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RESUMO

As acidurias D-2-hidroxiglutarica (D-2-HGA) e L-2-hidroxiglutarica (L-2-
HGA) sdo doencas neurometabolicas hereditarias causadas pelas deficiéncias das
atividades da D-2-hidroxiglutarato desidrogenase (D-2-HGA do tipo I) ou isocitrato
desidrogenase 2 (D-2-HGA do tipo Il) e L-2-hidroxiglutarato desidrogenase (L-2-
HGA). Os pacientes afetados por essas doencas desenvolvem principalmente sintomas e
sinais neuroldgicos como convulsbes, coma e atrofia cerebral. As lesdes cerebrais
ocorrem majoritariamente nos ganglios da base (D-2-HGA e L-2-HGA) e no cerebelo
(L-2-HGA). Bioquimicamente, a D-2-HGA e a L-2-HGA sdo caracterizadas pelo
acumulo tecidual e elevada excrecdo urinaria dos acidos D-2-hidroxiglutarico (D-2-HG)
e L-2-hidroxiglutarico (D-2-HG), respectivamente. Tendo em vista que a fisiopatologia
da disfuncdo cerebral encontrada nestes pacientes ainda é pouco conhecida, o presente
trabalho investigou os efeitos da administracdo intracerebral in vivo em ratos jovens dos
acidos D-2-HG e L-2-HG sobre pardmetros de estresse oxidativo e sobre a
histopatologia das principais estruturas afetadas nos pacientes com D-2-HGA (estriado)
ou L-2-HGA (estriado e cerebelo). Inicialmente, avaliamos o efeito dos acidos D-2-HG
e L-2-HG sobre os niveis de malondialdeido (MDA) e sobre a formacédo de carbonilas
em estriado e cerebelo. Verificamos que ambos os &cidos organicos aumentaram
significativamente os niveis de MDA (dano oxidativo lipidico) no estriado (D-2-HG e
L-2-HG) e no cerebelo (L-2-HG). Por outro lado, apenas o D-2-HG foi capaz de
aumentar a formacdo de carbonilas (dano oxidativo proteico) no estriado. Além disso, o
D-2-HG diminuiu as concentragcbes de glutationa reduzida (GSH) e as atividades
enzimaticas da glutationa peroxidase (GPx) e da superoxido dismutase (SOD), além de
aumentar as concentragdes de glutationa oxidada (GSSG) no estriado. Ja o L-2-HG foi

capaz de diminuir as concentracfes de GSH e de gutationa total (tGS), bem como a



atividade da GPx e da glutationa redutase (GR). Por fim, o L-2-HG aumentou as
concentrages de GSSG no estriado e no cerebelo. Também investigamos o efeito da
administragdo intracerebral in vivo do D-2-HG e do L-2-HG sobre a oxidagdo de
diclorofluorosceina (DCFH), producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e sobre o
contetdo de nitratos e nitritos, com o objetivo de verificar quais as principais espécies
reativas envolvidas nos danos induzidos por estes acidos orgénicos. O D-2-HG
aumentou os niveis de nitratos e nitritos, mas ndo foi capaz de alterar a oxidacdo de
DCFH e a producdo de H,0O,, indicando o envolvimento de espécies reativas de
nitrogénio (ERN) nesses efeitos. J& o L-2-HG aumentou a oxidacdo de DCFH e a
producdo de H,O,, ndo alterando o conteddo de nitratos e nitritos. Tais resultados
sugerem que o L-2-HG provavelmente induz as alteracBes observadas através do
aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Também demonstramos
que os antioxidantes melatonina, creatina, cido ascorbico mais a-tocoferol (Vit C + E),
N-acetilcisteina (NAC), maleato de dizocilpina (MK-801) e N“-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) foram capazes de prevenir o dano oxidativo lipidico e a diminuicéo
das defesas antioxidantes induzidos pelo D-2-HG e pelo L-2-HG. Melatonina, creatina e
a solugdo de Vit C + E preveniram varios efeitos induzidos pelo L-2-HG, enquanto o
MK-801 e o L-NAME foram capazes de prevenir apenas o0s efeitos induzidos pelo D-2-
HG e o NAC ndo preveniu os efeitos induzidos pelos dois &cidos organicos.
Observamos ainda que os acidos 3-metilglutaconico (3-MGT; estruturalmente similar
ao D-2-HG) e L-2-hidroxi-3-metilvalérico (L-HMV; estruturalmente similar ao L-2-
HG), ndo foram capazes de alterar esses parametros, sugerindo uma acgéo seletiva para
as atividades pro-oxidantes induzidas pelos D-2-HG e L-2-HG. Finalmente, estudos
histologicos mostraram que o D-2-HG e L-2-HG séo capazes de alterar a morfologia

tecidual no estriado (D-2-HG e L-2-HG) e no cerebelo (L-2-HG). O D-2-HG causou



vacuolizacgdo e infiltrado linfocitico e macrofagico no estriado. Ja o L-2-HG, além de
causar vacuolizagdo e infiltrado linfocitico e macrofagico, também induziu necrose,
formacdo de corpos granulares eosinofilicos e astrogliose (aumento da proteina &cida
fibrilar glial). Também observamos em ratos injetados com L-2-HG perda da
populacdo neuronal (diminuicdo da imunodeteccdo da proteina neuronal nuclear
especifica) no estriado, enquanto que no cerebelo o L-2-HG induziu vacuolizacdo e
infiltrado linfocitico e macrofagico. Concluindo, este trabalho foi o primeiro a
demonstrar efeitos in vivo do D-2-HG e do L-2-HG (administragdo intracerebral) sobre
parametros de estresse oxidativo e alteracGes histopatoldgicas em cérebro de ratos
jovens. Presumimos que o comprometimento da homeostase redox possa estar
associado as alteracdes histopatoldgicas observadas, podendo contribuir pelo menos em
parte, para a neuropatologia encontrada nos pacientes afetados pela D-2-HGA e pela L-

2-HGA.



ABSTRACT

D-2-hydroxyglutaric aciduria (D-2-HGA) and L-2-Hydroxyglutaric aciduria (L-
2-HGA\) are inherited neurometabolic disorders caused by enzymatic defects in D-2-
hydroxyglutarate dehydrogenase (D-2-HGA type 1) or isocitrate dehydrogenase 2 (D-2-
HGA type Il) and L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase (L-2-HGA), respectively.
Patients affected by these disorders develop severe neurological damage, which leads to
seizures, coma and cerebral atrophy. Brain lesions occur mainly in the basal ganglia (D-
2-HGA and L-2-HGA) and in cerebellum (L-2-HGA) Biochemically, D-2-HGA and L-
2-HGA are characterized by tissue accumulation and high urinary excretion of D-2-
hydroxyglutaric acid (D-2-HG) and L-2-hydroxyglutaric acid (L-2-HG), respectively.
Since the pathophysiology of the tissue damage in these diseases is still poorly
unknown, the present study investigated the effects of in vivo intracerebral
administration of D-2-HG and L-2-HG in adolescent rats on important parameters of
oxidative stress and on the histopathology of the principal cerebral structures damaged
in patients with D-2-HGA (striatum) and L-2-HGA (striatum and cerebellum). Initially,
we investigated the effects of in vivo intracerebral administration of D-2-HG and L-2-
HG on malondialdehyde (MDA) levels and carbonyl formation in striatum and
cerebellum. We verified that both organic acids significantly elevated MDA levels (lipid
oxidative damage) in striatum (D-2-HG and L-2-HG) and cerebellum (L-2-HG),
whereas only D-2-HG was able to elevate carbonyl formation (protein oxidative
damage) in striatum. Furthermore, D-2-HG and L-2-HG significantly diminished
reduced glutathione (GSH) concentrations, glutathione peroxidase (GPx) and
superoxide dismutase (SOD) activities, besides increasing oxidized glutathione (GSSG)
concentrations in striatum. Otherwise, L-2-HG reduced GSH, total glutathione (tGS)

concentrations and the activities of GPx and reductase glutathione (GR). Finally, L-2-



