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RESUMO

As acidemias D-2-hidroxiglutarica e L-2-hidroxiglutarica sdo duas distintas
desordens neurometabolicas bioquimicamente caracterizadas por niveis aumentados
dos acidos D-2-hidroxiglutarico e L-2-hidroxiglutarico em tecidos e fluidos biolégicos,
respectivamente.  Pacientes acometidos pela acidemia D-2-hidroxiglutarica sédo
classificados em duas variantes, a D-2-hidroxiglutarica do tipo | ou a D-2-
hidroxiglutarica do tipo Il. A acidemia D-2-hidroxiglutarica do tipo | é causada por
uma mutacdo no gene da D-2-hidroxiglutarato desidrogenase enquanto que a acidemia
D-2-hidroxiglutarica do tipo Il € causada por uma mutacdo de ganho de fungdo no
gene da isocitrato desidrogenase Il. A acidemia L-2-hidroxiglutarica é causada por
uma mutagcdo no gene da L-2-hidroxiglutarato desidrogenase. Considerando que a
fisiopatologia destas doencas ndo esta totalmente elucidada e que muitos estudos tém
demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo em erros inatos do metabolismo,
este trabalho tem por objetivo principal investigar parametros de estresse oxidativo e
nitrativo na urina de pacientes com acidemia L-2-hidroxiglutéarica e o dano ao DNA in
vitro causado pelos &cidos acumulados em ambas as patologias, as acidemias D-2-
hidroxiglutarica e L-2-hidroxiglutarica, bem como o efeito protetor da L-carnitina
sobre o dano. Dessa forma, verificou-se que as concentracdes de 50 uM do acido D-2-
hidroxiglutarico e 30 uM do acido L-2-hidroxiglutarico induzem dano ao DNA e que
concentragdes de 30 puM e 150 uM de L-carnitina reduzem significativamente in vitro
0 dano ao DNA, comparado aos controles. Além disso, foram analisadas amostras de
urina dos pacientes com acidemia L-2-hidroxiglutarica. Observou-se aumento
significativo de espécies de guanina oxidadas, um marcador bioquimico de dano
oxidativo ao DNA, bem como um aumento significativo da excrecdo de di-tirosina,
indicando que os pacientes tem dano a proteinas. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de isoprostanos urinarios e nos niveis de espécies reativas do
nitrogénio. Esses resultados sugerem, pelo menos em parte, dano oxidativo a proteinas
e a0 DNA e ressaltam o potencial antioxidante da L-carnitina como um promissor
adjuvante no tratamento de pacientes afetados pelas acidemias L-2-hidroxiglutarica ou

D-2-hidroxiglutérica.



Palavras-chave: acidemia D-2-hidroxiglutarica, acidemia L-2-hidroxiglutarica, estresse

oxidativo, L-carnitina, dano ao DNA



ABSTRACT

D-2-hydroxyglutaric and L-2-hydroxyglutaric acidurias are two distinct
neurometabolic disorders biochemically characterized by increased levels of D-2-
hydroxyglutaric and L-2-hydroxyglutaric acids in biological fluids and tissues,
respectively. Patients affected by D-2-hydroxyglutaric aciduria are classified into two
variants, D-2-hydroxyglutaric aciduria type | or D-2-hydroxyglutaric aciduria type II.
D-2-hydroxyglutaric aciduria type | is caused by mutation of D-2-hydroxyglutarate
dehydrogenase gene while D-2-hydroxyglutaric aciduria type Il is caused by a gain of
function mutation in isocitrate dehydrogenase 2 gene. L-2-hydroxyglutaric aciduria is
caused by mutation in the L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase gene. Considering that
the pathophysiology of these diseases is not fully understood and that many studies
have been shown the involvement of oxidative stress in inborn errors of metabolism,
the main objective of this work was investigate oxidative and nitrative stress
parameters in the urine of L-2-hydroxyglutaric aciduria patients and to investigate the
in vitro DNA damage caused by the accumulated acids of D-2-hydroxyglutaric and L-
2-hydroxyglutaric acidurias as well as the protective effect of L-carnitine on this
damage. It has been found that concentrations of 50 uM of D-2-hydroxyglutaric acid
and 30 uM of L-2-hydroxyglutaric acid induce DNA damage and concentrations of 30
MM and 150 pM of L-carnitine significantly reduced the in vitro DNA damage
compared to controls. In addition, urine samples from L-2-hydroxyglutaric aciduria
patients were analyzed. It was observed a significant increase of oxidized guanine
species, an oxidative DNA damage biomarker as well as a significant increase of
urinary di-tyrosine level, indicating protein oxidative damage in the patients. However,
there was no significant difference in the levels of urinary isoprostanes and reactive
nitrogen species. These results suggest, at least in part, proteins and DNA oxidative
damage and highlight the L-carnitine antioxidant potential as a promising adjuvant in
the treatment of patients affected by L-2-hydroxyglutaric or D-2-hydroxyglutaric

aciduria.



Keywords: D-2-hydroxyglutaric acidemia, L-2-hydroxyglutaric academia, oxidative
stress, L-carnitine, DNA damage
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1. INTRODUCAO







1.1 Erros inatos do metabolismo

Archibald Garrod, em 1908, prop6s pela primeira vez o termo erros inatos do
metabolismo (EIM) a partir de estudos em pacientes com alcaptonuria. Foi observado
que esses pacientes excretavam grandes quantidades de acido homogentisico na urina
e compartilhavam essa caracteristica com outros membros da familia (Scriver et al.,
2001). Dessa forma, com base nas leis de Mendel, Garrod propds um modelo de
heranca autossdmica recessiva para essa doenca. Além disso, sabendo que o &cido
homogentisico € um metabdlito normal proveniente da degradacdo proteica, Garrod
relacionou a doenga como consequéncia do bloqueio na rota metabolica da tirosina
(Scriver et al.,2001). Algumas décadas mais tarde, Beadle estabeleceu a base para o
entendimento de EIM, demonstrando que a sintese proteica esta relacionada a genes
especificos (Mueller e Young, 1995). Desde entdo, foram descritos mais de 500 EIM
(Scriver et al.,2001).

EIM sdo doencgas hereditarias (em sua grande maioria de heranca autossémica
recessiva) que ocorrem devido a mutacdes em genes que codificam proteinas, que
geralmente sdo enzimas, e resultam na sintese parcial ou totalmente reduzida da
mesma. Dessa forma, com a diminui¢do da atividade enzimética ocorre um blogueio
total ou parcial de uma rota metabdlica e que tem como consequéncia o acumulo do
substrato da enzima e a falta do produto (Figura 1). Os individuos afetados por essas
doencas apresentam sintomatologia variada, a qual depende da rota metabdlica
afetada, do metabdlito acumulado e do produto deficiente. Em sua grande maioria, sao
doencas graves que podem levar o paciente a Obito se ndo tratadas corretamente
(Scriver et al., 2001). Os EIM sé&o raros quando considerados individualmente, mas
quando em conjunto somam aproximadamente 1: 1000 nascidos vivos (Scriver et al.,
2001; Giugliani et al., 2016).
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| Enzima \ > P

P*

Figura 1: Bloqueio da rota metabdlica pela enzima deficiente gerando acimulo do substrato (S), diminui¢do do
produto (P) e desvio do substrato para rota metabdlica alternativa, o que geralmente acarreta em um produto

toxico (P*).

Os EIM podem ser classificados de diferentes maneiras na literatura. Neste
trabalho, optamos pela classificacdo feita em 2001 por Saudubray e Charpentier
(Tabela 1):

a) defeitos na sintese ou catabolismo de moléculas complexas: em geral sdo
caracterizadas pela deficiéncia em proteinas relacionadas ao complexo de Golgi
ou lisossomos, culminando no acumulo de macromoléculas em tecidos
especificos e em geral com manifestacdo cronica e progressiva.

b) defeitos no metabolismo intermediario: sdo caracterizados por defeitos no
metabolismo intermediario de moléculas pequenas, levando ao acumulo de
metabdlitos toxicos proximos ao bloqueio da rota. Os individuos afetados por
esses disturbios podem apresentar sinais clinicos agudos ou crbnicos de
intoxicagdo. Dentre os sinais agudos incluem: vomitos, coma, insuficiéncia
hepatica e complicacdes tromboembolicas. Como sinais crénicos, 0s pacientes

podem apresentar atraso no desenvolvimento, retardo mental e cardiomiopatia.
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c) defeitos na producdo e utilizacdo de energia que ocorre no figado, miocéardio,
musculos, encéfalo e em outros tecidos. Esse grupo é subdividido em defeitos
do metabolismo mitocondrial ou citoplasmatico.

Tabela 1: Classificacdo dos EIM

Grupos Caracteristica Doencas
Defeitos na Doengas lisossdmicas de depdsito,
sintese/catabolismo Actmulo de macromoléculas em tecidos especificos doencas peroxissomais, erros congénitos
de moléculas Forma crdnica e progressiva da sintese do colesterol.
complexas.
Defeitos no Aminoacidopatias, acidemias orgénicas,
metabolismo Intoxicagéo aguda e cronica defeitos do ciclo da uréia, porfirias etc.

intermediario.

Defeitos na Acidemias laticas congénitas, defeitos na
produgdo e Defeitos do metabolismo mitocondrial oxidacéo de 4cidos graxos e
utilizacéo de metabolismo respiratdrio mitocondrial.
energia Defeitos na glicolise, metabolismo do
Defeitos do metabolismo citoplasmético glicogénio, metabolismo da creatinina.

Fonte: Saudubray e Charpentier, 2001

Ainda, de acordo com Saudubray e Charpentier (2001), as manifestacOes

clinicas dos EIM podem ser dividas em 4 grupos:

a) sintomas agudos no periodo neonatal (Ex. Doenca da urina do xarope do
bordo).

b) sintomas agudos, em geral intermitentes. A apresentacdo varia de 1 més a idade
adulta (Ex. Acidemias organicas).

c) quadro especifico: envolve deterioracdo progressiva de 6rgdo ou sistema (Ex.
doencas degenerativas cerebrais, doencas lisossomicas de deposito).

d) quadro crénico geral e inespecifico: retardo metal (acimulo de substancias

toxicas) e retardo de crescimento (recusa alimentar).

Dentro dos grupos dos EIM, destacam-se as aminoacidopatias e acidemias
organicas como sendo as mais frequentes em criancas gravemente enfermas.
(Chalmers et al., 1980; Wajner et al., 2009).
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1.2 Acidemias organicas

Acidemias organicas constituem um grupo dentro dos EIM caracterizadas
bioguimicamente por acumulo tecidual e excrecdo urinaria de grandes quantidades de
acidos organicos. Essas acidemias sdo causadas pela deficiéncia da atividade
enzimatica do catabolismo de aminoéacidos, carboidratos ou lipidios (Wajner e
Goodman, 2011). No quadro I, estdo listadas as principais manifesta¢fes clinicas nas

acidemias organicas.

Quadro I: Manifestac6es clinicas nas acidemias organicas

Encefalopatia toxica

Convuls6es

Hipotonia

Letargia

\Vomitos

Dificuldade respiratoria

Recusa alimentar no periodo neonatal
Coma

Fonte: Wajner e Goodman, 2011

As caracteristicas clinicas como deterioracdo neuroldgica, perda da funcédo
intelectual, ataxia, cetoacidose recorrente ou sintomas psiquiatricos podem ocorrer em
criancas mais velhas ou na adolescéncia. Além disso, anormalidades no ganglio basal,
alteracdes da substancia branca e macrocefalia s&o comuns nos pacientes. No entanto,
h& um grupo de doencas dentro das acidemias organicas em que 0S sintomas séo
exclusivamente neuroldgicos. Neste grupo incluem-se as acidemias D-2-
hidroxiglutarica (D-2-HGA) e L-2-hidroxiglutarica (L-2-HGA) e sdo, dessa maneira,
conhecidas por acidemias organicas cerebrais (Wajner e Goodman, 2011).

