no individuo sintomatico e no individuo assintomatico,
mostrando uma possivel relagdo entre um metabolismo da BH4 prejudicado e a
gravidade da doenca/deficiéncia mitocondrial. Diante desses fatos é possivel propor
que a suplementagao para obter a recuperacao de niveis fisiolégicos de BH4 poderia
ser uma nova alternativa de tratamento que poderia aumentar a qualidade de vida dos
individuos afetados por disfungées mitocondriais. Considerando que a BH4 é
aprovada pelo FDA desde 2007 para tratamento de fenilcetonuria
(www.accessdata.fda.gov, acessado em 16 de janeiro de 2024, numero de aplicacéo
ND 022181) e tem sido administrada em milhares de individuos, incluindo criangas,
sem efeitos secundarios importantes (MUNTAU et al., 2021) essa se torna uma opgéao
viavel de tratamento. Além disso, o tratamento com a administracdo de BH4 tem sido
usado em ensaios clinicos para doencas cardiacas, pulmonares, reumatolégicas,
dérmicas e psiquiatricas, deméncia, menopausa, envelhecimento e doencgas
hereditarias. Todos esses ensaios clinicos sdo publicados em ClinicalTrials.gov e
foram baseados na seguranga da administragdo da BH4 (MUNTAU et al., 2021).
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8 PERSPECTIVAS

Pretende-se explorar o metabolismo da BH4 em diversos disturbios
mitocondriais de origem genética, com o intuito de determinar se o comprometimento
metabdlico da BH4 persiste em diferentes deficiéncias energéticas. Além disso, se
anseia conduzir investigagdes futuras que envolvam o tratamento com BH4, ou seus
precursores, como a sepiapterina, em células e/ou animais que apresentem alguma
disfuncdo mitocondrial. Esse delineamento experimental permitiria avaliar se a
administragdo de BH4 desempenha um papel causal na melhora da funcgéo

mitocondrial, bem como investigar os mecanismos subjacentes a esse processo.

9 CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho demonstraram uma estreita relacdo entre
disfuncao mitocondrial e déficits na biossintese da BH4, que parece estar associado
a gravidade da deficiéncia mitocondrial. Dessa forma, se torna plausivel sugerir que a
suplementacao com BH4 pode ser uma inovadora estratégia terapéutica para melhora
das fun¢des mitocondriais, visando a cura ou uma melhora na qualidade de vida dos

individuos afetados pelas DMP.
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