HG augmented GSSG concentrations in striatum and cerebellum. In the next step of this
work, we investigated the effects of in vivo intracerebral administration of D-2-HG and
L-2-HG on 2’,7’-diclorofluorescein oxidation (DCFH), hydrogen peroxide production
(H,0) and nitrate and nitrite content in order to elucidate the main reactive species
involved in the oxidative damage induced by these organic acids. D-2-HG elevated
nitrate and nitrite content, whereas it did not change DCFH oxidation and H,0,
production, suggesting the involvement of reactive nitrogen species (RNS) in these
effects. On the other hand, L-2-HG injection increased DCFH oxidation and H,0,
production, but did not change nitrate and nitrite content. These results suggest that L-2-
HG-induced alterations occur by an elevated generation of reactive oxygen species
(ROS). We also demonstrated that antioxidants such as melatonin, creatine, a mixture of
ascorbic acid plus a-tocopherol (Vit C + E), N-acethylcysteine (NAC), dizocilpine
maleate (MK-801) and Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) were able to
prevent D-2-HG- and L-2-HG-induced lipid oxidative damage and the reduction of the
antioxidant defenses induced by D-2-HG and L-2HG. Melatonin, creatine and Vit C + E
prevented some of the effects induced by L-2-HG, whereas MK-801 and L-NAME were
only able to prevent the D-2-HG-elicited effects and NAC did not prevent D-2-HG and
L-2-HG-induced alterations. We also observed that 3-methylglutaconic (3-MGT,
structurally similar to D-2-HG) and L-2-hydroxy-3-methylvaleric (L-HMV, structurally
similar to L-2-HG) acids were not able to change these parameters, suggesting a
selective effect on the pro-oxidant activities induced by D-2-HG- and L-2-HG. Finally,
histological studies demonstrated that D-2-HG and L-2-HG were able to cause
histopathological alterations in the striatum (D-2-HG and L-2-HG) and cerebellum (L-
2-HG). D-2-HG provoked vacuolation, lymphocytic and macrophage infiltration in the

striatum. Furthermore, L-2-HG induced vacuolation, lymphocytic and macrophage



infiltration, necrosis, granular eosinophilic bodies, astrogliosis (glial fibrillary acidic
protein (elevated glial fibrillary acidic protein immunostaining) and neuronal loss
(decreased neuron-specific nuclear protein (NeuN) immunostaining) in striatum. On the
other hand, L-2-HG provoked only vacuolation and lymphocytic and macrophage
infiltration in the cerebellum. To the best of our knowledge this is the first report that
demonstrates the influence of in vivo intracerebral administration of D-2-HG and L-2-
HG on oxidative stress parameters and histopathological alterations in brain of
adolescent rats. We presumed that the disturbance of cell redox homeostasis was
probably associated with the histopathological abnormalities observed, that possibly
contribute at least in part to the neuropathology of the brain injury of patients affected

by D-2-HGA and L-2-HGA.
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Introducéao e Objetivos
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1. Erros inatos do metabolismo

1.1.  Historico e conceito

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi proposto, em 1908, pelo inglés
Archibald Garrod, referindo-se a alcaptondria, cistindria, pentosuria e albinismo.
Fundamentado nas leis de Mendel, recém-descobertas, e baseado em suas observacdes
de que estas doencas eram mais frequentes entre individuos da mesma familia, embora
seus pais e outros parentes fossem normais, Garrod propds um modelo de heranca
genética autossdmica recessiva para estas doencas. Também observou que alguns dos
pacientes excretavam na urina quantidades aumentadas de determinadas substancias
intermediérias do metabolismo. Através da observacdo de que o &cido homogentisico
presente em excesso na urina dos pacientes com alcaptonuria era um metabolito normal
da degradacdo proteica, ele relacionou este acimulo a um bloqueio na rota de
catabolismo da tirosina devido a falta de um fator nessa rota. Posteriormente, foi
demonstrado que cada gene exercia influéncia sobre a sintese de uma determinada
enzima que catalisa uma reacdo em cada rota metabolica. Baseado nesta demonstracéo,
0 conceito de EIM, proposto por Garrod, foi reformulado por Beadle & Tatum, em
1941, com a hipdtese “um gene - uma enzima”. Este conceito expressava que toda
reacdo bioquimica estava sob controle de um unico gene e que a mutacdo deste,
resultando na modificacdo estrutural e funcional da enzima, ocasionava uma alteracao
da capacidade celular de realizar uma determinada reacdo quimica. O primeiro defeito
enzimatico causador de uma doenca genética foi demonstrado por Gibson em 1948.
Entretanto, a hipdtese de Garrod s6 foi confirmada em 1958, quando La Du e
colaboradores comprovaram a deficiéncia da oxidase do acido homogentisico no figado
de um paciente com alcaptonuria. Com o surgimento de novos disturbios relacionados a

alteracbes genéticas e que envolviam o acimulo de outras substancias nos liquidos
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bioldgicos dos pacientes, postulou-se que estas doencas resultavam da sintese
qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina, enzimatica ou nao,
pertencente ao metabolismo (Scriver et al., 2001). Presumiu-se entdo, que em
consequéncia deste bloqueio metabdlico, pode ocorrer o acimulo de precursores da
reacdo catalisada pela enzima envolvida, com a formagdo de rotas metabolicas
alternativas e a deficiéncia de produtos essenciais ao organismo (Scriver et al., 2001).
Assim, os EIM compreendem doencas genéticas devidas a sintese de uma proteina
andmala, geralmente uma enzima, podendo expressar-se na troca da sequéncia primaria,
levando a alteragGes estruturais com modificacbes nas suas propriedades cinéticas,
diminuindo sua estabilidade bioldgica e/ou facilitando sua degradacdo in vivo. Pode
também ocorrer uma diminuicdo ou mesmo uma auséncia na sintese proteica. A
resultante de qualquer destas alteragdes é uma diminuicdo na atividade da enzima
envolvida ou a inativagdo da mesma. Como consequéncias da auséncia ou deficiéncia
severa da atividade enzimatica podem ocorrer o acimulo de substancias normalmente
presentes em pequenas quantidades, a deficiéncia de produtos intermediarios criticos, a
deficiéncia de produtos finais especificos ou ainda o excesso nocivo de produtos de vias
metabolicas acessorias. Os EIM sdo considerados individualmente raros, porém a
incidéncia cumulativa, ou seja, quando consideramos todos os EIM juntos é de 1:500-
1:1000 dos recém-nascidos vivos (Scriver et al., 2001). Outras proteinas que podem
estar envolvidas nos EIM sdo proteinas de transporte, do esqueleto, do sangue, etc.,

como serd a seguir exemplificado.
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1.1.1. Classificagédo dos EIM

Sinclair (1982) classificou os EIM em quatro grandes grupos conforme o tipo de

fungdo exercida pela proteina deficiente e o tecido envolvido, considerando ainda

aspectos clinicos, bioquimicos, patoldgicos e terapéuticos:

a)

b)

d)

doencas de transporte: envolvem proteinas transportadoras de moléculas
organicas ou inorganicas no rim ou no intestino. Exemplos: deficiéncia de
dissacaridases e defeito no transporte de magnésio;

doencas de armazenamento, degradacdo e secrecdo: envolvem proteinas
relacionadas com o aparelho de Golgi ou lisossomas, na sua grande maioria,
provocando acumulo de macromoléculas em tecidos especificos. Exemplos:
doencas lisossémicas de deposito, glicogenoses e cistinose;

doencas de sintese: envolvem a sintese de proteinas com funcdes hormonais,
de defesa imunoldgica, estruturais, etc. Exemplo: hiperplasia adrenal
congénita por deficiéncia na atividade da enzima de 21-hidroxilase,
hipogamaglobulinemiga;

doencas do metabolismo intermediario: envolvem deficiéncias enzimaticas
das rotas de metabolizacdo de moléculas pequenas (aminoacidos, glicidios,
neurotransmissores, etc), podendo comprometer rotas importantes como 0s
ciclos dos acidos tricarboxilicos e da uréia, ou rotas relacionadas a estas. O
blogueio produz o acimulo de substrato da enzima deficiente, bem como
dos metabolitos produzidos a partir deste, além da deficiéncia do produto
final da rota, caso ndo possa ser suprido por outra via metabolica. O
acumulo de metabdlitos toxicos pode causar outras alteracdes biogquimicas
secundarias e danos nos tecidos. Como esses produtos sdo liberados na

circulagdo, podem prejudicar outros tecidos, sendo finalmente excretados na
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urina. Constituem o maior grupo do EIM e tém como exemplos as aciddrias
organicas, as aminoacidopatias, as desordens do metabolismo das purinas,

da frutose, galactose e pentose, e outros.

1.1.2. Aspectos clinicos

Embora a sintomatologia dos EIM seja bastante varidvel, existem alguns sintomas e
sinais clinicos que aparecem com maior frequéncia nestes distirbios. Podemos citar os
seguintes sintomas: retardo no crescimento; dificuldade alimentar; vomitos; diarreia;
letargia ou coma; hipotonia; convulsdes; dificuldade respiratéria e apneia; ictericia;
hepatomegalia; odor anormal da pele; dismorfias; anormalidade oculares e cabelos

anormais (Scriver et al., 2001).