Esse trabalho abordaré estas duas acidemias organicas cerebrais: acidemia D-2-

hidroxiglutarica e L-2-hidroxiglutarica.
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1.2.1 Acidemias D-2-hidroxiglutarica e L-2-hidroxiglutarica

Os acidos enantioméricos D-2-hidroxiglutarico (D-2-HG) e L-2-hidroxiglutarico
(L-2-HG) foram identificados pela primeira vez em 1977, por Gregersen e
colaboradores. No ano de 1980, o Journal of Inherited Metabolic Disease publicou,
simultaneamente, o relato Chalmers et al que identificaram um paciente com D-2-
HGA e o relato de Duran et al que identificaram um paciente com L-2-HGA
(Kranendijk et al., 2012). Desde entdo, constam na literatura 80 pacientes portadores
de D-2-HGA e 300 pacientes portadores de L-2-HGA no mundo (Wajner e Goodman,
2011; Patay et al., 2015). A prevaléncia e incidéncia exatas destas doencas, até o
momento, sdo desconhecidas.

A suspeita dessas duas acidemias ocorre através da avaliacdo clinica, pois 0s
pacientes apresentam atraso de desenvolvimento e outras disfun¢Ges neuroldgicas de
etiologia desconhecida. Entretanto, essas caracteristicas clinicas sdo geralmente
homogéneas, sem sinais clinicos peculiares e o diagnéstico pode ocorrer de forma
tardia devido ao curso lento e progressivo da doenca (Patay et al., 2012). A
confirmacdo do diagndstico se da atraves de cromatografia gasosa acoplada a
espectrébmetro de massas (CG/MS) para a deteccdo dos niveis elevados do &cido 2-
hidroxiglutarico na urina. No entanto, para classificar se € D ou L €é necessario fazer a
diferenciacdo quiral, realizada em laboratdrios especializados, e/ou analise molecular
para a deteccdo da mutacdo para posterior aconselhamento genético (Struys et al.,
2004a; Rzem et al., 2004). Atualmente, ndo ha tratamento para pacientes com D-2-
HGA ou L-2-HGA, apenas medidas para o controle de sintomas e convulsdes (Struys
et al., 2006).
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1.2.1.1 Acidemia D-2-hidroxiglutarica

A D-2-HGA é uma doenga neurometabolica hereditaria rara, bioquimicamente
caracterizada por niveis aumentados do acido D-2-HG nos fluidos bioldgicos, tais
como plasma (61+14umol/L, controles = 0,7£0,2umol/L), fluido cérebro-espinhal (15-
25 umol/L, controles= 0,1+£0,1 pmol/L) e urina (1565+847 mmol/mol creatinina,
controles = 6,0 £3,6 mmol/mol creatinina) (Gibson et al., 1993; Kranendijk et al.,
2012). Além disso, a D-2-HGA apresenta-se sob duas formas distintas: D-2-HGA do
tipo | (aproximadamente 50% dos pacientes com D-2-HGA), com apresentacdo mais
lenta e sintomas mais brandos e D-2-HGA do tipo Il, com fenotipo mais severo (Van
der Knaap et al., 1999 a,b; Kranendijk et al., 2012).

A D-2-HGA do tipo | é causada por uma mutacdo, de heranca autossomica
recessiva, no gene D2HGDH (MIM#600721) que codifica a enzima mitocondrial D-2-
hidroxiglutarato-desidrogenase (D-2-HGDH) fazendo com que ocorra perda ou
prejuizo da funcdo. O &cido D-2-HG € produzido a partir do 2-cetoglutarato (2-KG)
através da enzima hidroxidcido-oxoacido-transidrogenase (HOT). A enzima D-2-
HGDH, por sua vez, catalisa a conversao do acido gerado em 2-KG (Kranendijk et al.,
2010a) (Figura 2).

A D-2-HGA do tipo Il é causada por uma mutacdo, autossomica dominante de
novo, no gene IDH2 (MIM#613657) que codifica a enzima mitocondrial isocitrato-
desidrogenase-2 (IDH2) fazendo com que a enzima tenha um “ganho de fungdo”. A
funcdo normal da IDH2 € a conversdo de isocitrato a 2-KG, no entanto, a enzima
mutante passa a produzir D-2-HG a partir do 2-KG. Essa producdo adicional ocorre
concomitantemente a producéo do acido D-2-HG pela HOT e, pressupde-se que a D-2-
HGDH né&o é capaz de metabolizar todo o D-2-HG formado. O resultado em ambas
variantes € o acumulo do &cido D-2-HG na urina, plasma e fluido cérebro-espinhal
(Kranendijk et al., 2010a,b) (Figura 2).
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Figura 2: O acido D-2-HG ¢ formado a partir do 2-KG via HOT. A D-2-HGDH catalisa a converséo do acido
D-2-HG para 2-KG (na D-2-HGA tipo | ocorre deficiéncia na D-2-HGDH, bloqueando a via). A enzima mutante
IDH2 com ganho de fungdo (IDH2™"), somente na D-2-HG do tipo I, produz D-2-HG a partir de 2-KG
adicionalmente a produgdo de D-2-HG via HOT. Hipoteticamente, a D-2-HGDH n&o é capaz de metabolizar
todo o D-2-HG gerado, resultando no acimulo de D-2-HG (Figura adaptada de Kranendjik et al., 2012).

Em relacdo a clinica, esses pacientes apresentam sintomas extremamente
varidveis. O fendtipo severo (tipo Il) é caracterizado por encefalopatia epilética no
periodo neonatal ou infantil de inicio precoce cursando com hipotonia, falha visual
cerebral, atraso visual cerebral e atraso sério no desenvolvimento. Em exames de
imagem por ressonancia magnética (IRM) mostram atraso de maturacdo cerebral,
anormalidades de massa branca ventricular e a presenca de cistos subependimais nos
primeiros anos de vida. Além disso, 0s pacientes podem apresentar cardiomiopatia
(primariamente dilatada) e dismorfias faciais caracteristicas (face plana com ponte
nasal larga e anormalidades do ouvido externo) (Struys et al., 2006). No segundo
fenotipo da doenca (tipo 1), que é mais brando e tem maior variabilidade, os pacientes
apresentam hipotonia, convulsdes (menor frequéncia que no grupo Il) e atraso de
desenvolvimento psico-motor. IRM mostram neste grupo 0s mesmos achados

cerebrais do que no grupo severo, embora essas alteragcdes sejam mais leves e variaveis
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(Struys et al., 2006). Quanto a expectativa de vida para os pacientes do tipo | é
indefinido, enquanto que para os pacientes do tipo I, varia de meses ao inicio da idade
adulta (Kranendijk et al., 2012).

1.2.1.2 Acidemia L-2-hidroxiglutarica

A L-2-HGA é uma doenca neurometabdlica hereditaria rara, aparentemente mais
frequente que a D-2-HGA, com um padrdo de heranga autossOmico recessivo.
Bioquimicamente, é caracterizada por niveis aumentados do acido L-2-HG na urina
(1283 £ 676 mmol/mol creatinina, controles = 6,0 £ 5,4 mmol/mol creatinina) e em
outros fluidos bioldgicos, tais como plasma (47+13 pmol/L, controles= 0,6+0,2
umol/L) e fluido cérebro-espinhal (62+30 pmol/L, controles= 0,7+£0,6 pmol/L)
(Gibson et al., 1993).

A doenca € causada por uma mutacdo no gene L2HGDH, localizado no
cromossomo 14q22.1, que é responsavel por codificar a enzima mitocondrial L-2-
hidroxiglutarato-desidrogenase (L-2-HGDH) que atua ligada ao FAD. Com auséncia
da atividade dessa enzima, ocorre o bloqueio metabdlico culminando no acimulo do
acido L-2-HG nos fluidos biologicos (Rzem et al., 2004; Steenweg et al., 2010). O
acido L-2-HG ¢é formado a partir do 2-KG através da reacdo catalisada pela enzima L-
malato-desidrogenase (L-malDH), que emprega NADPH como doador de hidretos.
Essa reagdo ¢ hipoteticamente chamada de “indesejada”, pois normalmente a L-
malDH catalisa a conversdo de L-malato em oxaloacetato no ciclo de Krebs. A L-2-
HGDH catalisa a interconversdo rapida do acido L-2-HG em 2-KG utilizando FAD
como cofator. A enzima L-2-HGDH € considerada, por alguns autores, como enzima
de reparo, pois tem o objetivo de proteger contra potenciais efeitos toxicos e prevenir a

perda de carbonos no ciclo de Krebs (Van Schaftingen et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 3. O &cido L-2-HG é formado através da interagdo ‘“ndo-especifica” da enzima L-malDH com 2-KG
usando NADH. A L-2-HGDH catalisa a interconversdo de L-2-HG a 2-KG utilizando FAD como cofator. Com a
atividade prejudicada da L-2-HGDH, ocorre 0 acimulo do L-2-HG (Figura adaptada de Kranendjik et al., 2012).

Clinicamente, a L-2-HGA é caracterizada por atraso psicomotor moderado nos
primeiros anos de vida, seguido por ataxia cerebelar progressiva, epilepsia, disartria e
deterioracdo mental de moderada a severa. Aproximadamente 50% dos pacientes
apresentam macrocefalia, sinais piramidais e extrapiramidais (Steenweg et al., 2010).
Achados em IRM incluem o envolvimento de massa branca periférica com atrofia
cerebelar e sinais anormais no nucleo dentato e globo palido (Topgu et al., 2005).

L-2-HGA tem inicio insidioso na infancia e sua progressdo € lenta, o que
frequentemente acarreta um diagnostico tardio na adolescéncia ou idade adulta. Além
disso, é também conhecida como acidemia organica silenciosa, pois diferentemente de
outras acidemias organicas, ndo ocorre descompensacao metabolica (Van der Knaap et
al., 2005; Kranendijk et al., 2012). Outra caracteristica peculiar dessa doenca é a
associacao frequente com tumores malignos cerebrais. Embora tenham muitos relatos
de casos na literatura, a associacdo entre o metabdlito L-2-HG e o cancer cerebral
desenvolvido por alguns pacientes com L-2-HGA néo esta elucidada (Moroni et al.,
2004; Vilarinho et al., 2005).
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1.3 Radicais livres e estresse oxidativo

Radicais livres (RL) séo estruturas quimicas com um elétron desemparelhado,
ocupando um orbital atdmico ou molecular sozinho. Isto os torna moléculas ou atomos
instaveis e altamente reativos e com capacidade de combinar-se inespecificamente
com varias moléculas integrantes da estrutura celular (Halliwell and Gutteridge, 2007).
Diversas sdo as fontes geradoras de RL nos sistemas bioldgicos, eles podem ser
formados endogenamente, como subprodutos do metabolismo aerobico, ou por fontes
exogenas, tais como: consumo de alcool, tabaco e outras drogas, exposi¢ao a radiacdo
ionizante e eletromagnética e poluicdo atmosférica (Halliwell and Gutteridge, 2007;
Droge, 2002). Os RL podem ser divididos em espécies reativas do oxigénio (ERO) e
espécies reativas do nitrogénio (ERN).

O termo ERO ¢ usado para incluir radicais formados pela reducédo do O, como
por exemplo, anion superéxido (0O,*) e radical hidroxila (OH®) e substancias reativas
ndo-radicais derivados do O,, como o perdxido de hidrogénio (H,O,) (Halliwell e
Gutteridge, 2007). ERN incluem o oxido nitrico (NO®) e o peroxinitrito (ONOO).

O 0,* é formado principalmente através da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial ou por acdo de fagdcitos. NO® tem importancia biolégica fundamental,
atuando na vasoregulacdo e neurotransmisséo, no entanto, em excesso pode ser
citotoxico. OH®, o mais reativo dos RL, reage rapidamente e inespecificamente com
biomoléculas levando a danos. Além disso, a reacdo entre NO® e O,° leva a formacéo
de ONOQO', que exibe alta capacidade de reatividade e, consequentemente, de dano
(Halliwell, 1996; Halliwell, 2001).

