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INTRODUCAO:

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela producdo de energia celular (ATP) por fosforilacdo
oxidatival™. Contudo, ao associarem reducdo de oxigénio e transporte de elétrons através da sua membrana
mitocondrial interna, promovem a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, as quais podem danificar
inespecificamente distintas macromocélulas, membranas celulares e as proprias mitocdndrias, gerando
disfuncdo mitocondrial, incapacidade de manutencédo da homeostase celular e ativacdo de apoptoset* 2,

Desse modo, as células possuem mecanismos que visam identificar e remover organelas disfuncionais
antes que essas sejam capazes de causar algum dano celular, sendo a mitofagia a principal via responsavel por
manter a qualidade da rede mitocondrial. Nesse processo destaca-se Parkin, uma E3 ligase que ubiquitina
mitocondrias disfuncionais, marcando-as para a degradacdo™. Assim, devido ao seu papel, Parkin é expressa
em uma variedade de tipos celulares, como neurdnios, cardiomidcitos e hepatdcitos, contribuindo para a
homeostase de drgdos e tecidos!.

A partir disso, evidencia-se o B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), um metabdlito produzido
endogenamente a partir do aminoacido essencial leucina. Estudos sugerem que esse suplemento nutricional é
capaz de diminuir E3 ligases e a ubiquitinacdo de proteinas* ®. No entanto, em projeto anterior observamos
que a suplementacdo de 3 dias com HMB elevou o contetdo proteico de Parkin e de outras proteinas
mitocondriais associadas a mitofagia em diferentes tecidos animais. Tendo isso em vista, 0 presente projeto
objetivou caracterizar os efeitos do HMB sobre proteinas envolvidas na via mitofagica em camundongos

selvagens e knockout para a proteina Parkin em diferentes tempos de suplementagdo.

METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos machos selvagens C57BL/6J (WT) e knockout para a expressdo da
proteina Parkin (Parkin’), os quais foram divididos em trés grupos de estudo: grupo controle (CTRL); grupo
suplementado por 3 dias (3D); e grupo suplementado por 10 dias (10D). Atingida a idade de 12 semanas, 0s
animais receberam administragdo oral por meio de gavagem de hidrato de célcio 3-hidroxi—3-metilbutirato,

97% (Alfa Aesar®) diluido em &gua potavel clorada. O procedimento foi realizado de forma instrumentalizada
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com agulha para gavagem, a qual foi introduzida no es6fago dos camundongos para administragdo de 300 pL
da solucdo de 600 mg/kg de peso corporal ao dial®. Decorridos os periodos de suplementagdo, os animais
foram eutanasiados por overdose de anestésico via intraperitoneal. Em seguida, coletou-se trés tecidos:

cérebro, coracdo e figado, os quais foram destinados a identificacdo do conteudo proteico por Western Blotting.

Western Blotting

Foram utilizados 10 mL de tampéo RIPA (100 mM KCI, 10 mM HEPES, 3 mM MgCL,, 5 mM EDTA,
10% glicerol, ImM DTT, 10% SDS e 0,1 mL de inibidor de proteinase Sigma Aldrich®) para homogeneizar
1 g de tecido, com posterior centrifugacdo a 15.000xg por 10 min. 40 ug de proteinas foram aplicadas a
eletroforese em SDS-PAGE gel preparado entre 10-15%. As proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, a qual foi corada com Ponceau Red (Sigma-Aldrich®). Apés blogueio com solucdo de tampéo
Tris salino com 0,1% Tween 20 (TBS-T) e 5% de leite, os anticorpos primarios foram incubados em solucéo
de blogueio de 5% de BSA em TBS-T, overnight, a 4 ° C. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-
T e incubadas com anticorpos secundarios durante 1 hora em temperatura ambiente. As imagens foram
adquiridas usando Western Blotting Pierce™ ECL (ThermoFisherScientific® 32106) e reveladas utilizando o
fotodocumentador G:BOX Chemi XRQ, alimentado pelo software GeneSys (SYNGENE®) para detectar o

sinal de quimioluminescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Por meio da técnica de Western Blotting fomos capazes de observar que a suplementagdo com HMB

elevou o contelido proteico de Parkin em animais WT nos trés tecidos analisados (Figura 1).
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Figura 1. (A) Western Blotting representativo do efeito do HMB sobre a quantidade total da proteina Parkin no cérebro de animais

selvagens suplementados durante 3 e 10 dias (N=2). (B) Western Blotting representativo do efeito do HMB sobre a quantidade total
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da proteina Parkin no coragdo de animais selvagens suplementados durante 3 e 10 dias (N=2). (C) Western Blotting representativo do

efeito do HMB sobre a quantidade total da proteina Parkin no figado de animais selvagens suplementados durante 3 e 10 dias (N=2).

No tecido nervoso, ap6s 10 dias de suplementacdo com HMB ocorreu uma reducdo no conteudo
proteico de p62 e LC3 em animais Parkin’ (Figura 2). Durante a mitofagia, o adaptador de autofagia p62 é
incorporado aos autofagossomos por interacdo direta com LC3, sendo ambos degradados juntamente com a
mitocondria disfuncional ao final do processol@. Dessa forma, tal resultado parece indicar que o fluxo
mitofagico se encontra mais acelerado no cérebro de camundongos knockout, fato corroborado pela auséncia
da fracéo Il do LC3, Ginico marcador de proteina associado de forma confiavel com os autofagossomostl.