1.2.  Acidarias Orgénicas

As acidemias ou aciddrias organicas constituem um grupo de EIM caracterizados
pelo acimulo de um ou mais acidos organicos nos liquidos bioldgicos e tecidos dos
pacientes afetados devido a deficiéncia da atividade de enzimas do metabolismo de
aminoacidos, lipideos ou carboidratos (Chalmers e Lawson, 1982). A freqliéncia destas
doencas na populacdo em geral é pouco conhecida, 0 que pode ser creditado a falta de
laboratérios especializados para o seu diagndéstico e ao desconhecimento médico sobre
essas enfermidades. Na Holanda, pais considerado referéncia para o diagndstico de
erros inatos do metabolismo, a incidéncia destas doencas € estimada em 1: 2.200 recém-
nascidos, enquanto que, na Alemanha, Israel e Inglaterra é de aproximadamente 1:
6.000 - 1: 9.000 recém-nascidos (Hoffmann et al., 2004). Na Arabia Saudita, onde a
taxa de consanguinidade ¢ elevada, a frequéncia é de 1: 740 nascidos vivos (Rashed et

al., 1994). Chalmers e colaboradores (1980) demonstraram que as aciddriass organicas
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eram os EIM mais frequentes em criangas hospitalizadas, motivando diversos estudos
clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos nos anos seguintes.

Clinicamente os pacientes afetados por acidirias organicas apresentam
predominantemente disfuncdo neurolégica em suas mais diversas formas de expressdo:
regressdo neuroldgica, convulsbes, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade,
tremores, movimentos coreatetéticos, tetraparesia espastica, atraso no desenvolvimento
psicomotor, retardo mental e outras manifesta¢cdes. As mais freqlentes manifestacoes
laboratoriais sdo cetonemia, cetondria, neutropenia, trombocitopenia, acidose
metabdlica, baixos niveis de bicarbonato, hiperglicinemia, hiperamonemia, hipo /
hiperglicemia, acidose latica, aumento dos niveis séricos de acidos graxos livres e
outros (Scriver et al., 2001). Através do uso da tomografia computadorizada, foram
encontradas na maioria dos pacientes afetados por essas doencas alteracfes de
substancia branca (hipomielizacdo e / ou desmielizacdo), atrofia cerebral generalizada
ou dos ganglios da base (necrose ou calcificacdo), megaencefalia, atrofia frontotemporal

e atrofia cerebelar (Mayatepek et al., 1996).

1.2.1. Aciduarias 2-hidroxiglutaricas

O acido L-2-hidroxiglutarico (L-2-HG) ou seu enantibmero, o acido D-2-
hidroxiglutarido (D-2-HG), apresentam concentragdes muito elevadas nos tecidos e
liquidos bioldgicos dos pacientes afetados pelas acidirias L-2-hidroxiglutarica (L-2-
HGA) e D-2-hidroxiglutéarica (D-2-HGA), respectivamente. Essas doencas metabdlicas
sdo doencas geneticamente distintas transmitidas de forma autossdmica recessiva

(Barbot et al., 1997; van der Knaap et al., 1999a, 1999b).
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1.2.2. Diagnostico das acidurias D- e L- 2-hidroxiglutaricas

O diagnostico das acidurias D- e L-2-hidroxiglutarica é realizado pela detecgédo e
determinacdo dos niveis dos &cidos D-2-HG e L-2-HG, respectivamente nos liquidos
bioldgicos (urina, sangue e CSF) dos pacientes afetados por essas doengas. No entanto,
pode-se suspeitar dessas doencas através da avalia¢do clinica de pacientes com retardo
no desenvolvimento e/ou outra disfuncdo neurolégica de etiologia desconhecida com
anormalidades cerebrais em exames de imagens. O diagnostico inicial para essas
doencas é geralmente feito por espectrometria de massa associada a cromatografia
gasosa (GC-MS) que revela um aumento do é&cido 2-HG, sem especificar o
enantibmero D ou L. A diferenciacdo quiral realizada apenas em poucos centros
referenciais através de espectrometria de massa em tandem associada a cromatografia
liquida (LC-MS/MS) é obrigatdria para o correto diagnostico diferencial (Gibson et al.,

1993, Struys et al., 2004).

1.2.3. Aciduria D-2-hidroxiglutarica (D-2-HGA)

A D-2-HGA foi primeiramente descrita em 1980 por Chalmers e colaboradores. E
considerada uma acidiria organica cerebral devido a que seus sintomas e sinais clinicos
serem essencialmente cerebrais (Hoffman et al., 1994). Recentemente a D-2-HGA foi
caracterizada bioquimicamente, apresentando-se sob duas formas distintas, uma com
um fendtipo severo (D-2-HGA do tipo Il) e outra com uma apresentacdo mais lenta e
sintomas mais brandos (D-2-HGA do tipo 1) (Kranendjik et al., 2010a, 2010b). A D-2-
HGA do tipo | é causada por mutagcdes no gene D2HGDH (MIM# 600721) que codifica
a enzima mitocondrial D-2-hidroxiglutarato desidrogenase (D-2-HGDH). A D-2-HGA
do tipo Il, por sua vez, é causada por mutacbes de ganho de funcdo no gene IDH2

(MIM# 613657) que é responsavel pela codificagdo da enzima isocitrato desidrogenase
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2 (IDH2). Em ambos os casos, as mutacGes resultam na diminuicdo severa ou auséncia
de atividade das enzimas envolvidas. A principal caracteristica bioquimica da D-2-HGA
é 0 acumulo tecidual e a excrecdo urinaria elevada do D-2-HG que é metabolizado por

essas enzimas (Figuras 1 e 2).

TCA
wele D-2-HGDH

2-KG
D-2-HG
HOT
Figura 1. D-2-HG ¢é formado a partir de 2-cetoglutarato (2-KG) via hidréxiacido-oxoacido

transidrogenase (HOT). A enzima D-2-hidréxiglutarato desidrogenase (D-2-HGDH) catalisa a

conversdo de D-2-HG para 2-KG (Kranendjik et al., 2012).

D-2-HGDH

TCA
cycle

NADPH + H'
NADP"
/DH2’711

74

2-KG

D-2-HG
HOT

Figura 2. A enzima isocitrato desidrogenase (IDH2) mutante com ganho de funcéo produz D-2-HG a
partir de 2-KG adicionalmente a produgédo de D-2HG via HOT. Existe a hipotese de que a D-2-HGDH
ndo é capaz de metabolizar todo o D-2-HG gerado, resultando no acimulo de D-2-HG em pacientes com

D-2-HGA tipo Il (Kranendjik et al., 2012).
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1.2.3.1. Aspectos clinicos e neuropatoldgicos

As manifestacdes clinicas cardinais para ambos os fenétipos da D-2-HGA incluem
retardo no desenvolvimento, hipotonia e convulsdes. Contudo, alguns estudos
demonstram que os pacientes acometidos pela D-2-HGA tipo Il apresentam convulsdes
mais frequentes e o atraso no desenvolvimento é mais severo do que o observado em
pacientes D-2-HGA do tipo I. Além disso, cerca de um tergo dos pacientes com o tipo Il
apresenta cardiomiopatia dilatada (Krannendijk et al., 2012).

Os achados neuropatoldgicos dessa doenca sdo principalmente alargamento dos
ventriculos laterais e alteracfes anatdmicas nos ganglios da base. Além disso, estudos
de neuroimagem demonstram, em ambos os fenotipos da D-2-HGA, um aumento dos
espacos subaracnoideos frontais, pseudocistos subependimais, sinais de atraso na
maturagdo cerebral e anormalidades na substancia branca cerebral multifocalizadas
(Van der Knaap et al 19993, b).

A variante tipo | da D-2-HGA é muito mais variavel quanto a sintomatologia clinica
do que a variante tipo 1l. Em determinados casos 0s pacientes ndo apresentam alteragoes
neurolégicas graves. Ja o fenotipo severo (tipo 1) caracteriza-se principalmente por
encefalopatia epilética de inicio neonatal ou na infancia, além de movimentos disténicos
ou coreoatetdticos e deficiéncia visual. Um terco dos pacientes morre durante a infancia

(Krannedjik et al., 2012).

1.2.3.2. Aspectos bioquimicos

Bioquimicamente, a D-2-HGA ¢ caracterizada pelo acimulo tecidual e elevada
excre¢cdo urinaria do D-2-HG (Gibson et al., 1993). As concentragdes
intracelulares/mitocondriais de D-2-HG ainda séo desconhecidas, enquanto que as

concentracdes plasmaticas em pacientes afetados pela D-2-HGA aumentam cerca de 30-
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840 vezes. Embora as concentragOes intracerebrais de D-2-HG ainda sejam
desconhecidas, se acredita que possam ser maiores do que os niveis plasmaticos deste
metabdlito (Hoffmann 1994). Além disso, elevadas concentracdes de intermediérios do
ciclo de Krebs, como por exemplo, o 2-cetoglutarato (2-KG) na urina e também GABA
no LCR tém sido descritas (Van der Knaap 1999a,b; Gibson et al., 1993).

No que se refere ao acimulo de D-2-HG na D-2-HGA do tipo | e na D-2HGA do
tipo Il, sabemos que a enzima transidrogenase hidroxiacido-oxoacido (HOT, EC
1.1.99.24) é responsavel pela conversdo de 2-KG em D-2-HG (Figuras 1 e 2) (Struys et
al 2005a), enquanto o D-2-HG é convertido a 2-KG através da enzima D-2-HGDH (EC
1.1.99.-). Estudos recentes demonstraram que a atividade da D-2-HGDH esté ausente ou
muito diminuida em linfoblastos e fibroblastos de pacientes acometidos pela D-2-HGA
do tipo I, sendo que o acimulo de D-2-HG na D-2-HGA tipo | é devido a deficiéncia
dessa enzima (Wickenhagen et al., 2009; Kranendijk et al., 2010a).