ERO e ERN ocorrem tanto em processos fisioldgicos quanto em patoldgicos no
organismo. Em baixos niveis, sdo essenciais para muitas vias bioldgicas; no entanto,
quando ha uma superproducdo dessas espécies ou incapacidade de remové-las, um
estado pro-oxidante pode ser gerado. Dessa forma, espécies reativas tém o potencial de
oxidar moléculas do organismo, podendo assim promover oxidacéo lipidica, oxidacdo
de lipoproteinas de baixa densidade, reagir com proteinas, levando a sua inativacédo e

consequente alteracdo de sua funcéo, alem de reagir com o DNA e RNA, levando a
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mutacOes somaticas e a alteracdes na transcricdo génica (Halliwell, 1996; Halliwell e
Whiteman, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Nesse contexto, as células aerdbicas desenvolveram um sistema de defesa
antioxidante com o objetivo de controlar o fluxo e a acdo de RL e espécies reativas.
Esse sistema envolve mecanismos enziméticos e ndo enziméticos (Ahmed, 2005).
Dentre as enzimas que removem e protegem as células contra os RL estdo incluidas:
catalase (CAT), a superoxido-dismutase (SOD) e a glutationa-peroxidase (GSH-Px)
(Tabela 2) e as defesas antioxidantes ndo enzimaticas. Nesse grupo fazem parte
algumas vitaminas, como por exemplo, vitamina E e &cido ascérbico, glutationa
reduzida (GSH), L-carnitina, cofatores, flavonoides, e proteinas quelantes de metais. O
mecanismo de acdo dos compostos ndo enzimaticos é bastante diverso, podendo
envolver a remocdo do oxigénio presente no meio, o0 sequestro de ERO, a prevencao
de reacdes formadoras de RL, o reparo de DNA entre outros (Halliwell, 1996;
Halliwell e Gutteridge, 2007).

Tabela 2: Reacdes das defesas antioxidantes enzimaticas: a) Reacdo de dismutacdo do ion
superoxido (0,*); b) Reacdo de decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) a oxigénio
no estado fundamental (O,); ¢) Reacdo de reducdo de perdxidos (LOOH) e alcoois (LOH),

catalisada pela GPx.

Defesas antioxidantes enzimaticas

Superdxido- SOD catalisa a dismutagdo de dois )
dismutase (SOD) radicais O,*" (atua como scavenger de 0, +0," +2H" socg H,0, + O,
fons O,").
Catalase (CAT) CAT catalisa diretamente a b)
decomposicéo do H,0, 2H,0, & 2H,0+0,

Glutationa- GPx remove o H,0, e peroxidos c)

peroxidase (GPXx) organicos (LOOH) para seus alcoois

correspondentes (LOH) pelo LOOH + 2GSH 2% GSSG+ H20+ LOH

acoplamento de sua redugéo a H,O
com a oxidacéao da glutationa
reduzida (GSH).
Adptado de Halliwell e Gutteridge, 2007
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Em condicdes ndo patoldgicas, as ERO produzidas reagem com as defesas
antioxidantes enzimaticas e/ou ndo enzimaticas. No entanto, quando ha um
desequilibrio nesse sistema entre a formagdo de compostos oxidantes e defesas
antioxidantes, instala-se uma condicdo chamada de estresse oxidativo (Figura 5).
Dessa forma, a geracdo de espécies reativas ultrapassa a capacidade de defesa e isso
pode resultar em adaptacdo das células por up regulation, injaria celular e morte por
apoptose ou necrose (Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007). O desequilibrio
do sistema pro-oxidante/antioxidante em favor do pro-oxidante pode levar a uma série
de consequéncias potencialmente danosas a todos os tipos de moléculas, como por
exemplo, lipidios, proteinas e DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007).

—

ANTIOXIDANTES

—

ANTIOXIDANTES

RADICAIS LIVRES -

RADICAIS LIVRES

Figura 5: Estresse oxidativo: desequilibrio do sistema antioxidante/pré-oxidante.

A lipoperoxidagdo pode ser descrita como um processo no qual ERO e/ou ERN
atacam lipidios, especialmente acidos graxos poli-insaturados, gerando uma variedade
complexa de produtos reativos, entre eles, malondialdeido, 4-hydroxynonenal e
isoprostanos, que sdo produtos derivados da peroxidacdo ndo enzimatica do acido
araquidonico sendo considerados biomarcadores confiaveis de estresse oxidativo (Yin
et al.,, 2011; Halliwell e Gutteridge, 2007). Dentre os efeitos da lipoperoxidacéo,
destacam-se principalmente os que ocorrem nas membranas biologicas, tais como:
alteracdo do microambiente lipidico, alteracdo de permeabilidade e fluidez e
inativacdo irreversivel de proteinas e lipidios por formacdo de ligacGes cruzadas
(Halliwell e Gutteridge, 2007).
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As cadeias laterais de residuos de aminoacidos das proteinas sdo sensiveis a
oxidagdo por ERO. A oxidagdo proteica pode ser medida utilizando-se alguns
biomarcadores, como por exemplo, a medida de grupos sulfidrilas, determinacdo de
proteinas carboniladas e medida de di-tirosina (di-tyr). Esse ultimo, é formado pela
oxidacdo de residuos de tirosina adjacentes levando a formacdo de ligacGes inter-
fenolicas altamente estaveis e que ndo sdo metabolizadas (Mc Guire et al., 2009).

O dano ao DNA pode ocorrer em consequéncia do ataque de ERO e/ou ERN. O
0, e H,0, podem iniciar dano ao DNA por interacdo com metais de transicdo (ferro
e cobre) produzindo o OH®*, que é frequentemente o mais danoso. O OH*, pode reagir
com todos os componentes da molécula do DNA, danificando bases pirimidicas, bases
purinicas e o esqueleto de desoxirribose. Dessa forma, 0 DNA pode sofrer quebras em
sua estrutura, danos alcali-labeis, crosslinks e quebras resultantes de reparo por
excisdo. As células possuem diversos mecanismos para protecdo contra o dano ao
DNA, no entanto, se esses mecanismos falham, consequéncias deletérias podem
ocorrer, como mutacGes, microssatélites instaveis, aberragdes cromossomicas,
citotoxidade e crescimento neoplésico (Halliwell e Gutteridge, 2007).

O dano ao DNA pode ser medido através de uma técnica conhecida por ensaio
cometa alcalino a qual foi descrita por Singh et al (1988). Essa técnica consiste em
medir o dano resultante da fragmentacdo do DNA, e estes fragmentos migram para
fora do nucleo formando uma espécie de “cauda de cometa”, que ¢ proporcional ao
dano (Figura 6). Recentemente, alguns trabalhos tém demonstrado dano oxidativo a
lipideos, proteinas e ao DNA em EIM (Ribas et al., 2010, Mescka et al., 2014; Deon et
al., 2015).
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Figura 6: Ensaio cometa alcalino em leucécitos. A intensidade de fluorescéncia na cauda do cometa é
classificada de 0 a 4 (Fonte: Aycicek et al., 2008).

1.4 Estresse oxidativo e doencas neurodegenerativas

Sabe-se que o sistema nervoso central (SNC) é mais suscetivel ao dano
oxidativo do que outros tecidos, devido ao grande consumo de O, necessério a alta
demanda energética, a alta concentracdo de lipidios poli-insaturados em sua
composicdo e ao grande contetdo de ferro aliado ao deficiente mecanismo de protecédo
contra ERO, favorecendo a lipoperoxidacdo em algumas areas cerebrais (Halliwell,
2006; Halliwell e Gutteridge, 2007). Outros fatores como a presenca de altos niveis de
neurotransmissores auto-oxidaveis, tais como dopamina, serotonina e epinefrina e alta
quantidade de micréglia e macréfagos que podem produzir O,* e H,O, contribuem
para 0 aumento dessa suscetibilidade (Halliwell, 2006).

Inimeros estudos sugerem que RL e o estresse oxidativo possam estar
envolvidos na fisiopatogenia de algumas importantes doencas que afetam o SNC,
como doenca de Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e alguns EIM.
Nesse contexto, diversos estudos tém demonstrado que os metabolitos acumulados em

EIM, incluindo fenilcetondria (Sitta et al., 2006), doenca da urina do xarope do bordo
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(Barschak et al., 2006), adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (Deon et al.,
2007) e desordens do propionato (Ribas et al., 2010) induzem estresse oxidativo,
evidenciando em algum grau o envolvimento no dano neurolégico observado nos
pacientes acometidos por essas doencas. Com relacdo as acidemias D e L-2-
hidroxiglutarica, ha muito poucos estudos na literatura a respeito do envolvimento do
estresse oxidativo na fisiopatogenia da doenca. Recentemente, foi demonstrado em
modelo animal que o &cido acumulado nessas duas doengas provoca injuria cerebral e
alteracbes na homeostase redox (da Rosa et al., 2014; da Rosa et al., 2015) e um
estudo realizado em pacientes com L-2-HGA mostrou alteragbes de parametros de

estresse oxidativo no plasma (Jellouli et al., 2014).

1.5 L-carnitina

L-carnitina (LC) é um composto de amonio, soluvel em agua (figura 4)
importante no metabolismo dos mamiferos, e € encontrada no organismo na forma de
LC livre, acetil-L-carnitina e outros ésteres de LC. A LC é obtida tanto pela
biossintese enddgena (aproximadamente 25%) como exogenamente, oriunda da dieta
(carne vermelha, ovos e leite) (Walter, 1996). Além disso, a LC ndo é metabolizada,

sendo assim excretada na urina na forma de LC livre ou acilcarnitina (Stanley, 2004).

Figura 4: Estrutura quimica da LC, (4cido B-hidroxi-y-4-n trimetil aminobutirico).

A LC desempenha um importante papel na funcdo celular do metabolismo

atuando como facilitadora do transporte mitocondrial de acidos graxos de cadeia longa
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para a B-oxidacdo e producdo de ATP (Agarwal e Said, 2004; Walter, 1996). Além
disso, a LC esta envolvida na transesterificacdo e excrecdo de ésteres de acil-CoA,;
remocao de &cidos organicos e xenobidticos na mitocéndria, atuando na protegdo das
células contra efeitos toxicos causados pelo acumulo desses acidos (Chapela et al.,
2009).

Diversos estudos na literatura tém demonstrando o efeito protetor da LC contra
ERO, devido principalmente ao sequestro de radicais hidroxila (efeito “scavenger”) e
da inibicdo da formacdo destes radicais na reagdo de Fenton, na qual o Fe®* reage com
0 H,0,, produzindo o radical hidroxila (Gulcin, 2006; Lee et al, 2014). Nesse
contexto, a LC tem sido estudada em alguns EIM, como por exemplo, na
fenilcetonaria (PKU) em que alguns autores verificaram que 0s niveis desse composto
estdo diminuidos no plasma dos pacientes, com adesdo ao tratamento de restricdo
proteica, a lipoperoxidacdo aumentada e as defesas antioxidantes diminuidas, sendo
que esses dois Ultimos parametros tiveram uma correlacdo significativa com os baixos
niveis de LC (Sitta et al., 2009). Ainda, foi observado que a LC teve um efeito protetor
sobre 0 dano ao DNA in vitro induzido pela fenilalanina (Phe), que é o principal
metabdlito acumulado na PKU (Deon et al., 2015).

Nesse contexto, Meska et al (2011) mostraram, em modelo animal, de Doenca
da Urina do Xarope do Bordo (MSUD), uma desordem neurometabdlica hereditéria
causada pela deficiéncia da atividade do complexo da desidrogenase dos a-cetoacidos
de cadeia ramificada que a LC é capaz de reduzir a oxidacdo proteica e a
lipoperoxidacdo. Além disso, os autores verificaram que a suplementacdo de LC é
capaz de reduzir os niveis plasméaticos de malondialdeido em pacientes com MSUD
durante tratamento com dieta de restricdo proteica (Meska et al., 2013). Corroborando
com esses resultados, foi observado que a LC é capaz de prevenir dano ao DNA
induzido por metabdlitos acumulados na MSUD in vitro (Meska et al., 2014) e in vivo
(Meska et al., 2015).

