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“Que os vossos esfor¢os desafiem as impossibilidades,
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RESUMO

Introducéo: A acidemia 3-hidroxi-3-metilglutérica é causada pela deficiéncia da 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-CoA-liase, uma enzima do metabolismo da leucina, levando ao acumulo,
especialmente, do &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico nos tecidos. Estudos sugerem que o
estresse oxidativo pode contribuir para os danos neuroldgicos observados em algumas
aciddrias organicas. Objetivo: Avaliar par@metros de estresse oxidativo em pacientes com
aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica antes e ap6s o tratamento. Materiais e Métodos:
Amostras de sangue e urina foram coletadas de pacientes no momento do diagndstico e apos
tratamento com dieta com restricdo de proteinas e suplementacdo de L-carnitina
(100mg/kg/dia) e de controles. O TBA, um subproduto final da peroxidagdo lipidica, foi
medido no plasma. A determinacdo do teor de carbonilas e de grupos sulfidrila, marcadores
de dano oxidativo a proteinas, foi realizada no plasma. Para avaliar na urina a oxidacao de
proteinas, os niveis de di-tirosina foram medidos por autofluorescéncia. O ensaio da
capacidade antioxidante urinaria foi realizado utilizando um kit comercial. Os niveis de
carnitina livre e isovalerilcarnitina foram analisados em amostras de sangue por
espectrometria de massas em tandem usando o método de monitorizacdo de reacdo multipla
(MRM). A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de biureto em amostras de
plasma usando um kit comercial. Resultados e Discussdo: Os resultados demonstraram um
aumento significativo nos niveis de isovalerilcarnitina em sangue total, das concentracbes
plasmaticas de malondialdeido e urinarias de di-tirosina, além de uma reducdo significativa da
capacidade antioxidante urinaria e dos niveis sanguineos de carnitina livre nos pacientes no
momento do diagndstico em relacdo aos controles. Verificou-se uma diminuicdo nas
concentrac¢fes do malondialdeido plasmatico e da di-tirosina na urina dos pacientes tratados, o
que sugere um efeito de protecdo do tratamento sobre a peroxidacdo de lipidos e do dano
oxidativo a proteinas, bem como uma normalizacdo dos niveis de L-carnitina durante o
tratamento. Conclusfes: Esses resultados permitem sugerir que o estresse oxidativo ocorre
em pacientes com acidemia 3-hidroxi-3-metilglutarica e que o tratamento com a dieta restrita
de proteina e suplementada com L-carnitina pode oferecer protecdo contra o dano oxidativo a

biomoléculas.

Palavras-Chaves: Estresse Oxidativo, L-Carnitina, 3-Hidroxi-metil-glutaril-CoA-liase,

Restricdo Protéica.
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ABSTRACT

Introduction: The 3-hydroxy-3-methylglutaric acidemia is caused by the deficiency of 3-
hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA lyase, an enzyme of leucine metabolism, leading to
accumulation of 3-hydroxy-3-methylglutaric acid in tissues. Studies have suggested that
oxidative stress may contribute to the neurological damage observed in some organic
acidurias. Objective: Evaluate oxidative stress parameters in patients with 3-hydroxy-3-
methylglutaric aciduria patiets before and after treatment. Materials and Methods: Blood
and urine samples were collected from patients at diagnosis and after treatment with restricted
protein diet and supplemented with L-carnitine (100mg/kg/dia) and from controls. TBA , an
end subproduct of lipid peroxidation, was measured in plasma. Determination of carbonyl and
sulphydryl content, biomarkers of oxidative damage to proteins, was done in plasma. To
assess urine protein oxidation, levels of di-tyrosine were measured by autofluorescence. The
assay of antioxidant urinary capacity was performed using a commercial kit. The levels of
free carnitine and isovalerylcarnitine were analyzed in blood samples by tandem mass
spectrometry using the method of multiple reaction monitoring (MRM). Protein content was
determined by the biuret method for plasma samples using a commercial kit. Results and
Discussion: The results demonstrated a significant increase of total blood isovalerylcarnitine,
malondialdehyde plasma concentrations and di-tyrosine urinary levels and a significant
reduction of the urinary antioxidant capacity and free-carnitine blood levels in pacients at
diagnosis compared to controls. It was verified a decrease in plasma malondialdehyde
concentrations and urinary di-tyrosine levels in treated patients, suggesting a protective effect
of the treatment on lipid peroxidation and protein oxidative damage, as well as a
normalization of L-carnitine levels during treatment. Conclusions: These results allow to
suggest that oxidative stress occurs in 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA lyase deficient
patients and treatment with restricted protein diet and L-carnitine may offer protection against