Na D-2-HGA do tipo Il, a enzima que possui sua atividade alterada é a IDH2 (EC
1.1.1.42) que é responsavel normalmente pela conversdo de isocitrato a 2-KG
(Kranendijk et al 2010b). No entanto, a enzima IDH2 mutante adquire a capacidade de
converter 2-KG em D-2-HG. Acredita-se que a atividade da D-2-HGDH seja
insuficiente para metabolizar o excesso de D-2-HG formado devido ao ganho de funcéo

da IDH2 mutante (Kranendjik et al., 2011, 2012), resultando no acimulo do mesmo.

1.2.3.3. Aspectos fisiopatologicos

Embora sejam geneticamente distintas, a D-2-HGA tipo | e a D-2-HGA tipo Il
compartilham o acumulo de D-2-HG nos liquidos bioldgicos, assim como aspectos
clinicos comuns. Essas observacdes sugerem que o metabélito D-2-HG contribui para a

fisiopatologia associada aos aspectos clinicos comuns, tais como retardo no
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desenvolvimento, hipotonia e convulsdes observadas em ambos os grupos. A produgéo
aumentada de D-2-HG provavelmente ocorre na mitocondria, uma vez que a D-2-
HGDH e a IDH2 sdo enzimas mitocondriais. Os niveis plasmaticos de D-2-HG nos
pacientes afetados pela D-2-HGA tipo 11 é cerca de 5 vezes maior do que os observados
nos pacientes do tipo I. Sendo assim, ja que a frequéncia e a severidade do atraso no
desenvolvimento, hipotonia e convulsfes observadas nos pacientes tipo 1l sdo maiores
do que as observadas nos pacientes tipo |, sugere-se que exista uma correlagdo entre as
elevadas concentracdes de D-2-HG e a severidade da doenca.

A fisiopatologia da D-2-HGA ainda é pouco conhecida, embora haja na literatura
alguns trabalhos demonstrando efeitos deletérios do D-2-HG sobre a homeostase
energética mitocondrial e redox em tecidos de roedores e humanos. Dentro desses
estudos, a exposicdo de cérebro de roedores e de pintos ao D-2-HG provocou
diminuicdo da atividade da enzima creatina quinase e das atividades enziméticas dos
complexos IV e V da cadeia respiratoria (da Silva et al., 2002; Kolker et al., 2002; da
Silva et al., 2003a, b, 2004), além de induzir estresse oxidativo in vitro (Kolker et al.,
2002; Latini et al., 2003, 2005). Também foi demonstrado que o D-2-HG provoca o
aumento da captacdo de glutamato em sinaptossomas sem ser capaz de alterar outros
parametros glutamatérgicos (Junqueira et al., 2004). O D-2-HGA também foi
demonstrado ser excitotéxico em culturas priméarias de neurdnios de pintos através da

ativacdo de receptores NMDA (Kolker et al., 2002).

1.2.4. Acidaria L-2-hidroxiglutarica
A aciduria L-2-hidroxiglutarica (L-2-HGA) foi primeiramente descrita em 1980 por
Duran e colaboradores. O blogueio metabdlico presente nos pacientes afetados pela L-2-

HGA deve-se a auséncia da atividade enzima L-2-hidroxiglutarato desidrogenase (L-2-
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HGDH, EC 1.1.99.2) consequente a muta¢des no gene L2HGDH (Rzem et al., 2004;

Topcu et al., 2004; Samuraki et al., 2008; Steenweg et al., 2010) (Figura 3).

NADH + H' NAD'

L-malDH
L-2-HG
FAD
L-2-HGDH
FADH,

Figura 3. L-2-HG é formado através da enzima L-malato desidrogenase (L-malDH) a partir de 2-
KG e NADH. A enzima L-2-hidroxiglutarato desidrogenase (L-2-HGDH) catalisa a interconversao de L-

2-HG a 2-KG utilizando FAD como cofator (Kranendjik et al., 2012).

1.2.4.1. Aspectos clinicos e neuropatoldgicos

O fendtipo clinico dos pacientes acometidos pela L-2-HGA € homogéneo. Os
aspectos clinicos da doenca comecam a ser percebidos ja na infancia. Dentre eles
podemos citar como principais, 0 atraso no desenvolvimento, epilepsia e ataxia
cerebelar (Steenweg et al., 2010). O curso da doenca € lentamente progressivo, sendo
que alguns pacientes com L-2-HGA com a forma mais branda podem permanecer sem
diagndstico antes da adolescéncia ou até mesmo antes da idade adulta.

Aparentemente, todos os pacientes apresentam retardo no desenvolvimento mental e
motor e cerca de dois tercos desenvolvem epilepsia e disfuncdo cerebelar. Além disso,
aproximadamente 50% dos pacientes possuem macrocefalia e sintomas extrapiramidais,
incluindo tremor e distonia. Finalmente, 25 % dos pacientes acometidos pela L-2-HGA
possuem problemas na fala (Kranendjik et al., 2012).

Os achados neuropatoldgicos dessa doenga sdo principalmente anormalidades
subcorticais no ndcleo denteado, globo palido, putamen e no nucleo caudado, além de

alteracdes no cerebelo (Barth et al 1993; Barbot et al 1997; Topcu et al. 2005;
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Kranendjik et al., 2012). Ao passo que a doenca progride, a intensidade das alteracfes
na substancia branca e nos ganglios da base comeca a ficar mais difusa, seguida de

atrofia da substancia branca cerebral e ataxia cerebelar (Barbot et al., 1997).

1.2.4.2. Aspectos bioquimicos

Bioquimicamente, a L-2-HGA caracteriza-se pelo acimulo persistente de L-2-HG
no plasma e no LCR, bem como por elevada excrecdo urindria deste &cido. A
concentragdo de L-2-HG na urina dos pacientes pode estar de 10 a 300 vezes
aumentada. Além disso, aparentemente ndo existe correlacdo entre a severidade dos
achados clinicos e as concentracdes de L-2-HG excretadas na urina dos pacientes
afetados por L-2-HGA (Barbot et al., 1997; Steenweg et al., 2010).

O L-2-HG ¢ formado a partir do 2-KG através de uma reacao catalisada pela enzima
L-malato desidrogenase (L-malDH, EC 1.1.1.37) (Rzem et al., 2007) (Figura 3) que
usualmente catalisa a conversdo de L-malato a oxaloacetato no ciclo de acido citrico.
Possivelmente com o objetivo de protecdo contra potenciais efeitos toxicos, o L-2-HG é
rapidamente reconvertido a 2-KG pela enzima L-2-HGDH que é considerada por alguns

uma enzima de reparo (Van Schaftingen et al., 2008).

1.2.4.3. Aspectos fisiopatologicos

Embora a patogénese do dano cerebral nesta doenca seja desconhecido, ha alguns
relatos na literatura demonstrando acfes neurotoxicas para 0 L-2HG. Assim, a
exposicdo de tecidos cerebrais a concentracbes elevadas de L-2-HG inibiu
significativamente a atividade da creatina kinase em homogeneizado de cerebelo de

ratos (da Silva et al., 2003), induziu estresse oxidativo (Latini et al., 2003) e aumentou a
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captacdo de glutamato em sinaptossomas e vesiculas sinapticas (Junqueira et al., 2003),

indicando possiveis mecanismos fisiopatoldgicos para a L-2-HG.

1.3. Radicais Livres

Um radical livre é qualquer espécie quimica capaz de existir de forma independente
e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados (Southorn e Powis, 1988;
Halliwell, 2001; Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007a).

Em condicdes fisiologicas do metabolismo celular aerébico, o oxigénio molecular
(O,) sofre reducdo tetravalente, com incorporacdo de quatro elétrons, resultando na
formacdo de agua (H,O). No entanto, aproximadamente 5% do oxigénio utilizado na
cadeia respiratoria mitocondrial ndo é completamente reduzido a &gua, podendo ser
convertido a intermediérios reativos como o radical superdxido (O.+-) e hidroxila
(OHe), ¢ também a peroxido de hidrogénio (H,O;), processo esse que pode ser
exacerbado em condic@es patoldgicas (Boveris, 1998).

O termo genérico “Espécies Reativas de Oxigénio” (ERO) ¢ usado para incluir ndo
sO os radicais formados pela reducdo do O,, como por exemplo, os radicais superoxido
(O2e-) e hidroxila (OHe), mas também algumas substincias reativas nao-radicais
derivados do oxigénio, como o H,O, (Halliwell e Gutteridge, 2007). Além dessas,
existem ainda as espécies reativas de nitrogénio (ERN), sendo o 6xido nitrico (NO*) € o
peroxinitrito (ONOO-) os principais representantes.