Para mais, verificamos uma queda no contetido proteico de VDAC2 e Tom20 apds 10 dias de
suplementacdo (Figura 2), o que parece reafirmar tal hipotese. VDAC2 é um canal ibnico voltagem
dependente, enquanto Tom20 participa de um complexo de receptores que permite 0 movimento de proteinas
para o espaco intermembrana, sendo que ambos se localizam na membrana mitocondrial externat®. Nesse
sentido, a diminuicao do sinal desses marcadores pode indicar que as mitocondrias foram eliminadas pela via
mitofagica.

Por fim, Mfn2 é uma proteina responsavel por realizar a fusdo de mitocondrias danificadas com
saudaveis em momentos de estresse visando reparar as organelas disfuncionais e, assim, formar novas redes
mitocondriais a fim de manter a fosforilagdo oxidatival 2. Desse modo, observamos que o conteido proteico
de Mfn2 se encontra elevado em animais Parkin” apds 3 dias de suplementacdo (Figura 2), possivelmente
como uma tentativa de reparar o dano mitocondrial. Contudo, ap6s 10 dias de suplementacdo, os niveis dessa

proteina também diminuiram, refor¢ando a hipotese de que ocorreu a eliminagao das mitocondrias danificadas.
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Figura 2. Western Blotting representativo do contetido proteico de DRP1, Mfn2, p62, VDAC?2, Tom20 e LC3 no cérebro de animais

selvagens e knockout para a proteina Parkin ap6s 3 e 10 dias de suplementagdo com HMB (N=2).
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No tecido cardiaco observamos que os niveis de p62 e LC3-11 permaneceram elevados em ambos 0s
gendtipos estudados mesmo apds 10 dias de suplementacdo (Figura 3), o que sugere um fluxo mitoféagico
reduzido. Dessa forma, 0 HMB n&o pareceu exercer efeito sobre a mitofagia nesse tecido.

No entanto, encontramos um aumento do contetdo proteico de VDAC2 e Tom20 no tecido cardiaco
(Figura 3), proteinas localizadas ha membrana mitocondrial externa que podem indicar um incremento na
populacdo de mitocdndrias desse tecido. Ademais, a elevacdo nos niveis de Mfn2 também foi visualizada
(Figura 3), corroborando com a hip6tese aqui levantada, pois tal proteina contribui para a formacéo de redes
mitocondriaist™ 2, Houve ainda um aumento no contetido de DRP1 (Figura 3), a qual é responsavel por realizar
fissdo mitocondrial. Em conjunto, os processos de fissdo e fusdo atuam de modo equilibrado e continuo a fim
de manterem uma estrutura mitocondrial funcional, além de desempenharem um papel na biogénesel* 2, Tendo
isso em vista, sugerimos que no tecido cardiaco o fluxo mitofagico se encontra diminuido, contudo, a biogénese
mitocondrial e a dindmica de fissdo e fusdo podem estar ativadas de modo a compensar as mitocéndrias

disfuncionais em ambos os gen6tipos estudados.
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Figura 3. Western Blotting representativo do contetido proteico de DRP1, Mfn2, p62, VDAC?2, Tom20 e LC3 no coragdo de animais
selvagens e knockout para a proteina Parkin apos 3 e 10 dias de suplementagdo com HMB (N=2).

Por fim, a suplementacdo com HMB no tecido hepatico, apesar de elevar o contetdo proteico de
Parkin, ndo modulou de forma significativa e consistente as demais proteinas mitocondriais (Figura 4) a ponto
de sermos capazes de associar tais modulacdes com fungdes mitocondriais. Para além disso, em projeto
anterior, observamos por meio da técnica de Imunofluorescéncia que a suplementacéo de 3 dias com HMB em
animais selvagens elevou o conteido de Parkin no nucleo do hepatdcito, dados sugestivos de que o HMB pode

influenciar as fungdes nucleares dessa proteina em detrimento das suas fungdes mitocondriais.
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Figura 4. Western Blotting representativo do contetdo proteico de DRP1, Mfn2, p62, VDAC?2, Tom20 e LC3 no figado de animais
selvagens e knockout para a proteina Parkin ap6s 3 e 10 dias de suplementagdo com HMB (N=2).

CONCLUSOES:

Concluimos que a suplementagdo com HMB elevou o contelido proteico de Parkin nos tecidos
estudados, além de modular proteinas mitocondriais associadas a mitofagia. Sugerimos que, no cérebro de
animais Parkin’, as mitocondrias foram eliminadas devido a um aumento no fluxo mitofagico apds 10 dias de
suplementagdo. No entanto, acreditamos que ndo houve ativacdo da mitofagia no coracéo e figado de animais
de ambos os genétipos, o que indica distintos efeitos do HMB nesses tecidos os quais podem estar associados
a biogénese mitocondrial e fun¢Bes nucleares, respectivamente. Assim, mais estudos se fazem necessarios a
fim de confirmar as hipéteses aqui levantadas. Apesar disso, os resultados do presente projeto reafirmam o

HMB como uma forma de modular o conteido de proteinas mitocondriais por meio da ingestéo.
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