oxidative damage.

Keywords: Oxidative stress, L-Carnitine, 3-Hydroxy-methyl-glutaryl-CoA lyase, Protein

Restriction.
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1. Introducéo







1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Sir Archibald E. Garrod criou o termo Erro Inato do Metabolismo (EIM) para designar
a alcaptonuria, ha um século. Garrod observou gque determinada doenca era mais prevalente
nas criangas nas quais os pais tinham algum grau de consanguinidade. Através dessa
observacao e estudos das leis de Mendel sugeriu-se, entdo, que se tratava de uma desordem
com heranca autossomica recessiva. (GARROD, 1902).

Denomina-se EIM qualquer defeito hereditario causado devido a deficiéncia parcial ou
total de uma proteina, a qual, geralmente, exerce uma atividade enzimatica. O bloqueio
resultante do defeito metabdlico leva ao acimulo dos substratos da enzima e seus derivados,
bem como deficiéncia na sintese do produto da reacdo, levando ao aparecimento de
sintomatologia grave, muitas vezes letal (SCRIVER et al., 2001). Dorfman e Lorincz (1957)
descreveram o aumento da excrecao de acido mucopolissacaridico em urina de pacientes com
sindrome de Hurler, essa sindrome é a mais grave entre trés formas da Mucopolissacaridose |
(MPS 1) e seu nome é uma homenagem a Dra. Gertrude Hurler, médica que descreveu, em
1919, os primeiros pacientes com essa doenca. Até entdo somente descri¢cbes fenotipicas
desses pacientes haviam sido realizadas, como atraso mental, feicGes grosseiras,
hepatoesplenomegalia e outras.

Os EIM correspondem a mais de 500 distarbios, o que compreende cerca de 10% do
total das doencas genéticas e podem abranger defeitos de sintese, degradacdo, transporte ou
armazenamento de moléculas no organismo. Apesar de serem individualmente raros, os EIM
afetam aproximadamente 1 a 2% da populacdo, constituindo-se um importante problema de
salde publica (BARIC et al., 2001). Para a maioria destas doencas, no entanto, a prevenc¢do da
morte ou de sequelas neuroldgicas permanentes nos pacientes é dependente de um diagndstico
precoce e instituicdo de uma terapia adequada. (JIMENEZ-SANCHEZ et al., 2001,
BURTON, 1998).

Os EIM podem ser classificados de diferentes maneiras, sendo a classificacdo de
Saudubray e Charpentier (1995) considerada de facil compreenséo e aplicabilidade. O grupo |
sdo os distarbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas que apresentam sintomas
permanentes que tendem a se acentuar ao longo do tempo, como face grosseira,
visceromegalias, alteracOes 0sseas progressivas e neurodegeneracdo. Ja o grupo Il
corresponde aos EIM intermediarios que culminam em intoxicagdo aguda ou cronica,
apresentando intervalos livres de sintomas e relagdo evidente com o aporte alimentar, onde

incluem-se as acidemias organicas, alvo de estudo desse trabalho. E, por fim, o grupo Il que
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inclui patologias que apresentam deficiéncia na producdo ou utilizacdo de energia,
comprometendo geralmente o figado, miocardio, musculos em geral e cérebro (Tabela 1).