Outro resultado interessante na literatura foi proposto por Ribas et al (2010a) no
qual pacientes com desordem do metabolismo do propionato durante dieta de restricdo
proteica e suplementacdo com LC apresentaram baixos niveis de dano oxidativo a

proteinas e a lipidios em relacdo a pacientes ndo tratados. Além disso, a LC foi capaz
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de prevenir dano ao DNA induzido pelos &cidos propi6énico e metilmalénico in vitro
(Ribas et al., 2010b).
Com base nesses estudos, acredita-se que a LC tém potencial para uso como

adjuvante em terapias de doengas com o envolvimento do estresse oxidativo.
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2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos gerais

Considerando o crescente numero de evidéncias na literatura acerca do

envolvimento do estresse oxidativo em EIM, especialmente aqueles com

neurodegeneracéo, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito in vitro dos acidos
D-2-HG e L-2-HG sobre o0 dano ao DNA e o efeito protetor da LC sobre este dano,

assim como avaliar parametros de estresse oxidativo e nitrativo na urina de pacientes

L-2-HGA.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Avaliar in vitro o dano ao DNA por efeito dos acidos D e L-2-HG
através de ensaio cometa em leucocitos.

Avaliar in vitro o efeito da LC em diferentes concentragdes sobre o dano
ao DNA, através de ensaio cometa.

Avaliar o dano oxidativo a proteinas e a lipideos, em amostras de urina
de pacientes com L-2-HGA, através dos parametros:

a) Conteldo de di-tirosina (dano a proteinas)

b) Conteldo de isoprostanos (dano a lipideos)

Avaliar a presenca de dano nitrativo em amostras de urina de pacientes
com L-2-HGA através da medida dos niveis de espécies reativas do
nitrogénio.

Avaliar o dano oxidativo ao DNA em amostras de urina de pacientes
com L-2-HGA através da medida dos niveis de 8-hidroxi-2’-

deoxiguanosina.
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3. RESULTADOS







Os resultados dessa dissertacdo serdo apresentados na forma de capitulo/artigo

cientifico.

3.1 CAPITULO 1- ARTIGO 1. Experimental evidence that L-
carnitine attenuates DNA damage induced by D-2-
hydroxyglutaric and L-2-hydroxyglutaric acids and oxidative
stress in patients with L-2-hydroxyglutaric aciduria

Artigo cientifico submetido no periddico Toxicology in vitro.
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Abstract

D-2-hydroxyglutaric (D-2-HGA) and L-2-hydroxyglutaric (L-2-HGA) acidurias are distinct
rare neurometabolic disorders are biochemically characterized by increased levels of D-2-
hydroxyglutaric acid (D-2-HG) and L-2-hydroxyglutaric acid (L-2-HG) in biological fluids
and tissues, respectively. These diseases are caused by mutations in the specific enzymes
involved in metabolic pathway. In the present work, we investigated if L-carnitine (LC) was
able to prevent in vitro DNA damage induced by D and L-2-hydroxyglutaric acids and studied
oxidative stress parameters in urine of L-2-HGA patients. It was verified that the
concentrations of 50uM of D-2-HG and 30uM of L-2-HG induced DNA damage and the
concentrations of 30 and 150uM of LC reduced significantly this damage in vitro. In L-2-
HGA patients, it was measured urinary oxidized guanine species and it was demonstrated a
significant increase of this oxidative DNA damage biomarker. It was also verified in these
patients a significant increase of urinary di-tyrosine excretion, indicating protein oxidative
damage, but no significant differences was observed in isoprostanes and reactive nitrogen
species levels in urine. The data presented suggest the involvement, at least in part, of
oxidative damage, especially in DNA, in these diseases and the protective effect of LC upon

DNA damage as an antioxidant.
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1. Introduction

D-2-hydroxyglutaric (D-2-HGA) and L-2-hydroxyglutaric (L-2-HGA) acidurias are
two distinct inherited neurometabolic disorders biochemically characterized, respectively, by
increased levels of D-2-hydroxyglutaric acid (D-2-HG) and L-2-hydroxyglutaric acid (L-2-
HG) in biological fluids and tissues (Kranendijk et al., 2012).

D-2-HGA was identified first by Chalmers et al (1980) and since then about 80
patients have been described worldwide (Wajner and Goodman, 2011). Affected patients
present one of the two variants: D-2-HGA type |, which is caused by mutations in the D-2-
hydroxyglutarate dehydrogenase gene (D2HGDH), whereas D-2-HGA type 1l is due to gain-
of-function mutations in the isocitrate dehydrogenase 11 gene (IDH2) (Struys et al., 2005a,
2005b; Kranendijk et al., 2010a, 2011).These disorders may have a severe and deadly form or
a milder form. Patients affected by the severe form usually present a neonatal or early
infantile epileptic encephalopathy, which marked hypotonia, severe development delay,
seizures and cardiomyopathy, whereas patients with the mild form commonly have
psychomotor retardation, macrocephaly and hypotonia. Brain magnetic ressonance imaging
(MRI) features include delayed cerebral maturation, ventricular dilatation and sub ependymal
cysts (Van der Knaap et al., 1999 a, b).

L-2-HGA was first identified by Duran et al (1980) with have 300 cases reported so
far in literature (Balaji et al., 2014). This disorder is caused by mutations in the L-2-
hydroxyglutarate dehydrogenase gene (L2ZHGDH) and unlike most other organic acidurias, L-
2-HGA develops insidiously, without episodes of metabolic decompensation and is
potentially associated with central nervous system tumors (Moroni et al., 2004; Topcu et al.,
2005; Haliloglu et al., 2008; Patay et al., 2012). The main neurological manifestations include

progressive mental deficiency, variable motor impairment and cerebellar ataxia. Besides, most
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patients present macrocephaly, pyramidal and extrapyramidal signs, dystonia and a typical
MRI profile with striking subcortical leucoencephalopathy and basal ganglia abnormalities
(Wajner and Goodman, 2011; Isikay, 2014).

The mechanisms of the neurological symptoms presented by D-2-HGA and L-2-HGA
patients are still poorly understood. However, considering that increased concentrations of D-
2-HG and L-2-HG were associated with the appearance of neurological symptoms, these
compounds may be potentially neurotoxic in these disorders (Van der Knaap et al., 1999a;
Yilmaz, 2009; Patay et al., 2012; Marcel et al., 2012; Jovic et al., 2014). An in vitro study
demonstrated that L-2-HG inhibits creatine kinase activity in cerebellum (da Silva et al.,
2003). Furthermore, an animal model of L-2-HGA demonstrated that L-2-HG induces
oxidative stress by decreasing the antioxidant defenses and raising reactive oxygen species in
striatum and cerebellum of rats, as well as important brain histopathological alterations (da
Rosa et al., 2015). In what concern to D-2-HGA, it was shown that D-2-HG similarly disrupts
redox homeostasis and causes histopatologial alterations in rat striatum (da Rosa et al., 2014).

Oxidative stress may play important role in the pathophysiology of some inborn errors
of intermediary metabolism, since accumulation of toxic metabolites may lead to excessive
production of free radicals (Barschak et al., 2006; Ribas et al., 2010). Oxidative damage,
caused by reactive oxygen and nitrogen species, is an important mediator of
neurodegeneration since brain has relatively low levels of antioxidant defenses, high lipid
content and catecholamines, which are highly susceptible to free radical attack (Halliwell and
Gutteridge, 2007). The hydroxyl radical, the most dangerous reactive oxygen species, can
induce a diversity of lesions in DNA, which include single-strand breaks, double-strand
breaks, alkali-labile sites, oxidized purine and pyrimidine bases, and DNA-protein cross-links
(Halliwell, 2001; Wajner et al., 2004; Garcia et al., 2006). In this context, if cellular repair

mechanisms fail, mutations, deletions, cancer and even cell death could occur (Marnett, 2000;
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Cooke et al., 2006). Several studies have investigated DNA damage in some inborn errors of
metabolism (IEM) (Filippon et al., 2011; Negretto et al., 2014; Marchetti et al., 2015) but
there is no study in L-2-HGA and D-2-HGA.. Besides, the mechanisms by which brain tumors
develop in patients affect by L-2-HGA are not yet elucidated.

In the present study, we tested the in vitro effects of D-2-HG and L-2-HG on DNA
damage by using the comet assay, as well as whether L-carnitine (LC), a drug commonly used
to treat organic acidurias, could reduce this damage in vitro. Furthermore, we measured

oxidative and nitrative stress parameters in urine of L-2-HGA patients.

2. Materials and Methods

2.1 In vitro study

2.1.1 Leukocyte preparation from blood of normal individuals

Venous blood was collected under sterile conditions in heparinized vials from six
healthy volunteers. Leukocytes isolated were incubated with 50uM of D-2-HG or 30uM
of L-2-HG at 37°C for 6 h (Tice et al., 2000). These concentrations were based on the
plasma D-2-HG or L-2-HG levels in patients with these diseases (Gibson et al., 1993). In
some experiments, LC (30 and 150uM) was co-incubated with 50uM of D-2-HG or 30uM
of L-2-HG and DNA damage determined. The final concentrations of LC in the assays
were based in previous findings obtained in patients affected by organic acidurias and
treated with LC (100 mg/Kg/dia), showing that plasma levels of this compound can vary
from 30 pmol/L at diagnosis to almost 100 umol/L under LC supplementation (Ribas et

al., 2010).
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2.2 In vivo study

2.2.1  Urine collection from controls and patients with L-2-HGA

Eleven patients (average age at the time of urine collection was 17.7 + 12.99 years old)
with L-2-HGA diagnosed at the Medical Genetic Service of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), Brazil, were used in the experiments. The diagnosis was performed by
urinary organic acid analysis using gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-
MS/MS) (Wajner et al., 2009) and confirmed by enantiomer separation using stable-isotope
dilution liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) (Struys et al., 2004).
The control group consisted of samples from ten aged-matched healthy children (the average

age at the time of urine collection was 20.0 + 8.12 years old).

2.2.1.1 Ethical considerations

This study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Brazil (15-0601). Patient’s parents have signed the informed consent form before

samples collection.

2.1.3 Single cell gel electrophoresis (comet assay)

The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al (1988) and in
accordance with the general guidelines for use of the comet assay (Tice et al., 2000; Singh et
al., 1988). Aliquots of 100 pL from whole blood were suspended in agarose and spread into a
glass microscope slide pre-coated with agarose. Slides were placed in lyses buffer (2.5 NaCl,

100mM EDTA, 10mM Tris, 10% DMSO, pH 10-10.5) to remove cell proteins, leaving DNA
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as “nucleiods”. After treatment with lyses buffer and alkaline buffer solution (300mM NaOH
and 1ImM EDTA, pH>13), the slides were submitted to a horizontal electrophoresis for 20
min at 4°C (25V; 300mA; 0.9V/cm). Slides were then neutralized, washed in bi-distilled
water and stained using a silver staining protocol (Nadin et al., 2001). After drying at room
temperature overnight, gels were analyzed using an optical microscope. A hundred cells were
analyzed by microscopy and to each cell it was determined a damage class. The damage
classes were classified as: 0 = no tail (no damage); 1 = small tail smaller than the diameter of
the head; 2 = tail length between one and two times the diameter of the head; 3 = long tail
greater than twice the diameter of the head; 4 = long tail and more widespread than class 3. It
was made a multiplication of each damage class by the number of cells found in each damage
class. The damage index (DI) was determined by the sum of these multiplications. The slides

were analyzed under blind conditions at least by two different individuals.

2.2.2 Enantiomeric classification of D-2-HG or L-2-HG acids

Enantiomeric analysis was made in urine samples of each patient included in the study.
Enantiomeric separation of the D-2-HG or L-2-HG was performed by LC-MS/MS after
derivatization with diacetyl- L-tartaric anhydride. Results were reported in mmol/mol

creatinine (Struys et al., 2004).