As ERO e ERN ocorrem tanto em processos fisiologicos quanto patolégicos do
organismo. Fisiologicamente, essas espécies reativas sdo importantes para a fungéo
celular (Bergendi et al., 1999). Assim, um aumento eventual da liberacdo local de
radicais livres pode ser benéfico, como é o caso da liberacdo de espécies toxicas

oxidantes pelos neutréfilos que atuam na defesa do hospedeiro contra uma infecgédo
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(Delanty e Dichter, 1998; Halliwell e Gutteridge, 2007). As espécies ativas ainda
participam de processos de sinalizago celular e também estdo envolvidos na sintese e
regulacdo de algumas proteinas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Por outro lado, quando formadas em excesso, essas espécies altamente reativas tém
o0 potencial de oxidar moléculas (Maxwell, 1995). Com relagdo aos efeitos prejudiciais
das reacGes oxidantes ao organismo, os radicais livres podem promover lipoperoxidagédo
(oxidacao lipidica), causar a oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), reagir
com proteinas, levando a sua inativacdo e consequente alteracdo de sua funcdo, além de
reagir com 0 DNA e RNA, levando a muta¢des somaticas e a alteracdes na transcricao

génica (Delanty e Dichter, 1998; Halliwell e Whiteman, 2004), dentre outros efeitos.

1.3.1. Defesas Antioxidantes

Para evitar os efeitos danosos das espécies reativas, existem mecanismos eficientes
para sua eliminagdo, como a producdo enddgena de enzimas antioxidantes e alguns
antioxidantes nao-enzimaticos. Embora diferindo na sua composicdo, as defesas
antioxidantes estdo amplamente distribuidas no organismo (Halliwell e Gutteridege,
2007) e compreendem:

« agentes que removem cataliticamente os radicais livres, como as enzimas
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase;

» proteinas que diminuem a disponibilidade de pr6-oxidantes (ions de ferro e
cobre, por exemplo), ao se ligarem aos mesmos, como as transferrinas;

+ proteinas que protegem biomoléculas de dano oxidativo por outros mecanismos,
como as chaperonas;

+ agentes de baixo peso molecular que sequiestram espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio, como glutationa (GSH), a-tocoferol, &cido ascorbico e a bilirrubina;
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1.3.2. Estresse Oxidativo

Organismos saudaveis em condi¢des normais produzem espécies reativas, que em
sua maior parte sdo controladas pelos sistemas de defesa antioxidante. No entanto, em
determinadas condicBes patoldgicas pode haver um desequilibrio entre a producdo de
oxidantes e as defesas antioxidantes, favorecendo a ocorréncia do estresse oxidativo.

Assim, o termo “estresse oxidativo” ¢ usado para se referir a situagdo na qual a
geracdo de espécies reativas ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes
disponiveis. Pode resultar tanto de uma diminuicdo das defesas antioxidantes quanto de
uma producdo aumentada de oxidantes, bem como da liberagcdo de metais de transicao
que aceleram a producdo de algumas espécies reativas, ou entdo da combinacdo de
quaisquer desses fatores (Halliwell, 2006).

O estresse oxidativo pode promover adaptacéo, dano ou morte celular:

» Adaptagdo: as células podem tolerar um estresse oxidativo moderado, que
geralmente resulta em um aumento da sintese de sistemas de defesa antioxidante a fim
de restaurar o balanco pré-oxidante / antioxidante.

« Dano celular: o estresse oxidativo pode provocar dano a alvos moleculares
(DNA, proteinas, carboidratos e lipidios) (Halliwell e Gutteridge, 2007). Nesses casos, a
resposta a injuria tecidual pode ser reversivel: a célula entra em um estado de
homeostase alterado temporario ou prolongado, que nédo leva a morte celular.

» Morte celular: pode ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose. Na morte
celular por necrose, a celula incha e se rompe, liberando seu contetido para 0 meio
extracelular. Pode haver a liberacdo de antioxidantes, como a catalase e a GSH, e
tambem de pro-oxidantes, como os ions cobre e ferro e proteinas do grupo heme,

agentes esses que podem afetar as células adjacentes, podendo até mesmo induzi-las a
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um estresse oxidativo. J& na apoptose, 0 mecanismo intrinseco de morte celular
programada é ativado e ndo hé a liberacdo do contetdo celular. A apoptose pode estar
acelerada em certas doengas, tais como as desordens neurodegenerativas, havendo

envolvimento do estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007).

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos da administracdo
intraestriatal e intracerebelar in vivo do D-2-HG e do L-2-HG sobre parametros de
estresse oxidativo e sobre a histopatologia em estriado e cerebelo de ratos jovens, no
intuito de esclarecer os mecanismos de dano cerebral encontrados nos pacientes
afetados pela D-2-HGA e pela L-2-HGA.

2.2.  Objetivos Especificos

a) Determinar os efeitos da administracdo intraestriatal in vivo do 4cido D-2-HG
sobre a peroxidacéo lipidica e sobre a oxidacdo de proteinas, medida através dos niveis
de malondialdeido (MDA) e formacdo de carbonilas, respectivamente, em estriado de
ratos de 30 dias de vida. Determinar os mesmos parametros em estriado e cerebelo de
ratos de 30 dias de vida injetados intracerebralmente com o &cido L-2-HG.

b) Determinar os efeitos da administracdo intraestriatal in vivo do acido D-2-HG
sobre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas, medidas pelas concentracfes de
glutationa total (tGS), reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) em estriado de ratos de 30
dias de vida. Determinar os mesmos parametros em estriado e cerebelo de ratos de 30
dias de vida injetados intracerebralmente com o &cido L-2-HG.

c) Determinar os efeitos da administragdo intraestriatal in vivo do &cido D-2-HG

sobre as atividades das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), glutationa
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redutase (GR), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em estriado de ratos de
30 dias de vida. Determinar os mesmos parametros em estriado e cerebelo de ratos de
30 dias de vida injetados intracerebralmente com o acido L-2-HG.

d) Determinar os efeitos da administracdo intracerebral in vivo do &cido D-2-HG
sobre a producdo de espécies reativas, medida pela oxidagdo da 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFH), producéo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e através da
avaliacdo do conteudo de nitratos e nitritos em estriado de ratos de 30 dias de vida.
Determinar a produgdo de peroxido de hidrogénio (H,0O,) e o contetdo de nitratos e
nitritos em estriado e cerebelo de ratos de 30 dias de vida injetados intracerebralmente
com o &cido L-2-HG.

e) Determinar se os antioxidantes melatonina, creatina, solugdo de &cido ascorbico
com o-tocopherol (Vit C + E), N-acetilcisteina (NAC), maleato de dozolcipina (MK-
801) e Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) podem prevenir os efeitos induzidos
in vivo pelos acidos D-2-HG e L-2-HG sobre os niveis de malondialdeido (MDA), as
concentracdes de GSH e as atividades das enzimas antioxidantes GPX, GR, SOD e
CAT em estriado de ratos de 30 dias de vida.

f) Determinar os efeitos in vivo dos &cidos D-2-HG e L-2-HG sobre a histologia do
estriado e do cerebelo (apenas para a administracdo do L-2-HG) através da coloracao
com hematoxilina e eosina, e pela imunodeteccdo da proteina &cida fibrilar glial
(GFAP) e da proteina neuronal nuclear especifica (NeuN) (apenas para a administracao

do L-2-HG) em estriado e cerebelo de ratos de 30 dias de vida.
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DISCUSSAO

Os é&cidos D-2-HG e 0 L-2-HG estdo acumulados em altas concentra¢fes no
tecidos e particularmente no cérebro dos pacientes afetados por D-2-HGA e da L-2-
HGA, respectivamente (van der Knaap et al., 1999a, 1999b). As manifestacGes clinicas
da D-2-HGA e da L-2-HGA sdo essencialmente neuroldgicas, incluindo convulses,
hipotonia, retardo psicomotor e ataxia cerebelar. Dai serem consideradas ‘“acidirias
organicas cerebrais”. Os achados neuropatologicos dessas doengas observados em
exames de imagem cerebral consistem principalmente em alargamento dos ventriculos
laterais com sinais de atraso na maturacdo cerebral, leucoencefalopatia subcortical,
alteracdes nos ganglios da base e atrofia cerebelar (Steenweg et al., 2010).

Embora o dano estriatal associado a distonia e coreotetose seja comum em
pacientes afetados pela D-2-HGA (van der Knaap et al., 1999a, 1999b), 0os mecanismos
patogénicos que ocasionam o comprometimento dos ganglios basais nessa doenca ainda
permanecem obscuros. Contudo é possivel que o D-2-HG seja neurotoxico, ja que 0s
pacientes com maior acumulo desse acido apresentam sinais neurolégicos mais
evidentes. Nesse particular, existem evidéncias in vitro indicando que a disfuncdo da
bioenergética mitocondrial e da homeostase redox, bem como a excitotoxicidade, é
causada pelo D-2-HG (da Silva et al., 2002; Kolker et al., 2002; Latini et al., 2003,
2005; Wajner et al., 2002; Junqueira et al., 2003). Esses resultados talvez expliquem a
acidemia latica presente em pacientes afetados por essa doenca, indicando disfuncédo
mitocondrial (van der Knaap et al., 1999a, 1999b).