1.1.1 Acidemias Organicas

As acidemias ou aciddrias organicas (AO) sdao EIM onde um ou mais &cidos organicos
acumulam-se nos tecidos e fluidos bioldgicos dos pacientes afetados devido a auséncia ou
deficiéncia grave da atividade de uma enzima do metabolismo de aminoécidos, lipidios ou
carboidratos. (CHALMERS and LAWSON, 1982). As acidemias sdo diversas: propionica,
metilmalbnica, glutarica tipo 1, isovalérica, 3-hidro-3-metilglutarica, alcaptonuria,
mevalonica, entre outras. (VAIDIANATHAN K. et al., 2011).

Tabela 1 - Classificacdo dos EIM. Conforme Saudubray e Charpentier (1995)

Grupo | Grupo Il Grupo |11
Doencas lisossomais Aminoacidopatias Doencas de depdosito do glicogénio
. . . A Defeitos na beta oxidac&o de acidos
Doencas peroxissomais Acidemias organicas
graxos
Defeitos de glicosilacdo | Defeitos no ciclo da uréia Hiperlacticemias congénitas
Deficiéncia de alfal anti- Doencas mitocondriais /
tripsina Defeitos da Cadeia respiratdria
Defeitos na sintese do
colesterol

Clinicamente, 0s pacientes portadores desses  disturbios  apresentam,
predominantemente, disfuncdo neuroldgica, convulsdes, ataxia, hipotonia, tremores, atraso no
desenvolvimento psicomotor, retardo mental, entre outros. Embora cetoacidose,
hiperglicinemia, hiperamonemia, hipoglicemia, acidemia latica e neutropenia sejam achados
laboratoriais comuns nessas doengas, o diagnostico € essencialmente realizado pela
demonstracdo de elevagOes caracteristicas de certos acidos organicos na urina, atraves de
técnicas cromatograficas (HPLC, CG) e espectromeétricas (GC/MS). (OGIER DE BAULNY
and SAUDUBRAY, 2002; DEODATO et al., 2006).

Em geral, os sintomas das acidemias organicas costumam aparecer no periodo
neonatal. Entretanto, o periodo entre o nascimento e 0s primeiros sinais clinicos varia de

horas a anos, dependendo da natureza do defeito. Intolerdncia proteica e sonoléncia
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normalmente sdo os primeiros sintomas a chamarem a atengdo, embora diversos outros
sintomas possam ser apresentados, inclusive edema cerebral. (OGIER DE BAULNY and
SAUDUBRAY, 2002).

Assim como para outros EIM, o progndstico dessas doencas depende do diagnéstico
precoce e instituicdo de um tratamento baseado em restri¢fes dietéticas com suplementacdo
de cofatores das enzimas deficientes e L-carnitina. (WAJNER and GOODMAN, 2011,
WAJINER et al., 2001).

Atualmente no Brasil existe a triagem neonatal conhecida como o Teste do Pezinho
que é realizada através do Sistema Unico de Satide (SUS). Segundo a portaria nimero 822, de
06 de junho de 2001, os testes devem ser realizados até o décimo dia de vida do paciente,
sendo preferencialmente entre o segundo e o sétimo. O objetivo desse exame é a deteccdo
precoce de doencas genéticas, entretanto, até 2012 o SUS s0 realizava o diagnostico de
fenilcetondria, hipotireodismo congénito, hemoglobinopatias e fibrose cistica. Em 14 de
dezembro de 2012 foi aprovada a portaria n° 2.829 que incluiu a deficiéncia de biotinidase e a
hiperplasia congénita da supra-adrenal ao teste do pezinho, a qual j& esta sendo realizada
atualmente (BRASIL, 2001 e 2012).