2.2.3 Urinary oxidized guanine species

Urinary 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (from DNA), 8- hydroxyguanosine (RNA) and
8-hydroxyguanine (DNA and RNA) levels were determined by the DNA/RNA Oxidative
Damage ELISA Kit (Cayman Chemical, USA). This assay is based on the competition

between oxidatively damaged guanine species and an 8-OH-dG-acetylcholinesterase
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conjugate for a limited about of DNA/RNA Oxidative Damage Monoclonal antibody.
Because the amount of tracer is held constant while the concentration of oxidatively damage
guanine varies, the amount of tracer that is able to bind to the monoclonal antibody will be
inversely proportional to the concentration of oxidatively damaged guanine in the well. The
antibody-oxidatively damaged guanine complex binds to the goat polyclonal anti-mouse 1gG
that has been previously attached to the well. The product of this enzymatic reaction has a
distinct yellow color and absorbs strongly at 412 nm. The sample oxidized guanine species
concentrations (ng/mL) were calculated using a polynomial equation from the relative
absorbance of standard curve. After creatinine correction, the results were expressed as ng/mg

creatinine.

2.2.4 Urinary 15-F2t-isoprostane levels

15-F2t-isoprostane, a product of arachidonic acid metabolism and a biomarker of lipid
peroxidation, was measured by Urinary Isoprostane ELISA kit (Oxford Biomedical Research,
Inc., Oxford, MI, USA) according the kit’s instructions. In this assay, the analyte present in
the urine samples competes with the horseradish peroxidase-conjugated 15-F2t-isoprostane
for the binding to a specific antibody fixed on the microplate. 15-F2t-isoprostane
concentration was determined spectrophotometrically at 630 nm, by the intensity of color
developed after the substrate was added to the wells. Results were expressed as ng of

isoprostanes per mg of urinary creatinine (ng/mg creatinine).
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2.2.5 Urinary di-tyrosine (di-Tyr) levels

In order to determine the levels of protein oxidation in urine, the intensity of di-Tyr
fluorescence was measured according to the method described by Kirschbaum (2002). For
this assay, 50 uL of thawed urine was added to 950 pL of 6 mol/L urea in 20 mmol/L sodium
phosphate buffer pH 7.4. After 30 minutes, di-Tyr concentration was measured using a
fluorimeter (excitation 315 nm, emission 410 nm). Results were expressed as fluorescence

units per mg of urinary creatinine (FU/mg creatinine).

2.2.6 Reactive nitrogen species

Total levels of nitrate + nitrite (NO3” + NO3) in urine were determined using the
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (LDH Method) from Cayman Chemical® (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). This method is based on the reduction of NO3" to
NO;" using nitrate reductase. The amounts of NO, generated NOj3™ reduction, plus the NO,
already present in the sample react with sulfanilamide producing a cationic intermediate,
which reacts with N-(1-naphtyl) ethylenediamine. This reaction results in an azo product

whose absorption can be measured at 540 nm. Results were reported as pmol/mg creatinine.

2.2.7 Urinary creatinine

Creatinine was determined using the Creatinine Kinetic kit of Bioclin® (Quibasa
Quimica Bésica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brazil) by reaction with picric acid under
alkaline conditions that produces an orange colored derivative, whose absorbance was

determined in a spectrophotometer at 510 nm. Results were expressed as mg creatinine/dL.
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2.3 Statistical analysis

Data were analyzed using the nonparametric Mann-Whitney test for comparisons
between two groups and nonparametric Kruskall- Wallis followed by the Mann-Whitney U-
test for comparisons of more than two groups. Differences were considered significant when
p<0.05. The values were presented as medians (min; max). All analyses were performed using
the GraphPad Prism® (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA — version 5.0)

software in a PC-compatible computer.

3. Results

We first investigated the in vitro effect of 50uM of D-2-HG and 30uM of L-2-HG on
DNA damage in leukocytes from whole blood of healty volunteers (figures 1 and 2,
respectively). We also investigated the in vitro effect of LC (30 uM and 150 uM) on DNA
damage induced by these acids, as showed in figures 3 and 4, respectively. Both D-2-HG and
L-2-HG tested concentrations provoked DNA damage (arbitrary units) significantly higher
than in the control group (p<0.01). LC at concentrations of 30 uM and 150 uM significantly
reduced the DNA damage induced by 30uM of L-2-HG and 50uM of D-2-HG (p<0.05).
Furthermore, there was a significant difference between the attenuation provoked by two LC
concentrations studied (p<0.05), since the reduction of DNA damage induced by 150 uM of
LC was higher than that of 30uM of LC.

Table 1 displays L-2-HG and D-2-HG urinary levels in the patients, confirming the L-

2-HGA diagnosis in all patients studied. In order to investigate if there was oxidative DNA
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damage in the patients, we measured urinary oxidized guanine species. It was observed a
significant increase in these species (p<0.05) when compared to the control group (figure 5).

It was also analyzed lipid (isoprostanes) and protein (di-tyr) oxidative damage, as well
as nitrate plus nitrite content in the urine of patients with L-2-HGA. As described in figure 6,
it was observed a significant increase of di-Tyr excretion in urine of these patients when
compared to controls (p<0.05), evidencing some degree of protein oxidation, but there were
no significant differences between the two groups regarding to isoprostanes and reactive

nitrogen species levels (nitrate plus nitrite), as demonstrated in figure 7 and 8, respectively.

4. Discussion

The inherited neurometabolic disorders D-2-HGA and L-2-HGA are marked
biochemically characterized by tissue accumulation of high amounts of D-2-HG and L-2-HG,
respectively. Patients with these organic acidurias present during infancy and early childhood
progressive neurodegeneration of vulnerable brain regions (Kranendijk et al., 2010a).
Although the exact underlying mechanisms of their neuropathology are still unknown, several
studies have demonstrated a neurotoxic role of the metabolites D-2-HG and L-2-HG. It was
observed that D-2-HG provokes impaired energy metabolism due to inhibition of ATP
synthesis in primary cultures in chick (Kolker et al., 2002) and in rat tissues (Latini et al.,
2005) as well as disturbed intracellular calcium homeostasis (Kélker et al., 2002). Besides, D-
2-HG promotes the generation of reactive oxygen species disturbing redox homeostasis and
contributes to excitotoxicity in cerebral cortex of rats (Kolker et al., 2002; Latini et al., 2003;
da Rosa et al., 2014; Preissler et al., 2016). On the other hand, L-2-HG inhibits mitochondrial
creatine kinase activity (da Silva et al., 2003) and provokes oxidative stress in an in vivo

animal model (da Rosa et al., 2015).
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Oxidative stress is involved in various common neurodegenerative diseases and in
some IEM (Wajner et al., 2004; Sitta et al., 2014; Preissler et al., 2016). Besides that, it is
well known that free radicals may cause DNA damage. The hydroxyl radical is the harmful
reactive oxygen species, which can induce a variety of lesions in DNA, including single-
strand breaks (SSBs), double-strand breaks (DSBs), alkali labile sites, various species of
oxidized purines and pyrimidines and formation of cross-links between DNA and proteins
(Halliwell and Gutteridge, 2007), leading to deleterious consequences if the cellular repair
mechanisms fail (Marnett, 2000; Cooke et al., 2006). In this scenario, in this work we aimed
to investigate whether D-2-HG and L-2-HG induces in vitro DNA damage in blood
leukocytes determined by the comet assay, as well as the role of LC upon DNA damage
provoked by these metabolites. We also measured some oxidative stress parameters in urine
from L-2-HGA patients.

We initially found that 50 uM of D-2-HG and 30uM of L-2-HG significantly
increased DNA migration in the leukocytes, indicating DNA damage, as compared to
controls. It is especially relevant the effect induced by L-2-HG because increasing evidence
suggests that patients with this disease have a predisposition to brain tumors (Patay et al.,
2012, 2015), it is important to emphasize that permanent changes in the genetic material
resulting from oxidative modifications represent the first step involved in mutagenesis,
carcinogenesis and aging (Halliwell and Gutteridge, 2007).

Patay et al (2012) published that various patients affected by L-2HGA develop brain
tumors. In this context, among the 11 L-2-HGA patients studied, 3 of them developed
neoplasms during the course of disease: one patient was diagnosed with a right hippocampal
anaplastic astrocytoma, a second one was diagnosed with a right frontal oligodendroglioma
and the third case was diagnosed with a left thalamic low-grade glioma. A review from a

much larger number of patients (295 cases with the L-isomer variant of 2-hydroxyglutaric
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including the 11 patients described above) revealed that 14 patients developed cerebral
neoplasms (almost 5%). Another study that included 18 patients with this disorder showed 7
cases with cerebral neoplasms, showing that the prevalence of cerebral tumor can reach up to
40% (Moroni et al., 2004; Patay et al., 2012). These data may support an oncogenic role due
to sustained exposure to L-2-HG in brain tissue. Recently, some studies have found that 80%
of gliomas of WHO grade II/111 and secondary glioblastomas harbor isocitrate dehydrogenase
| (IDH1) mutation and induces a gain of function promoting the conversion of isocitrate to 2-
hydroxyglutaric acid (2-HG). However, the oncogenic and myelinotoxic mechanism induced
by accumulation of 2-HG in L-2-HGA has been not yet elucidated (Patay et al., 2015).

The comet alkaline assay is a relatively simple, rapid, low-cost, and sensitive technique
for strand break detection in individual cells (Liao et al., 2009), although it is not able to
discriminate among the precise mechanisms of DNA damage. In previous studies, it was
observed that L-2HG and D-2HG can induce free radical production leading to protein and
lipid oxidation (Latini et al., 2003; Jellouli et al., 2014; da Rosa et al., 2014, 2015). We
verified in the present work a significant increase in guanine oxidized species (8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine, 8-hydroxyguanosine and 8-hydroxyguanine) in urine samples from L-2-
HGA patients compared to normal age matched individuals, demonstrating oxidative DNA
damage in these patients.

Guanine is the base that is most prone to oxidation. In recent years it has become clear
that both DNA and RNA can be damaged by oxidation in various diseases and that the repair
processes that are initiated to correct this damage release multiple oxidized species into the
urine (Shi et al., 2012). Oxidative DNA damage occurs as a result of the attack of reactive
oxygen species to both nuclear and mitochondrial DNA generating especially an oxidized

form of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) ((Halliwell and Gutteridge, 2007). In this
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context, serum and urinary 8-OHdG reflect the equilibrium between its production and repair
of both DNA and the nucleotide pool (Cooke et al., 2006).

Oxidative damage to nucleic acid has been found with a variety of pathologies
including cancer, neurodegenerative diseases and EIM (Roszkowski et al., 2011). In this
scenario, it has been described high urinary concentrations of 8-OHdG in phenylketonuric
patients, an inborn error of phenylalanine metabolism, associated with oxidative damage, as
well as a positive significant correlation between phenylalanine that accumulates in this
disease and 8-OHdG levels (Deon et al., 2015). Thus, in this study we demonstrated an
increase of oxidized guanine species in the L-2-HGA patients corroborating our in vitro
findings (by comet assay) and reinforcing the involvement of reactive oxygen species in this
disease and that these species may potentially cause oxidative modifications in DNA bases.
Besides that, if these findings are confirmed in cerebrospinal fluid of patients with D-2-HGA
and L-2-HGA, it would explain, at least in part, the pathophysiology of the diseases.

It is of note that oxidative stress can result in cell harm, such as oxidative damage to
membrane phospholipids, proteins and DNA, eventually culminating in cell death (Halliwell
and Gutteridge, 2007). In order to verify whether LC could be able to reduce DNA damage
induced by D-2-HG and L-2-HG, we performed in vitro comet assay associating 30 and 150
MM of LC to D-2-HG and L-2-HG. Our results showed that LC was able to significantly
reduce the levels of DNA migration, especially at the higher concentration, for both
metabolites studied. In this sense, LC seems to have an important role in the prevention of this
process.