A L-2-HGA é caracterizada por manifestacdes neurologicas progressivas e por
anormalidades cerebrais, particularmente nos ganglios basais e no cerebelo (Hoffmann
et al., 1994; Kranendijk et al., 2012). Embora os mecanismos responsaveis pela

neuropatologia desta doenga ainda sejam pouco conhecidos, é possivel que o principal
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metabdlito acumulado nesta aciddria orgéanica (L-2-HG) exerca efeitos neurotoxicos nas
estruturas cerebrais acometidas nos pacientes. Neste contexto, foi postulado que esse
acido organico (L-2-HG), bem com outros acidos dicarboxilicos se acumulam no
cerebro por seu baixo efluxo desse tecido, dando origem a teoria do “trapping” (Sauer et
al., 2010). As observacGes mostrando que a razdo das concentragdes do L-2-HG no
liquido cefalorraquidiano (LCR) / L-2-HG no plasma é maior do que 1, est& de acordo
com essa teoria (Barth et al., 1992, 1993; Divry et al., 1993; Kranendijk et al., 2012).
Na mesma linha de raciocinio, foi postulado que a conversdo de L-2-HG em 2-KG
através da enzima L-2-hidroxiglutarato desidrogenase funciona como um possivel
mecanismo de reparo celular para protecdo do SNC contra potenciais efeitos toxicos do
L-2-HG (van Schaftingen et al., 2009). Concentragcdes elevadas de lactato e/ou
intermediérios do ciclo de Krebs também foram detectados em pacientes afetados pela
L-2-HGA (Chen et al., 1996; Barth et al., 1998), indicando comprometimento da funcao
mitocondrial. De fato, estudos in vitro anteriores demonstraram que o L-2-HG altera a
homeostase energética redox em cérebro de roedores (da Silva et al., 2003; Latini et al.,
2003), indicativos de disfuncdo mitocondrial.

Tendo em vista que ndo ha estudos descrevendo os efeitos da administragdo in
vivo do D-2-HG e do L-2-HG sobre sistemas importantes para o funcionamento normal
do cérebro, neste trabalho avaliamos os efeitos da administracdo in vivo intraestriatal
aguda de D-2-HG em estriado, bem como da administragdo in vivo intraestriatal e
intracerebelar aguda de L-2-HG em ratos jovens sobre importantes parametros de
estresse oxidativo. A escolha das estruturas cerebrais a serem injetadas com o0s
metabolitos deveu-se ao fato de que as mesmas serem as mais afetadas nos pacientes
afetados pela D-2-HGA e L-2-HGA, respectivamente (Craigen et al., 1994; van der

Knaap et al., 1999a, 1999b; Wajner et al., 2002). Também investigamos se a injecao
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desses metabolitos poderia provocar alteragdes histopatoldgicas nessas regides
cerebrais, indicando dano tecidual.

A administracéo in vivo de D-2-HG provocou aumento significante dos niveis de
MDA no estriado, corroborando com estudos in vitro anteriores que demonstraram
efeitos similares em cérebro de ratos (Latini et al., 2003). Sabendo que o0 MDA é um
produto final da oxidagdo de &cidos graxos insaturados, concluimos que o D-2-HG
induz oxidac#o lipidica in vivo. E importante ressaltar que a peroxidacio lipidica pode
comprometer as membrana lipidicas das células, resultando em alteracdes na
organizagdo das mesmas, bem como na fluidez e na permeabilidade, podendo alterar o
transporte de ions e os processos metabolicos (Yadav et al., 2013).

O D-2-HG também induziu dano oxidativo proteico que foi verificado através do
aumento da formagéo de carbonilas (Levine et al., 1994). E possivel, portanto, que esses
resultados estejam associados a perda de fungdo proteica e formacdo de agregados
proteicos que ocorrem quando proteinas sofrem dano oxidativo através da oxidacdo de
cadeias laterais de residuos de aminoéacidos (Dalle-Donne et al., 2003, 2006; Yao &
Rahman, 2011). N&o se pode descartar a possibilidade de que o0 aumento da formacdo de
MDA também esteja envolvida no aumento da carbonilacdo de proteinas causadas pelo
D-2-HG, uma vez que MDA reage rapidamente com grupos nucleofilicos de proteinas
carboniladas, tais como lisina, cisteina, histidina, formando adutos (Orioli et al., 2005;
Fritz e Petersen, 2012; Fedorova et al., 2014).

Na tentativa de avaliar quais espécies reativas estavam envolvidas no dano
oxidativo lipidico e proteico provocado pelo D-2-HG, determinamos a influéncia da
administracdo intraestriatal do mesmo sobre a oxidacdo de DCFH, a producdo de
peroxido de hidrogénio e o conteddo de nitratos e nitritos. Verificamos que a

administracdo in vivo de D-2-HG aumentou significativamente a producéo de nitratos e
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nitritos (6xido nitrico), sem alterar a oxidacdo de DCFH e a producdo de perdxido de
hidrogénio no estriado de ratos. Devemos considerar que a o DCFH detecta
predominantemente espécies ativas de oxigénio (ERO), porém também ¢é sensivel para
espécies ativas de nitrogénio (ERN) (Halliwell and Gutteridge, 2007). Desta forma,
concluimos que ERN provavelmente estdo envolvidas nos efeitos pro-oxidantes do D-2-
HG. Nossos resultados aparentemente nédo estdo de acordo com os descritos por Kolker
e colaboradores (2002) que demonstraram que o D-2-HG aumenta a geragdo de ERO in
vitro em neurbnios de pintos. Contudo, Kolker e colaboradores (2002) utilizaram
dihidrorodamina-123 como sonda para detectar ERO que ndo é seletiva e detecta varias
espécies reativas, incluindo peroxinitrito e dioxido de nitrogénio (Halliwell and
Gutteridge, 2007). Assim, é possivel que o D-2-HG também possa induzir a producdo
de ERN in vitro em cultura de neurénios de pintos.

Outro achado importante do presente estudo foi que o D-2-HG provocou uma
reducdo significativa nas concentracbes de GSH a na atividade das enzimas
antioxidantes GPx e SOD no estriado. Estes dados indicam um comprometimento das
defesas antioxidantes nessa estrutura cerebral. Partindo do fato que o GSH é o
antioxidante mais abundante no cérebro e é também considerado um eficiente protetor
de grupos sulfidrila, bem como um sequestrador de radicais livres, as concentragdes
desse antioxidante sdo utilizadas para avaliar a capacidade de um tecido (cérebro) em
prevenir o dano oxidativo associado ao processo de producdo de radicais livres
(Halliwell e Gutteridge, 2007). Ao menos, dois mecanismos podem explicar a
diminuic&o dos niveis de GSH. E possivel que esta reducio seja devido a sua oxidacio
pelo aumento da geracdo de espécies ativas, levando a formacao de sua forma oxidada
(GSSG). Enfatize-se que verificamos um aumento nas concentracbes de GSSG,

indicando a inducdo in vivo de um estado celular pro-oxidante pelo D-2-HG.
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Alternativamente, mudangas na sintese de GSH (Anderson, 1998; Halliwell e
Gutteridge, 2007) ou no seu consumo atraves de alteracfes nas atividades das enzimas
GPx, GR, glutationa S-transferase e/ou glioxalases (Kalousova et al., 2005; Halliwell e
Gutteridge, 2007; Currais e Maher, 2013; More et al., 2013) também devem ser
consideradas.

No que se refere a diminui¢do das atividades enziméticas da SOD e da GPx
causadas pela administracdo in vivo do D-2-HG, é possivel que esses achados sejam
devido a um ataque oxidativo de espécies reativas em sitios especificos de aminoécidos
nas enzimas, causando modificacGes estruturais que diminuem suas atividades (Singh et
al., 2004; Brown, 2010; Viegas et al., 2012). Nossas observacOes estdo de acordo com
estudos prévios demonstrando efeitos pro-oxidantes causados pelo D-2-HG em culturas
primarias de neurbnios de pintos e ratos (Kolker et al., 2002). Porém, é importante
enfatizar que os mecanismos precisos responsaveis pela reducdo da atividade destas
enzimas sdo desconhecidos e podem ainda incluir alteracbes nos seus mecanismos de
sintese e degradacdo (Seminotti et al., 2012; Cheng et al., 2013).