Alguns laboratérios no Brasil realizam a triagem neonatal chamada de teste do
pezinho ampliado que inclue outras doengas e mais alguns EIM: aminoacidopatias,
galactosemia, toxoplasmose congénita, etc. Também, poucos laboratérios privados
disponibilizam a pesquisa de aminoacidos e acilcarnitinas em sangue total coletado em papel
filtro. Esse exame ¢é realizado com a metodologia de Espectrometria de Massas em Tandem
(MS/MS), que separa e detecta fragmentos ionizados de moléculas de acordo com a sua
relacdo massa/carga. Varias aminoacidopatias, defeitos de beta oxidacdo mitocondrial de
acidos graxos e acidemias organicas sdo diagnosticadas por este método, incluindo a acidemia
3-hidroxi-3-metilglutarica, a qual é detectada pelo acumulo de 3-metilglutarilcarnitina e 3-
hidroxisovalerilcarnitina no sangue total impregnado em papel filtro. (DASOUKI et al.,
1987).

1.1.2 Acidemia 3-Hidroxi-3-Metilglutarica (3-HMG)

A 3-HMG é um EIM que foi descrito pela primeira vez em 1976 por Faull et al. E uma
doenca de heranca autossémica recessiva que afeta o gene hidroximetilglutaril-Coa liase e

causa a deficiéncia da enzima HMGCL, uma enzima mitocondrial e peroxissomal do
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metabolismo da leucina. Assim, ocorre um déficit na clivagem do 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA em acetil-CoA e acido acetoacético, Ultima etapa da cetogénese (BARASH et al., 1990,
ASHMARINA et al., 1999) (figura 1). A prevaléncia da 3-HMG é estimada em menos que
1/100.000 recem-nascidos vivos. (PIE et al., 2007).

O gene hidroximetilglutaril-Coa liase (Genomic Acession No. NT_004610.17), que
codifica a enzima mitocondrial HMGCL estéa localizado no cromossomo 1, entre a posicao
1p36.1-p35, entre FUCAL, gene que codifica o alfa-fucosidase lisossomal, e TCEB3
(“transcription elongation factor B polypeptide 3”), que codifica uma proteina de elongacéo, e
possui 9 exons, 8 introns e 24.336 pares de bases. (PIE et al., 2007). Segundo estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa ha uma elevada incidéncia da acidemia 3-HMG no
nosso pais. Duas mutacdes (E37X e V168fs -2) comuns em individuos de origem portuguesa
foram encontradas nos pacientes brasileiros. (PIE et al, 2007; VARGAS et al, 2007).

i H
Proteinas | ¢CH\ /C \2 ,CH3
Leucina O CH CH
1 | |
lsu\'zllclnl CoA NH2 CH3
3-mclilc1'«110ni| CoA —L— Leucina (Leu)

HMG e derivados

3-metilglutaconil CoA =

3-hidroxi-3-metilglutaril CoA

Acetoacetato
Acetil Co,\% ? HMGL \T‘ ce «3u (

3-OH-butirato

Acetoacetil CoA \ Acetil CoA
Corpos

.»\ccufl CoA CetOnicos

acidos graxos | | carboidratos | | aminoacidos

Figura 1 - Rota metabolica e estrutura quimica da leucina. Adaptado de HOSPITAL SANT
JOAN DE DEU BARCELONA, 2014.

Pacientes acometidos por esta doenga sofrem pela auséncia de corpos cetdnicos, uma

fonte de energia alternativa a glicose, e por acimulo de metabdlitos tdxicos como os acidos 3-

hidroxi-3-metilglutarico (HMG), 3-metilglutacénico (MGT) e 3-hidroxi-isovalérico (OHIVA)
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e 3-metilglutarico (MGA) originados do catabolismo da leucina. O figado e o cérebro sdo os
6rgdos mais afetados. Entretanto, o pancreas e o cora¢do podem também estar envolvidos. As
caracteristicas clinicas mais comuns sdo hipoglicemia infantil severa, acidose metabolica,
hepatomegalia, letargia ou coma e apnéia. (GIBSON et al., 1988).