LC is a water soluble molecule of mammalian metabolism that plays an important role
in normal mitochondrial oxidation of fatty acids (Walter et al., 1996). Several studies have
demonstrated its protective effect against oxidative injury, especially due to its capacity to

scavenge hydrogen peroxide and superoxide radical and also chelate transition metal ions
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(Gllgin, 2006). It is known that brain is highly susceptible to reactive species attack due to
high oxygen consumption and low levels of antioxidant defenses. In this way, oxidative stress
could contribute to the pathophysiology of many inherited neurometabolic disorders
(Halliwell, 2006). Moreover, LC has been reported to exhibit protective properties reducing
DNA damage and accelerating the disappearance of SSBs induced by oxygen radicals and
alkylating agents, due its capacity scavenge, trigger the repair enzyme poly(ADP-
ribose)polymerase and other repair mechanism, and enhance energy production by cells
(Boerrigter et al., 1993; Garcia et al., 2006). LC was also able to reduce lipid peroxidation and
protein oxidation in phenylketonuria (Sitta et al., 2011) and maple syrup urine disease (Meska
et al., 2014, 2015 a,b) well as to decrease DNA damage induced by propionic and
methylmalonic acid (Ribas et al., 2010). Besides, patients with 3-hydroxy-3-methyl- glutaric
aciduria treated with LC had a reversal of lipid peroxidation (dos Santos et al., 2015). Lastly,
there are several studies, including clinical trials, showing antioxidant properties of LC in
several pathologies. LC supplementation has been considered safe which makes it a promising
candidate for prevention and treatment of oxidative alterations in many diseases (Ribas et al.,
2014).

In this study we also evaluated some oxidative and nitrative stress parameters in urine
of L-2-HGA patients. We verified significantly increase of urinary di-tyr levels in L-2-HGA
patients compared to control group. This marker of protein oxidative damage is formed by
oxidation of tyrosine residues leading to the formation of a highly stable inter-phenolic bond
that can lead to malfunction of enzymes, receptors and transport proteins, finally resulting in
alterations of cellular metabolism (Kirschbaum, 2002; Halliwell and Gutteridge, 2007).
Regarding to isoprostanes levels in urine, a biomarker of lipid peroxidation, it was observed a

mild nonsignificant increase of this parameter in urine of L-2-HGA patients. Lastly, we also
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found a mild nonsignificant increase of urinary nitrate and nitrite levels, implying no major
involvement of reactive nitrogen species in these patients.

In summary, our results demonstrated, to the best of our knowledge for the first time,
that D-2-HG and L-2-HG acids induce in vitro DNA damage and LC has an in vitro
protective effect upon this damage. Another novel and important finding of the present study
indicates that oxidative damage to DNA and proteins occurs in L-2-HGA patients. It is
tempting to speculate that LC could be used in L-2-HGA patients as a potential adjuvant
therapy to prevent or attenuate oxidative damage. However, further in vivo studies are

necessary to clarify this issue since we have used urine samples only.
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Table 1

Urinary D-2-HG and L-2-HG levels analyzed by LC-MS/MS

Patient Creatinine L-2-HG L-2-HG D-2-HG D-2-HG
Sample mmol/L pumol/L mmol/mol pmol/L mmol/mol
creat creat

1 14.4 6780 471 nd -

2 4.3 2021 470 nd -

3 12.3 2958 240 nd -

4 11.2 5254 469 nd -

5 7.4 2102 284 nd -

6 15.5 4534 293 nd -

7 22.2 6822 307 nd -

8 14.2 3508 247 nd -

9 18.4 3771 205 nd =

10 22.2 2691 121 nd -

11 7.0 2708 387 nd -

nd: not detected
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Figure 1: In vitro effect of 50 uM of D-2-HG on DNA damage (comet assay) in leukocytes
from whole blood. Data represent median (min; max) of six independent experiments ~p <
0.01 compared to the control group (Mann- Whitney).
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Figure 2: In vitro effect of 30 uM of L-2-HG on DNA damage (comet assay) in leukocytes
from whole blood. Data represent median (min; max) of six independent experiments. ~ p <
0.01 compared to the control group (Mann- Whitney).
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Figure 3: In vitro effect of 30 and 150 uM of L-carnitine (LC) on DNA damage induced by
50uM of D-2-HG in leukocytes from whole blood. Data represent median (min; max) of six
independent experiments (individuals). (a) p<0.01 compared to the control group; (b) p<0.05
compared to the 50uM D-2-HG group; (c) p<0.05, compared to the 50uM D-2-HG/30uM LC
group (Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney U-test).
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Figure 4: In vitro effect of 30 and 150 puM of L-carnitine (LC) on DNA damage induced by
30uM of L-2-HG in leukocytes from whole blood. Data represent median (min; max) of six
independent experiments (individuals). (a) p<0.01 compared to the control group; (b) p<0.05
compared to the 30uM L-2-HG group; (c) p<0.05, compared to the 30uM L-2-HG/30uM LC
group (Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney U-test).
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Figure 5: DNA/RNA oxidative damage (urinary oxidized guanine species) of patients with L-
2-HGA (n= 11) and controls (n=10). Data represent median (min; max). *p<0.05 compared
to the control group (nonparametric Mann- Whitney test).
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Figure 6: Protein oxidative damage (urinary di-tyrosine) in patients with L-2-HGA (n=11)
and controls (n=10). Data represent median (min; max). *p<0.05 compared to the control
group (nonparametric Mann- Whitney test).
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Figure 7: Lipid oxidative damage (urinary 15-F2t-isoprostane) in patients with L-2-
HGA (n= 11) and controls (n=10). Data represent median (min; max), p>0.05 compared to
the control group (nonparametric Mann- Whitney test).
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Figure 8: Reactive nitrogen species (urinary nitrate + nitrite content) in patients with  L-2-
HGA (n= 11) and controls (n=10). Data represent median (min; max), p> 0.05 compared to
the control group (nonparametric Mann- Whitney test).
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4. DISCUSSAO GERAL







As doencas neurometabdlicas hereditarias D-2-HGA e L-2-HGA s&o marcadas
bioguimicamente por acimulo tecidual e nos fluidos biolégicos de altas concentragdes
dos &cidos D-2-HG e L-2-HG, respectivamente (Kranendijk et al., 2010). Essas
acidemias, embora distintas entre si, sdo marcadas por comprometimento cerebral em
regides vulneraveis, entretanto na acidemia D-2-HGA ainda estdo presentes sintomas
cardiomusculares (Kranendijk et al.,, 2012). As D-2-HGA, tipo | e tipo II,
compartilham algumas caracteristicas clinicas, tais como: atraso no desenvolvimento,
hipotonia e convulsdes. Além disso, ha evidéncias de que a severidade da doenca esta
correlacionada aos niveis do metabdlito no plasma, sugerindo, desta forma, que o
metabodlito D-2-HG contribui para a fisiopatologia da doenca associada aos sinais
clinicos (Kranendijk et al., 2012). A L-2-HGA tem inicio na infancia manifestando-se
com atraso no desenvolvimento, epilepsia e ataxia cerebelar, no entanto, ainda nao foi
demonstrada correlacdo entre os niveis do metabdlito e a severidade da doenca
(Steenweg et al., 2010). Essa acidemia é bastante peculiar, pois se tém sugerido que 0
metabdlito L-2-HG teria envolvimento na oncogénese, devido ao desenvolvimento de
tumores cerebrais por alguns pacientes portadores da doenga (Moroni et al., 2004).

Ao longo dos altimos anos, alguns trabalhos tém demostrado o papel patogénico
dos metabdlitos D-2-HG e L-2-HG in vitro e in vivo. Kolker et al (2002) demostraram,
em cultura neuronal priméria de pintos e ratos, que o0 acumulo endégeno do metabdlito
D-2-HG, que é estruturalmente similar ao aminoacido excitatério glutamato, contribui
para a neurodegeneracao por ativacao do receptor de N-metil-D-aspartato e inibi¢do do
complexo V da cadeia respiratéria mitocondrial, além disso prejudica a homeostase do
metabolismo cerebral por inibicdo da atividade da creatina quinase em cortex cerebral
de ratos (da Silva et al., 2004). Latini et al (2005) realizaram um estudo no qual foi
verificado o efeito do acido D-2-HG na atividade do complexo de enzimas da cadeia
respiratéria no musculo cardiaco, esquelético e cerebral de ratos jovens. Foi observado
que o D-2-HG inibe fortemente a atividade do complexo IV e, em menor extenséo, o
complexo V da cadeia respiratéria no musculo esquelético e cardiaco. O L-2-HG ndo
alterou nenhuma dessas atividades enzimaticas estudadas. Nas preparacOes
mitocondriais de cérebro de ratos, foram observados que ambos os metabolitos

estimulam o consumo de O, no estado 1V e comprometem a formacéo de ATP, agindo
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desta maneira como desacopladores endogenos da respiragdo mitocondrial,
prejudicando assim o metabolismo energeético. Além disso, o D-2-HG provoca estresse
oxidativo e alteracdes histopatoldgicas em cérebro de ratos (Latini et al 2003; da Rosa
et al., 2014). No que se refere ao enantibmero L-2-HG, foi observado que este provoca
estresse oxidativo e alteragdes histopatoldgicas no estriado e em cerebelo de ratos (da
Rosa et al., 2015) e contribui para o estresse oxidativo em pacientes com L-2-HGA
(Jellouli et al., 2014).

Inimeros estudos tém investigado o papel do estresse oxidativo na patogénese
de EIM. O acimulo de metabdlitos tdxicos nessas doencas tem sido apontado como o
principal responsavel pela producéo de radicais livres (Sitta et al., 2009; Ribas et al.,
2010; Leipnitz et al., 2015). Além disso, sabe-se que radicais livres podem causar dano
ao DNA por interacdo com metais de transicdo gerando diversas classes de produtos,
como por exemplo, quebras em fita simples ou duplas, ligacbes cruzadas entre
filamentos, ligacdes entre proteinas e DNA e produtos de fragmentacdo de acucar.
Dessa maneira, consequéncias deletérias podem ocorrer caso 0 mecanismo de reparo
celular falhe (Marnett et al., 2000; Cooke et al., 2006). Neste contexto, investigamos o
dano ao DNA in vitro, por ensaio cometa, provocado pelos &cidos enantioméricos D-2-
HG e L-2-HG, bem como avaliamos parametros de estresse oxidativo e nitrativo na
urina de pacientes afetados por L-2-HGA.

Com relacdo ao dano ao DNA, foi verificado que os metabdlitos D-2-HG
(50uM) e L-2-HG (30 pM) causaram in vitro um aumento significativo de migracao
de DNA em leucocitos quando comparado aos controles. Esse resultado, é
especialmente relevante para o metabdlito L-2-HG, visto o crescente numero de
evidéncias que sugerem que pacientes com L-2-HGA tem predisposi¢cdo a tumores
cerebrais, com um risco estimado de 5% a 40% (Patay et al., 2012). Dano ao DNA ¢
frequentemente observado em células submetidas ao estresse oxidativo podendo
culminar em mutagbes, microssatélites, aberracfes cromossdmicas e crescimentos
neoplésicos. Dessa forma, é importante enfatizar que mudangas permanentes no
material genético resultante de modificacfes oxidativas representam o primeiro passo
envolvido na mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (Halliwell e Gutteridge,

2007). Para verificar o dano ao DNA, usamos uma técnica amplamente utilizada,
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conhecida como ensaio cometa. O ensaio cometa € uma técnica relativamente simples,
rapida e de baixo custo. A técnica permite avaliar dano ao DNA em células individuais
sob condicGes alcalinas na qual ocorre desnaturacdo do DNA onde é possivel avaliar
quebra de fita simples e dupla e sitios alcali-labeis (Singh et al., 1988; Tice et al.,
2000). No estudo in vitro, os leucdécitos individualizados apds incubagdo com 0s
metabdlitos, sdo misturados a agarose e espalhados sobre uma lamina e submetidos a
corrente elétrica. Dessa forma ocorre migragdo dos segmentos de DNA livres para fora
do nucleo. Apds a eletroforese, as células sdo coradas e posteriormente analisadas em
microscépio. A analise ¢ feita contando-se 100 leucdécitos da amostra biolégica, e cada
célula é classificada por um escore que varia de 0 (sem dano) a 4 (dano maximo) de
acordo com o tamanho da cauda (Tice et al., 2000). Apesar da sensibilidade da técnica,
a mesma nao é capaz de discriminar se a causa do dano é oxidativa. Entretanto, alguns
estudos na literatura mostram o envolvimento do estresse oxidativo nessas duas
acidemias (da Rosa et al., 2014; Jellouli et al., 2014; da Rosa et al., 2015). Ainda, apds
investigar a capacidade dos acidos D-2-HG e L-2-HG induzirem dano ao DNA, testou-
se in vitro o efeito antioxidante da LC em duas concentra¢des (30uM e 150 pM) sobre
este dano. Verificou-se que a LC nas duas concentragOes testadas, diminuem
significativamente o dano ao DNA provocado pelos acidos, sendo que na concentracao
de 150uM houve maior atenuacdo do dano. Cabe salientar que as concentracOes
testadas para os acidos D-2-HG (50uM) e L-2-HG (30uM) foram baseadas nas
concentracBes plasmaticas encontradas nos pacientes (Gibson et al., 1993). As
concentracbes de LC foram baseadas em resultados prévios obtidos de estudos em
pacientes afetados por aciddrias organicas e tratados com 100 mg/Kg/dia de LC, onde
0s niveis plasmaticos desse composto variam de 30 UM ao diagnostico a 100 uM
durante a suplementacdo com LC (Ribas et al., 2010a).