Também verificamos que o0 MK-801 (antagonista ndo competitivo do receptor
glutamatérgico NMDA) e o L-NAME (inibidor da enzima o¢xido nitrico sintase)
preveniram totalmente os efeitos induzidos pelo D-2-HG (dano oxidativo lipidico e
alteracdo das defesas antioxidantes), indicando que a ativagcdo dos receptores NMDA
pode ser um dos mecanismos pelo qual o0 D-2-HG induz pelo menos algumas alteracoes
dos parametros de estresse oxidativo detectadas no presente estudo. Este fato pode ser
devido a similaridade estrutural entre 0 D-2-HG e o glutamato. Neste contexto, estudos
anteriores mostraram uma relacdo importante entre o0 D-2-HG e o influxo de calcio e
morte neuronal mediado por receptores NMDA (Kolker et al., 2002). Ainda nesta linha

de raciocinio, o aumento de ERN induzido pelo D-2-HG pode ser parcialmente devido
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ao aumento da atividade da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) pelo elevado influxo de
calcio secundério a estimulacdo dos receptores NMDA (Ayata et al., 1997; Brown,
2010).

Os resultados do nosso estudo sugerem que ERN sdo as principais espécies
envolvidas nos efeitos pré-oxidantes provocados pelo D-2-HG, ja que a oxidagdo de
DCFH e a producgdo de H,0, ndo foram alteradas por este &cido organico. No entanto,
ndo podemos descartar completamente a possibilidade de que a injecdo de D-2-HG
também induz formacgdo de ERO, uma vez que a creatina que sequestra ERO também
preveniu a peroxidagdo lipidica induzida in vitro por esse acido (Guimaraes-Ferreira et
al., 2012). No entanto, enfatize-se que esse antioxidante também é capaz de sequestrar
peroxinitrito (Lawler et al., 2002; Sestili et al., 2006, 2011).

Os nossos achados indicam que o D-2-HG provoca estresse oxidativo in vivo no
estriado de ratos, ja& que esta condi¢do deletéria ocorre por um desequilibrio entre as
defesas antioxidantes e a producdo de espécies reativas com um aumento das Gltimas.
Neste caso, é importante ressaltar que o cérebro é altamente suscetivel a dano oxidativo,
quando comparado a outros tecidos, devido a sua baixa atividade de enzimas
antioxidantes, ao consumo de O, aumentado, aos elevados niveis de ferro, a estimulacao
aumentada de receptores glutamatérgicos, a presenca de neurotransmissores auto-
oxidaveis e ao elevado potencial de peroxidacdo que se deve ao fato do cérebro possuir
um contetdo elevado de acidos graxos poli-insaturados (Dalle-Donne et al., 2003;
Halliwell and Gutteridge, 2007).

Nossos resultados também sugerem que o comprometimento da homeostase
redox causado in vivo pelo D-2-HG provavelmente é seletivo para este composto, ao

invés de constituir um efeito inespecifico causado por &cidos carboxilicos em geral, uma
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vez que uma injecdo intraestriatal aguda idéntica de 3-MGT, que é estruturalmente
similar ao D-2-HG, néo alterou os parametros de estresse oxidativo estudados.
Investigamos também se a administracdo in vivo de D-2-HG poderia ocasionar
dano cerebral. Para tal, realizamos estudos histopatoldgicos 12 e 48 h ap6s a injecdo de
D-2-HG. Nesta analise foram observados vacuolizac¢do no estriado apds 12 h da injecéo,
enquanto 48 h apds verificamos, além de vacuolizagdo em maior grau, bem como
infiltrado linfocitico e macrofagico. Embora ndo possamos precisar 0s mecanismos
patogénicos que provocaram essas alteracdes, presumimos que o estado pro-oxidante
causado pelo D-2-HG no estriado possa ter contribuido para essas alteracOes
histopatoldgicas. Nesse contexto, enfatize-se que a formacéao de vacuolos pode ser ainda
secundaria a um comprometimento do metabolismo energético (Strauss et al., 2003), a
excitotoxicidade (Goodman et al., 1977; Forstner et al., 1999; Hoffmann e Zschocke,
1999), além de ser causado por alteracbes da homeostase redox (Cubells et al., 1994;
Wilt et al., 2000; Saxena et al., 2010). No que se refere ao infiltrado linfocitico e
macrofagico, 0 mesmo também pode estar associado ao estresse oxidativo, uma vez que
0 recrutamento de leucdcitos é tipico da resposta inflamatéria (neuroinflamacéo)
(Hickey et al., 1991; Mukhtar et al., 2005; Liblau et al., 2013). Linfocitos T ativados e
macrdfagos podem interagir com astrdcitos e microglia, levando a producéo de citocinas
que aumentam a resposta inflamatdria, com consequente elevacdo da geracdo de

espécies reativas.

Nesse trabalho tambeém investigamos os efeitos da administracéo intraestriatal e
intracerebelar in vivo do L-2-HG sobre os mesmos parametros de estresse oxidativo e
histopatologia no estriado e cerebelo dos animais. Observamos que a administragao

intracerebral in vivo de L-2-HG em ratos jovens provoca o comprometimento da
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homeostase redox e causa importantes alteracGes histopatoldgicas nessas estruturas
cerebrais.

Inicialmente observamos que a injecdo de L-2-HG provocou oxidacéo lipidica,
verificada através do aumento dos niveis de malondialdeido, em ambas as estruturas
cerebrais, corroborando com resultados prévios in vitro demonstrando que esse acido
organico aumenta os niveis de MDA no cérebro de ratos (Latini et al., 2003). Foi
também constatado que as defesas antioxidantes no estriado e no cerebelo foram
marcadamente reduzidas pela administracdo in vivo do L-2-HG. Tal concluséo baseou-
se na diminuicdo das concentracbes de GSH, o principal antioxidante cerebral, e 0
concomitante aumento da sua forma oxidada (GSSG). Além disso, 0 L-2-HG também
diminuiu as atividades das enzimas antioxidantes GPx e GR no estriado e cerebelo. A
diminuicdo da atividade da GR causada pelo L-2-HG pode levar secundariamente a
diminuicdo de GSH, uma vez que essa enzima é importante para a reciclagem de GSH e
para a manutencao da razdo GSH/GSSG. Além disso, podemos supor que a reducdo da
atividade da GPx poderia, a0 menos parcialmente, ser devido & menor concentracdo de
GSH, substrato da enzima. Nossas observacdes de dano oxidativo lipidico e de redugédo
das defesas antioxidantes provavelmente sdo devidas ao estimulo na producdo de
espécies reativas, visto que o D-2-HG provocou um aumento da oxidacdo de DCFH e
na producdo de H,O,. Por outro lado, esse metabdlito ndo aumentou a formacéo de
nitratos e nitritos. Portanto, € provavel que as alteracdo verificadas na homeostase redox
sejam mediadas por ERO.

Outras observagdes em nossa investigacao foi que os antioxidantes MEL, Vit E
+ C e creatina preveniram o dano oxidativo lipidico e a redugdo das defesas
antioxidantes ndo enzimaticas (GSH) e enziméticas (atividades da GPx e GR)

provocados pelo L-2-HG, sugerindo que esses efeitos ocorreram devido a geragdo
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excessiva de radicais hidroxila e peroxila que sdo sequestradas por esses antioxidantes
(Reiter et al., 2001; Halliwell and Gutteridge, 2007). Por outro lado, 0 MK-801 e o0 L-
NAME ndo foram capazes de prevenir o dano oxidativo e a reducdo das defesas
antioxidantes induzidos pelo L-2-HG, indicando que os efeitos pro-oxidantes
provocados por esse &cido organico ndo foram mediados por receptores NMDA e por
ERN, respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com nossos resultados
demonstrando que a formacéo de nitratos e nitritos ndo foi estimulada pelo L-2-HG.

Por outro lado, o L-2-HG ndo alterou significativamente a formagdo de
carbonilas no estriado e no cerebelo, sugerindo que o esse composto ndo provoca dano
oxidativo proteico. Essas observacdes, aliadas ao dano oxidativo lipidico induzido pelo
L-2-HG, podem ser devidas a um efeito seletivo das espécies reativas sobre
componentes proteicos e lipidicos celulares (Dalle-Done et al., 2003; Leipnitz et al.,
2010).

Enfatize-se aqui que os efeitos pro-oxidantes causados pelo L-2-HG foram
seletivas e ndo devidas a acBes inespecificas de acidos carboxilicos em geral, uma vez
que a administracdo idéntica de L-HMV, um &cido carboxilico quimicamente similar ao
L-2-HG, néo alterou os parametros de estresse oxidativo no estriado de ratos.

A andlise histopatol6dgica realizada no estriado sete dias ap6s a injecdo de L-2-
HG evidenciou uma extensa vacuolizacdo, infiltrado linfocitico e macrofagico, corpos
granulares eosinofilicos e necrose. A administracdo de L-2-HG também causou
astrogliose (aumento da imunodeteccdo de GFAP) e perda da populagdo neuronal
(diminuicdo da imunodeteccdo de NeuN) no estriado de ratos. Além disso, intenso
infiltrado macrofagico associado a pequena vacuolizacdo e a um pequeno infiltrado
linfocitico foram observados no cerebelo apds a administracdo de L-2-HG. Contudo,

nédo foram encontrados corpos granulares eosinofilicos, astrogliose e perda da populagéo
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neuronal no cerebelo de ratos injetados com L-2-HG. No que se refere a fisiopatologia
dos achados histopatoldgicos, presumimos que 0S mesmos possam ter sido ao menos
causados pelo estado pré-oxidante causado por esse acido organico.