O diagndstico da 3-HMG é realizado através da analise de &cidos organicos na urina,
pois nesta enfermidade ha um aumento na concentragdo urinéria dos acidos HMG, MGT e
OHIVA e MGA. (SWEETMAN e WILLIAMS, 2001). O diagnostico também pode ser
realizado através da analise de acilcarnitinas em sangue de pacientes afetados utilizando
espectrometria de massas em tandem (LC/MS/MS), onde se observa uma elevagdo dos niveis
de 3-metilglutarilcarnitina e 3-hidroxisovalerilcarnitina. A atividade da HMGCL pode ser
analisada em varios tecidos incluindo linfécitos e fibroblastos. (RASHED et al., 1995). O
tratamento da 3-HMG inclui uma dieta com ingestdo restrita de gorduras e de proteinas, em
especial leucina, e com elevada ingesta de carboidratos. A terapia com L-carnitina tem sido
recomendada em alguns casos. Além disso, durante as crises pode haver a administracdo de

bicarbonato de sodio e de glicose intravenosa. (ROE et al., 1986).

1.2 L-carnitina

A L-carnitina (&cido 4-N-trimetilaménio-3-hidrdxi-butirico) (figura 2) é um
componente enddgeno que desempenha um importante papel fisioldgico no transporte de
acidos graxos de cadeia longa do citoplasma para o interior da mitocondria, permitindo a
formacdo de adenosina trifosfato (ATP) através da p-oxidacdo. (BAHL and BRESSLER,
1987). A L-carnitina é bastante utilizada no tratamento das acidemias organicas, entre as quais
a 3-HMG, uma vez que promove a remocao (detoxificacdo) de grupamentos acil acumulados,
através da acdo da enzima carnitina aciltransferase, que catalisa a formacdo de
glutarilcarnitina e outros ésteres de carnitina, restaurando, dessa forma, a concentragdo de
CoA livre intramitocondrial. As doses geralmente empregadas variam entre 100 a 200
mg/kg/dia. (NYHAN et al., 2005).

Além de sua importancia em processos bioenergéticos, nos ultimos anos, alguns
trabalhos tém demonstrado efeitos antioxidantes e antiperoxidativos para a L-carnitina,
incluindo em alguns EIM. (RIBAS et al., 2010; SITTA et al., 2009). Diversos mecanismos

tém sido propostos, entre eles uma acao sequestradora de espécies reativas do oxigénio (ERO)
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e um efeito estabilizador do dano em membranas celulares. (FRITZ and ARRIGONI-
MARTELLI, 1993).

Aproximadamente 75% da L-carnitina presente no nosso organismo € obtida a partir
da dieta, que inclui principalmente produtos de origem animal, como carne vermelha e
laticinios, sendo o restante originado da biossintese enddgena no figado, rins e cérebro, a
partir de aminodcidos precursores. (BREMER, 1983; HOPPEL, 2003).

O

O O
\
7 O~

Figura 2 - Estrutura quimica da L-carnitina (adaptado de Evans e Fornasini, 2003)

1.3 Radicais livres e espécies reativas

Os atomos sdo compostos por um nuacleo e por elétrons que se movem, em geral, aos
pares ao redor do nucleo. Moléculas ou a&tomos que possuem elétrons ndo pareados no seu
orbital mais externo sdo chamados de radicais livres. O desemparelhamento dos elétrons gera
uma espécie com alta reatividade e energeticamente instavel, tendendo, assim, a iniciar
reacOes em cadeia a fim de retirar elétrons de moléculas vizinhas para preencher seu proprio
orbital. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O radical livre pode ter origem no ganho ou perda de um elétron de um néo-radical, ou
pode ser formado por um processo de fissdo homolitica, em que uma ligacdo covalente é
quebrada e cada elétron do par compartilhado permanece com cada um dos atomos
envolvidos. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

As espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN), entre outras espécies
reativas sao parte integrante do metabolismo humano e sua producdo é observada em diversas
condicbes, por exemplo, na cadeia transportadora de elétrons na mitocondria das células.
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(HALLIWELL, 1994). Entre as principais ERO existe o anion superéxido (O,*) e o radical
hidroxila (OH*). O H,0, ndo é considerado um radical livre verdadeiro, mas € capaz de
atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de acido desoxirribonucleico
(DNA) por meio de reacBes enzimaticas. (ANDERSON, 1996). Além das ERO, também
existem as ERN, as quais séo representadas, principalmente, pelo 6xido nitrico (NO*) e pelo
peroxinitrito (ONOOQO").