LC é uma molécula soltvel em agua que desempenha importante funcao celular
no metabolismo mitocondrial, atuando como mediadora no transporte de &cidos graxos
de cadeia longa para B-oxidacdo e producdo de ATP (Walter et al., 1996). Além disso,
nos ultimos anos inimeros estudos tém demonstrado o efeito protetor da LC contra o
dano oxidativo em importantes doencas neurodegenerativas como Doencas de

Parkinson e de Alzheimer (Beal, 2003; Abdul and Butterfield, 2007). Sabe-se também
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que o acumulo de metabdlitos toxicos, como o0 que ocorre em doencas
neurometabdlicas hereditarias, podem levar a disfuncdo mitocondrial e aumento de
ERO e tem como consequéncia 0 estresse oxidativo. Neste contexto, tem sido
amplamente estudado o papel antioxidante da LC (Wajner et al; 2004; Ribas et al.,
20144, b).

Nas doencas neurometabdlicas D-2-HGA e L-2-HGA a LC poderia ter um efeito
benéfico devido a sua capacidade protetora contra o dano oxidativo, especialmente em
sua a¢do como “scavenger” de radical superdxido e peroxido de hidrogénio e também
como quelante de metais de transi¢do, pois se sabe que o tecido cerebral é altamente
suscetivel ao ataque de espécies reativas devido ao alto consumo de oxigénio e baixos
niveis de defesas antioxidantes (Gulgin, 2006). Ainda, tem sido demonstrado que a
LC acelera o desaparecimento de quebras de fitas simples induzida por radicais do
oxigeénio e agentes alquilantes (Boerrigter et al., 1993) e exibe propriedades de reducdo
de dano ao DNA in vitro provocado por metabélitos toxicos acumulados em alguns
EIM. Por exemplo, nas acidemias propiénica e metilmalonica a LC reduziu o dano ao
DNA in vitro induzido pelo &cido metilmalénico (5mM) nas doses de 60, 90, 120 e
150 uM de LC bem como o dano induzido pelo &cido propioénico (5mM) nas doses de
90, 120 e 150 puM de LC (Ribas et al., 2010). Em pacientes PKU, a LC foi
administrada adicionada a formula de aminoacidos restrita em Phe, e houve reducdo da
lipoperoxidacdo e da oxidacdo proteica (Sitta et al., 2011). Além disso, foi observado
que a LC, em concentracOes que variaram de 15 a 150 uM, reduziram o dano ao DNA
in vitro induzido pela Phe (1000 and 2500 pM). Qutro resultado que destaca o papel
antioxidante da LC, foi demonstrado por Mescka et al (2013). Os autores verificaram
que pacientes com MSUD, suplementados com 50 mg/Kg/dia de LC, tiveram uma
reducdo de oxidacdo lipidica durante tratamento com dieta de restri¢do proteica. Além
disso, foi observado que concentracdes de 90 a 150 uM de LC reduziram o dano ao
DNA in vitro induzido por metabdlitos acumulados na MSUD (Mescka et al 2014).
Corroborando com este estudo, pacientes portadores de MSUD tratados e
suplementados com LC (50 mg/Kg/dia) tiveram uma reducéo significativa de dano ao

DNA in vivo (Meska et al., 2015). Em pacientes portadores de acidemia 3-hidroxi-3-
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metil-glutarica, suplementados com LC (100 mg/kg/dia), houve uma reversdo da
peroxidacdo lipidica (dos Santos et al., 2015).

Ao longo dos ultimos anos, tém sido investigado o envolvimento dos 4cidos D-
2-HG e L-2-HG no estresse oxidativo. Nesse contexto, Latini et al (2003) investigaram
0 efeito in vitro do D-2-HG, em concentragfes usualmente encontradas no plasma e
fluido cérebro-espinhal de pacientes D-2-HGA, sobre alguns pardmetros de estresse
oxidativo em ratos jovens. Foi observado que o D-2-HG aumentou significativamente
a quimiluminescéncia, que € a emissdo de luz espontanea principalmente por lipideos
peroxidados devido ao aumento da produgdo de ERO ou ERN e aumentou
significativamente a producdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS),
que reflete a formacdo de malondialdeido, um produto final da peroxidacdo de acidos
graxos de membrana (Haliwell e Gutteridge, 2001). Foi demonstrado também que o
acido ascorbico e a-tocoferol, “scavengers” de RL preveniram completamente o
aumento de TBA-RS induzido pelo D-2-HG. Ainda, o N-nitro-L-arginina -metil -éster
(L-NAME), um inibidor da oxido nitrico sintase, atenuou o0 aumento de TBA-RS
sugerindo, desta forma, o envolvimento de ERN. Nessa linha de pesquisa, da Rosa et
al (2014) realizaram um estudo em modelo animal. Apds administracdo aguda
intraestriatal do acido D-2-HG foi possivel observar que houve um aumento
significativo dos niveis de MDA e formacdo de carbonilas, o que sugere dano
oxidativo a lipideos e a proteinas, respectivamente. Ainda, outros parametros foram
avaliados no intuito de verificar quais espécies poderiam estar envolvidas no dano. Foi
observado que a administracdo do D-2-HG aumentou significativamente a producao de
nitratos e nitritos, no entanto ndo alterou a oxidagdo da 2’,7’-diclorofluoresceina
(DCFH) e producdo de H,0, Esses Ultimos parametros sugerem o envolvimento de
ERN, tendo em vista que a DCFH detecta predominantemente ERO. Outro dado
importante deste trabalho ¢ o fato de que o D-2-HG também prejudica as defesas
antioxidantes no estriado, como a GSH e a atividade das enzimas GPx e SOD que
apresentaram uma reducdo significativa. Além disso, nesse estudo foi possivel sugerir
que a ativacdo dos receptores NMDA pode ser um dos mecanismos pelo qual o D-2-
HG induz pelo menos algumas alteracdes do estado redox, pois 0 MK-801, que é um

antagonista ndo competitivo do receptor glutamatérgico NMDA e o L-NAME, que é
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inibidor da enzima oxido nitrico sintase inibiram totalmente os efeitos do D-2-HG.
Além desses achados, também foram observadas alteragdes histopatoldgicas
importantes, como vacuolizacdo, infiltrado linfocitico e macroféagico, sugerindo que o
estado pro-oxidante possa ter contribuido para o dano.

Em nosso estudo, também avaliamos o dano oxidativo a proteinas e a lipideos,
bem como o dano nitrativo na urina de pacientes com L-2-HGA. Além disso, foi
investigado o dano oxidativo ao DNA na urina dos pacientes através da medida de
espécies de guanina oxidadas. As amostras de urina foram analisadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (LC-MS/MS) confirmando
o diagndstico de L-2-HGA em todos os pacientes estudados.

Neste estudo, verificou-se que os niveis de di-tyr urinarios nos pacientes L-2-
HGA estavam significativamente aumentados em relagcdo ao grupo controle. Ainda,
observou-se uma tendéncia de aumento dos isoprostanos, um biomarcador de dano
oxidativo a lipideos, na urina dos pacientes L-2-HGA. A di-tyr, marcadora de dano
oxidativo a proteinas, é formada por oxidacdo de residuos de tirosina e leva a
formacdo de ligacGes inter-fendlicas altamente estaveis, o que pode acarretar em
prejuizo na funcdo de enzimas, receptores e transportadores proteicos, resultando em
alteracdes do metabolismo celular (Kirschbaum et al., 2002; Halliwell e Gutteridge,
2007). Entretanto, nossos resultados mostram que os niveis de nitrato e nitrito ndo
estavam alterados na urina dos pacientes L-2-HGA, comparativamente aos controles, o
que sugere o ndo envolvimento de ERN na fisiopatologia desta doenca. Corroborando
com nossos achados, da Rosa et al (2015) investigaram o efeito da administracdo
aguda do L-2-HG na homeostase redox em cérebro de ratos (estriado e cerebelo). Foi
observado um aumento de ERO, através da medida da oxidacdo da DCFH e H,0, sem
alterar a formacdo de ERN (nitratos e nitritos), além de MDA em ambas as estruturas
cerebrais. Levando em consideracdo que encontramos uma tendéncia de formacéao de
isoprostanos, cabe ressaltar que utilizamos parametro e amostra bioldgica diferente
para avaliar lipoperoxidagdo. Outro achado neste estudo de da Rosa et al (2015) foi o
fato de que antioxidantes sequestradores de radicais peroxila e hidroxila preveniram a
lipoperoxidacdo e redugéo das defesas antioxidantes no estriado, tais como GSH, GPx

e GR. Esses resultados em conjunto com 0s que encontramos na urina de pacientes L-
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2-HG sugerem que o L-2-HG acumulado induz estresse oxidativo. Além disso, da
Rosa et al (2015) encontraram alteracdes histopatoldgicas importantes nas duas
estruturas cerebrais estudadas. Foi observada intensa vacuolizagdo, infiltrado
linfocitico e macrofagico além de necrose (apenas no estriado). No intuito de entender
0 mecanismo de dano ao DNA, foram investigados 0s niveis de espécies de guanina
oxidadas (8-hidroxi-2’-deoxiguanosina, 8-hidroxiguanosina e 8-hidroxiguanina) na
urina dos pacientes L-2-HGA e comparados com controles, tendo-se verificado um
aumento significativo deste biomarcador, confirmando o mecanismo oxidativo no
processo de dano ao DNA nestes pacientes.

Nos ultimos anos, tém-se demonstrado que, em varias doengas, 0 DNA e 0 RNA
sofrem dano oxidativo e que ocorrem processos de reparacdo o que faz com que
espécies oxidadas sejam liberadas na urina. O dano oxidativo ao DNA ocorre como
resultado do ataque de ERO (especialmente 0 OH®) ao DNA nuclear e mitocondrial
gerando a forma oxidada de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG), que é um produto
da base purinica guanosina (Halliwell e Guterridge, 2007). O dano oxidativo a acidos
nucleicos tem sido encontrado em doengas como cancer e doengas neurodegenerativas
(Krysztof Roszkowski et al., 2011) aléem de alguns EIM. Neste contexto, foi
demonstrado que pacientes PKU, um erro inato do metabolismo da Phe, apresentam
altas concentracdes urinarias de 8-OHdG associado com dano oxidativo, bem como
uma correlacdo significativa positiva entre 0 metabdlito Phe acumulado nesta doenca e
0s niveis urinarios de 8-OHAG (Deon et al., 2015). Nessa mesma linha de pesquisa, foi
demonstrado que pacientes com mucopolissacaridose tipo IV, um erro inato do
catabolismo de glicosaminoglicanos, apresentam niveis aumentados de 8-OHdG,
reforcando o envolvimento de dano oxidativo ao DNA em EIM (Donida et al., 2015).
Assim, no presente trabalho, pode-se inferir o envolvimento de ERO na L-2-HGA e
que essas espécies podem potencialmente causar modificacbes oxidativas na base
purinica do DNA.