Nossos achados demonstrando alteragdes histopatologicas menos severas no
cerebelo quando comparadas aquelas observadas no estriado ndo podem ser atribuidos
as concentragbes de L-2-HG detectadas nessas estruturas cerebrais (4.46 mM no
estriado e 6.96 mM no cerebelo), porém indicam que o estriado parece ser mais
vulneravel aos efeitos deletérios do L-2-HG.

N&o podemos estabelecer, até o presente momento, a relevancia fisiopatoldgica
dos nossos resultados uma vez que as concentracdes cerebrais de D-2-HG e L-2-HG na
D-2-HGA e na L-2-HGA, respectivamente, permanecem desconhecidas. Porém,
salientamos que o D-2-HG e o L-2-HG se acumulam em grandes quantidades no
cérebro, onde sdo produzidos e acumulados pelo baixo efluxo do cérebro (Sauer et al.,
2010). Além disso, considerando que os niveis de L-2-HG de aproximadamente 4.5 mM
e 7 mM foram encontradas no estriado e no cerebelo, respectivamente, apdsn a sua
administracdo e também devido ao fato de que o &cido glutarico que se encontra
acumulado na acidemia glutarica do tipo I, outra acidemia organica cerebral, pode
ultrapassar niveis superiores a 8 mM no cérebro, causando degeneracdo estriatal (Sauer
et al., 2006), presumimos que nossos achados possam contribuir para explicar a
neuropatologia do dano cerebral na L-2-HGA. Também devemos levar em consideracéo
que espécies reativas sdo capazes de oxidar uma grande variedade de moléculas,
incluindo lipideos, proteinas, acucares e DNA numa cascata patogénica podendo
resultar em morte celular apoptotica ou necrotica (Kroemer e Reed, 2000; Nizuma et al.,

2009; Circu e Aw, 2010). Portanto, sugerimos que nossos presentes resultados,
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demonstrando que o D-2-HG e o L-2-HG comprometem a homeostase redox in vivo no
cérebro, possam contribuir para a patogénese da D-2-HGA.

Concluindo, este foi o primeiro trabalho demonstrando que a administragéo in
vivo de D-2-HG compromete a homeostase redox com o possivel envolvimento dos
receptores NMDA, bem como provoca anormalidades histopatoldgicas no estriado.
Especulamos que a estimulacdo exacerbada dos receptores glutamatérgicos NMDA
ocasionada pelo D-2-HG poderia resultar no dano estriatal encontrado na D-2-HGA
através do ataque de espécies reativas, como ocorre de maneira semelhante em doencas
neurodegenerativas como Parkinson (Nash et al., 1999; Calabresi et al., 2000).
Finalmente, propomos que antioxidantes direcionados & mitocondria ou antagonistas
especificos de subunidades dos receptores NMDA, bloqueando os efeitos excitotdxicos
sem interferir na funcdo fisiologica da neurotransmissdo (Suzuki et al., 2010; Réus et
al., 2012), poderiam ser utilizados como futuras terapias adjuvantes para a D-2-HGA.

Além disso, também demonstramos pela primeira vez o comprometimento da
homeostase redox e as alteragcbes histopatoldgicas provocadas in vivo pela
administracdo de L-2-HG no estriado e no cerebelo de ratos jovens. Sendo assim,
propusemos que O estresse oxidativo pode ser responsavel pelos achados
neurodegenerativos e, portanto, representar um mecanismo importante do dano cerebral
na L-2-HGA. Constatamos que concentragdes cerebrais elevadas de L-2-HG
comprometem as defesas antioxidantes, induzem a formacdo de ERO e dano oxidativo
lipidico nas principais estruturas cerebrais afetadas nos pacientes com L-2-HGA. Neste
particular, um estudo recente evidenciou elevadas concentragdes de MDA e a reducéo
das enzimas antioxidantes GPx e SOD no sangue de pacientes afetados pela L-2-HGA
(Jellouli et al., 2014), reforcando o papel do comprometimento da homeostase redox na

neuropatologia da L-2-HGA. Todavia, ndo podemos descartar outros possiveis
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mecanismos de dano cerebral, tais como a excitotoxicidade causada pelo L-2-HG,
devido a sua similaridade ao glutamato, o neurotransmissor mais importante do SNC.
Porém, nossos dados demonstram que o0 MK-801 ndo foi capaz de prevenir as alteracdes
dos parametros de estresse oxidativo, aléem de estudos anteriores que determinaram que
0 L-2-HG ndo desempenha efeitos excitotoxicos (Junqueira et al., 2003). Finalmente,
outros estudos in vitro demonstraram que o L-2-HG é capaz de alterar o0 metabolismo
energético (da Silva et al., 2003), fato que também pode contribuir para a
neurotoxicidade deste metabodlito. Portanto, podemos também propor a administracdo de
antioxidantes e memso compostos que melhoram o estado energético celular como a

creatina como terapia potencial para os pacientes afetados pela L-2-HGA.

CONCLUSOES

A. A administragdo aguda intraestriatal de D-2-HG (2.5 umol) em ratos jovens
provoca:
1. Aumento significativo dos niveis de MDA (dano oxidativo lipidico) e da

formacédo de carbonilas (dano oxidativo proteico) no estriado.

2. Diminuicdo significativa das defesas antioxidantes, determinadas pela
diminuicdo das concentracfes de GSH e das atividades das enzimas GPX e SOD

no estriado.

3. Aumento de espécies reativas de nitrogénio (determinado pelo aumento do
contetido de nitratos e nitritos), sem alterar a formagdo de espécies reativas de

oxigénio (oxidagéo de DCFH e produgéo de H,0, inalteradas) no estriado.
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4. O MK-801 e L-NAME preveniram o dano oxidativo lipidico e a diminui¢éo das

defesas antioxidantes no estriado, indicando que o dano oxidadivo possa ter
ocorrido através da estimulacdo de receptores NMDA e consequente

estimulacdo da enzima 6xido nitrico sintase e producédo de 6xido nitrico.

As alteracBes histopatologicas (vacuolizagdo, infiltrado linfocitico e
macrofagico) 12 e 48 h apo0s a injecdo estdo possivelmente estdo associadas, ao
menos em parte, a0 aumento da geracdo de espécies reativas de nitrogénio no

estriado.

As alteracbes de homeostase redox causadas pelo D-2-HG foram seletivas, visto
que o 3-MGT (estruturalmente similar ao D-2-HG) ndo alterou nenhum dos

parametros de estresse oxidativo no estriado.

B. A administracdo aguda intracerebral de L-2-HG (2.5 pmol) em ratos jovens

provoca:

1.

3.

Aumento significativo dos niveis de MDA (dano oxidativo lipidico) sem alterar
a formacdo de carbonilas (dano oxidativo proteico ausente) no estriado e no

cerebelo.

Diminuicdo significativa das defesas antioxidantes ndo enzimaticas (GSH) e
enzimaticas (atividades da GPx e GR), além de aumentar os niveis de GSSG no

estriado e cerebelo.

Aumento de espécies reativas de oxigénio (determinado pelo aumento da

oxidagdo de DCFH e da producéo de H,0,), sem alterar a formacédo de espécies
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reativas de nitrogénio (contetdo de nitratos e nitritos inalterado) em ambas as

estruturas cerebrais.

4. Dano oxidativo causado provavelmente por radicais peroxila e hidroxila, j& que
0s antioxidantes sequestradores desses radicais livres melatonina, creatina e uma
mistura de Vit C + E preveniram a peroxidacdo lipidica e a diminuicdo das

defesas antioxidantes no estriado.

5. Alteracbes histopatologicas no estriado (vacuolizacdo, infiltrado linfocitico e
macrofagico, necrose, astrogliose e perda neuronal) e no cerebelo (vacuolizacéo,
infiltrado linfocitico e macrofagico) que possivelmente estdo associadas ao

aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio.

6. As alteraces de homeostase redox causadas pelo L-2-HG foram seletivas, visto
que 0 3-MGT (L-HMV (estruturalmente similar ao L-2-HG) néo alterou nenhum

dos parametros no estriado.

Como conclusdo geral, propomos que alteracbes da homeostase redox estejam
envolvidas com o dano estriatal provocado pelo D-2-HG e pelos danos estriatal e
cerebelar provocado pelo L-2-HG, de tal forma que a neuropatologia das D-2-HGA
e L-2-HGA podem ser parcialmente explicadas por aumento de espécies ativas

devido aos principais compostos acumulados nessas doengas.
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