O radical hidroxila (OH¢) é provavelmente o mais reativo entre as ERO. Este radical,
guando formado, reage rapidamente e de forma inespecifica, podendo ser prejudicial a
qualquer biomolécula. O radical hidroxila tem origem na reacao entre o radical superdxido e o
H,O, ou através da reacdo deste Ultimo com metais de transicdo (reacdo de Fenton). Esse
radical inicia reacfes em cadeia que originardo perdxidos lipidicos e radicais organicos.
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O 0,* também possui uma elevada reatividade. No entanto, sua solubilidade em
lipideos é limitada, mas mesmo assim é capaz de gerar o0 OH" por reacdo ndo-enzimatica com
0 H,0,, via reacdo de Haber-Weis. Em geral, o radical superoxido é gerado fisiologicamente
pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial ou pela acdo da fagocitose celular. No que
diz respeito a reatividade radicalar, o 6xido nitrico (NO) ndo se destaca, mas, entretanto, é de
suma importancia na vasoregulacdo e na neurotransmissdo, onde o excesso desse radical livre
pode muitas vezes ser citotoxico. (HALLIWELL, 1996; HALLIWELL, 2001).

As ERO e as ERN sdo indispensaveis para muitos processos bioquimicos, como
comunicacdo intracelular, defesa contra agentes infecciosos, apoptoses, desde que essas
espécies se encontrem em baixos niveis. J& uma producdo excessiva desses radicais pode dar
origem a um estado pré-oxidante que favorece o dano a biomoléculas. (HALLIWELL, 1996;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

1.4 Estresse Oxidativo

As espécies reativas do oxigénio sdo originadas no organismo humano como
subprodutos inevitaveis do metabolismo aerobico (figura 3) ou a partir de fontes exogenas,
como dieta inadequada, consumo exagerado de alcool, tabaco, uso de quimioterapicos,
exposicdo as radiacGes ionizante e eletromagnética. Para evitar a acdo toxica desses
compostos, 0s seres vivos desenvolveram, ao longo de sua evolugdo, mecanismos de defesa,

tanto enzimaticos, representados pela atividade das enzimas catalase, superoxido-dismutase e
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glutationa-peroxidase, quanto ndo-enzimaticos, representados por diversos compostos como a
glutationa reduzida (GSH), o acido ascorbico, a-tocoferol, bilirrubina, ubiquinol, entre outros.
(HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2007; HALLIWELL, 2006). O organismo humano est4,
normalmente, em equilibrio entre a producédo e degradacéo de radicais livres, que existem em

baixas concentracGes em todos os tecidos bioldgicos. (WULF, 2001).
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Figura 3 - Cadeia transportadora de elétrons. (LEMM, 2011)

No entanto, algumas situacBes patologicas podem levar a um desequilibrio, seja
diminuindo as defesas antioxidantes, seja por uma maior producdo de espécies reativas ou até
de uma combinacdo de ambas as situagdes. Assim sendo, o termo estresse oxidativo refere-se
a um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e a acdo das defesas antioxidantes,
levando a um dano potencial. O estresse oxidativo pode resultar em danos a diversas
biomoléculas no organismo, tais como lipideos, proteinas e DNA, acarretando em alteracfes
em suas estruturas ou fungOes e, consequentemente, interferindo na homeostase celular.
(HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2007) (figura 4).
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Figura 4 - O processo do estresse oxidativo. (SISTEMA ORGANICO HUMANO, 2014)

Nos ultimos anos, muita atencao tem sido focada nos radicais livres como mediadores
do dano tecidual em doencas humanas. O estresse oxidativo ja foi demonstrado em diversas
doencas cronico-inflamatdrias, vasculares, neoplasicas e neurodegenerativas, como Parkinson,
Alzheimer e esclerose maltipla. (HENRIQUES e SALVADOR, 2005).