Em suma, este trabalho demonstra, como primeira mencao na literatura, que 0s
acidos D-2-HG e L-2-HG induzem dano ao DNA in vitro e que a LC tem um efeito
atenuador in vitro desse dano. Além disso, esse estudo realizado na urina dos pacientes

com L-2-HGA indica que ocorre dano oxidativo proteico e ao DNA. Estudos futuros
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em liquor de pacientes portadores destas patologias poderdo melhor esclarecer o
envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da disfuncdo neuroldgica que
ocorre em pacientes acometidos por essas doencas. Pode-se especular também, o uso
da LC como potencial terapia adjuvante para prevenir dano oxidativo a biomoléculas.
No entanto, maiores estudos sdo necessarios para melhor entender o efeito da LC em
pacientes portadores das acidurias D-2-HGA e L-2-HGA.
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5. CONCLUSOES







A partir do estudo in vitro dos acidos D-2-HG e L-2-HG e em pacientes com L-

2-HGA foi possivel concluir que:

a) Os acidos D-2-HG e L-2-HG podem provocar dano in vitro ao DNA,;

b) A LC tem a capacidade de atenuar o dano ao DNA in vitro provocado
pelos acidos D-2-HG e L-2-HG;

c) Pacientes com L-2-HGA apresentam dano oxidativo ao DNA e a

proteinas.
Dessa forma, cabe salientar o potencial antioxidante da LC e promissor

adjuvante no tratamento dos pacientes com L-2-HGA e D-2-HGA.. Entretanto, maiores

estudos sdo necessarios para justificar seu uso.
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6. PERSPECTIVAS







Pretende-se dar continuidade ao trabalho analisando outros parametros de
estresse oxidativo em amostras de sangue total, plasma e liquor de pacientes

portadores das acidurias D-2-HGA e L-2-HGA. Dessa forma, espera-se:

a) Avaliar as defesas antioxidantes enzimaticas (através da medida da atividade das
enzimas CAT, SOD, GPx e GR) e ndo enziméticas (através da quantificacdo de GSH)

em eritrocitos e realizar teste in vitro com antioxidantes;

b) Avaliar as defesas antioxidantes ndo enzimaticas (Status Antioxidante Total — TAS

— e Reatividade Antioxidante Total — TAR) no plasma e na urina;

c) Avaliar o dano oxidativo a lipideos (através da quantificacdo de MDA em plasma) e
proteinas (atraves da quantificacdo de grupamentos carbonilas e sulfidrilas em

plasma);

d) Correlacionar os parametros bioguimicos e oxidativos.
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8. ANEXOS







8.1 ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PACIENTES COM ACIDEMIA D-2-HIDROXIGLUTARICA OU L-2-
HIDROXIGLUTARICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES COM ACIDEMIA L-2-HIDROXIGLUTARICA OU

D-2-HIDROXIGLUTARICA

Estamos convidando vocé ou a pessoa pela qual vocé é responsavel, que é
portadora de Aciddria L-2-hidroxiglutarica (L-2-HGA) ou D-2-hidroglutérica (D-2-

HGA), a participar do projeto de pesquisa intitulado “Investigacdo de pardmetros de

estresse oxidativo e nitrativo em pacientes com Aciduria D-2-Hidroxiglutarica e L-2-

Hidroxiglutarica: Efeito in vitro da L-carnitina e da vitamina E sobre o dano ao DNA”.

O presente projeto de pesquisa tem por objetivo verificar os efeitos da acdo dos
radicais livres (por exemplo, formados por radiagdo solar) e de substéncias
antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com D-2-HGA ou L-2-HGA. Os
dados necessarios para a realizacdo do projeto serdo obtidos atraves de entrevistas
realizadas com vocé (portador ou responsavel legal do portador de L-2-HGA ou D-2-
HGA), das coletas de sangue periférico e urina. Estes dados serdo coletados nos dias
de consultas rotineiras, ndo sendo necessario 0 comparecimento em consultas extras.

Caso necessario, dados adicionais serdo obtidos dos prontuarios dos pacientes.

E muito importante que vocé saiba que os dados (entrevista, resultados das
analises de sangue e urina) obtidos com a doacdo, sédo de relevante importancia
cientifica para o melhor entendimento da L-2-HGA ou D-2-HGA e, principalmente, na
busca de terapias complementares para o tratamento dessa doenca. Sendo que esses

resultados também beneficiardo outros pacientes com a mesma doenca.

113



Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue e urina séo semelhantes
aos da coleta para exames laboratoriais de rotina. O material coletado sera utilizado
Unica e exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das
informacdes obtidas e que vocé (portador ou responsavel pelo individuo) tera acesso as
mesmas. Os resultados obtidos serdo agrupados e expressos através de resultados
numéricos, sem qualquer referéncia a elementos que possam identificar as pessoas que
participaram do estudo. Apds o término do estudo os materiais bioldgicos (sangue
periférico e urina) que ainda estiverem armazenados poderdo ser descartados ou
mantidos para futuras pesquisas dentro do mesmo objetivo deste estudo, de acordo
com a sua decisdo de autorizar ou ndo o uso futuro. Se autorizado, 0 material somente

serd utilizado para novas pesquisas mediante seu consentimento por escrito.

Com relacdo ao uso dos materiais biologicos, ao final do estudo, vocé (marque com
um X):

( ) autoriza o armazenamento.

( ) ndo autoriza o armazenamento, solicitando que sejam descartados.

Cabe salientar que a participacdo no estudo é totalmente voluntéria, e que a
desisténcia ndo trard implicacdes a vocé ou a pessoa pela qual vocé é responsavel com
relacdo ao atendimento clinico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. E importante
ressaltar também, que vocé ou a pessoa sob sua tutela receberdo nenhum tipo
pagamento pela participacdo no estudo e que todas as despesas relacionadas ao custo
dos exames laboratoriais serdo cobertas por verbas do proprio projeto de pesquisa,

portanto, serdo completamente gratuitas para vocé.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla Vargas e
a mestranda Daiane G. Bardemaker Rodrigues) estardo a disposicdo para o
esclarecimento de qualquer duvida durante todo o andamento da pesquisa, no Servigo

de Genética Médica do HCPA localizado no 3° andar, Fone: (51) 3359.8011. Ainda,
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para maiores informacdes, vocé pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa do
HCPA, através do telefone (51) 3359.7640, de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas (assinada
por nds) serd entregue a vocé (participante ou responsavel legal pelo participante da

pesquisa) e a outra sera mantida com 0 nosso grupo de pesquisa.

“Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado sobre o projeto
de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de ndo participar do estudo e tive

minhas davidas esclarecidas.”

Data:

Nome:

Nome do responsavel legal:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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8.2 ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PACIENTES CONTROLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES CONTROLE

Estamos convidando vocé a participar, como voluntario(a), do projeto de

pesquisa intitulado “Investigacdo de pardmetros de estresse oxidativo e nitrativo em

pacientes com Aciduria D-2-Hidroxiglutarica e L-2-Hidroxiglutarica: Efeito in vitro da

L-carnitina e da vitamina E sobre 0 dano ao DNA” O presente projeto de pesquisa tem

por objetivo verificar os efeitos da acéo dos radicais livres (por exemplo, formados por
radiacdo solar) e de substancias antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes
com a doenca Acidemia L-2-hidroxiglutarica (L-2-HGA) ou D-2-hidroglutarica (D-2-
HGA).

Para que este estudo seja realizado, é necessaria uma comparacdo entre um
grupo de pacientes que apresentam a doenga com um grupo de pacientes que nao
apresentam. Portanto, vocé esta sendo convidado(a) a participar deste estudo como
controle, ou seja, como ndo portador(a) de Acidemia L-2-HGA ou D-2-HGA. Os
dados necessarios para a realizacdo do projeto serdo obtidos através de entrevistas
realizadas com vocé e das coletas de sangue periférico e urina. Estes dados serdo
coletados nos dias de exames rotineiros, ndo sendo necessario 0 comparecimento em

consultas extras.

Para participar, sera feita a coleta de sangue e urina juntamente com as coletas
solicitadas rotineiramente pelo médico. Os riscos e desconfortos causados pela coleta
de sangue e urina sdo semelhantes aos da coleta para exames laboratoriais de rotina. A
participacdo neste estudo ndo trara beneficio direto a vocé, porém, os dados advindos

desta doacdo sdo de importancia cientifica relevante para o estabelecimento de novos
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tratamentos para esta doenca, bem como um melhor entendimento desta patologia. O
material coletado serd Unica e exclusivamente utilizado para fins do projeto de

pesquisa, sendo reservado a VOCé 0 acesso as mesmas.

As informacdes individuais levantadas pela pesquisa sd@o confidenciais. Os
resultados obtidos serdo agrupados e expressos através de resultados numéricos, sem
qualquer referéncia a elementos que possam identificar as pessoas que participaram do
estudo. Apds o termino do estudo os materiais bioldgicos (sangue periférico e urina)
que ainda estiverem armazenados poderdo ser descartados ou mantidos para futuras
pesquisas dentro do mesmo objetivo deste estudo, de acordo com a sua decisdo de
autorizar o uso futuro. Se autorizado, o material somente sera utilizado para novas

pesquisas mediante seu consentimento por escrito.

Com relacdo ao uso dos materiais biologicos, ao final do estudo, vocé (marque com
um X):

( ) autoriza o armazenamento.

( ) néo autoriza o armazenamento, solicitando que sejam descartados.

Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais serdo cobertas
por verbas do proprio Projeto de Pesquisa, portanto, completamente gratuitas para
vocé. Caso vocé queira retirar-se em definitivo da pesquisa, teré total liberdade para
fazé-lo, sem que isso prejudique futuros atendimentos no Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla Vargas e
a mestranda Daiane G. Bardemaker Rodrigues estardo a disposicdo para o0
esclarecimento de qualquer davida durante todo o andamento da pesquisa, no servico
de Genética Médica do HCPA localizado no 3° andar, Fone: (51) 3359.8011. Ainda,
para maiores informagdes, vocé pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa do
HCPA, através do telefone (51) 3359.7640, de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h.
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Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas (assinada

por nds) sera entregue a voceé, e a outra serd mantida com 0 nosso grupo de pesquisa.

“Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informada sobre o projeto
de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de nédo participar do estudo e tive

minhas davidas esclarecidas.”

Data:

Nome:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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8.3 ANEXO 3- COMPROVANTE DE APROVACAO DO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comissao Cientffica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto: )

Projeto: 150601
Data da Versio do Projeto:  11/12/2015

Pesquisadores:

CARMEN REGLA VARGAS

CARLOS EDUARDO DIAZ JACQUES

GILIAN BATISTA BALBUENO GUERREIRO
MOAGCIR WAINER

DAIANE GRIGOLO BARDEMAKER RODRIGUES

Titulo: Investigagio de pardmetros de estresse oxidativo e nitrativo em pacientes com
Acid(iria D-2-Hidroxiglutérica e-L-2-Hidroxiglutérica: Efelto in vitro da L-carnitina e da
vitamina E sobre o dénoao DNA ~ i

Este projeto fol APROVADO em seus aspectos éticos, metodolGgicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clfnicas de Porto Alegre.

Esta aprovagio estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados 20 projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avalicéo de
seus projetos. |

- O pesquisador deveré apresentar relatrios semestrals de acompanhamento e relatdrio final ao Grupo
de Pesquisa e Pés-Graduagéo (GPPG)

Porto Alegre, 16 de janeiro de 20186.
(4

Prof. J Coldim
Coord CEP/HCPA
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