O dano oxidativo pode ocorrer em todos os tecidos humanos, entretanto, o cérebro
parece ser 0 mais suscetivel a este tipo de lesdo, provavelmente por ser um tecido com
elevado consumo de oxigénio. Além disso, ha uma grande quantidade de lipidios
poliinsaturados nas membranas neuronais, sendo assim muito propensas a lipoperoxidacao.
Junto a isso, existem também neurotransmissores auto-oxidaveis e geram radicais livres e um
baixo nivel de defesas antioxidantes a nivel cerebral. (HALLIWELL and GUTTERIDGE,
2007).

1.4.1 Estresse Oxidativo nas Acidurias Organicas e Outros Erros Inatos do Metabolismo

Diversos autores demonstraram que o estresse oxidativo tem um papel importante em
varios EIM. O desequilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes
ocorrem em algumas acidemias, como na acidemia glutarica. (KOLKER et al., 2001; LATINI
et al., 2005; LATINI et al., 2007), propionica e metilmalénica. (FONTELLA et al., 2000), em
aminoacidopatias como a homocistindria (STRECK et al., 2001; STEFANELLO et al., 2005,
VANZIN et al., 2011), tirosinemia tipo 1 (BIRD et al., 1995), fenilcetoniria (SIERRA et al.,
1998; ARTUCH et al., 2001; HAGEN et al., 2002; ARTUCH et al., 2004; SIRTORI et al.,
2005; SITTA et al., 2006), e doenca da urina do xarope do bordo (FONTELLA et al., 2002,
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BARSCHAK et al., 2008) e na doenca peroxissomal adrenoleucodistrofia ligada ao X.
(VARGAS et al., 2004; DEON et al., 2006).

Estudos tém sugerido que o estresse oxidativo pode contribuir para o dano neuroldgico
observado nestas doencas, uma vez que o acimulo de metabdlitos tdxicos que ocorre nessas
desordens pode levar a uma excessiva producdo de espécies reativas. (WAJNER et al., 2004;
RIBAS et al., 2010). Nesse contexto, estudos in vitro e em modelos animais demonstraram
que os acidos glutarico e 3-hidroxi-glutarico sdo capazes de estimular a producédo de ERO e a
lipoperoxidacéo, bem como diminuir as defesas antioxidantes em cérebro de ratos. (LATINI
et al., 2005; LATINI et al., 2007; MAGNI et al., 2009; FIGHERA et al., 2006; OLIVEIRA
MARQUES et al., 2003; FERREIRA et al., 2007; WAJINER et al., 2004). E importante
enfatizar que, apesar dos estudos em animais, ndo ha dados na literatura sobre a ocorréncia de
estresse oxidativo em pacientes com 3-HMG.

Fontella et al (2002) observaram que os aminoacidos leucina, isoleucina e valina e 0s
respectivos alfa-cetoacidos acumulados na Doenga do Xarope do Bordo sdo capazes de
estimular a lipoperoxidacdo em homogeneizados de cérebro de ratos. Em 2013, Fernandes et
al (2013) observaram que o acido 3-hidroxi-3-metilglutarico e o &cido 3-metilglutarico
induzem danos oxidativos em proteinas e lipideos no cortex de ratos Wistar. No que tange as
defesas antioxidantes enzimaticas, estes autores demonstraram que os dois &cidos organicos
foram capazes de reduzir as concentracGes de GSH e as atividades da superdxido-dismutase e
da glutationa-redutase, além de aumentar a atividade da glutationa-peroxidase.

Considerando, os estudos em modelos animais mostrando evidéncias de estresse
oxidativo na 3-HMG, e a inexisténcia de estudos em pacientes portadores desta doenca,
tornam-se importantes estudos que abordem a investigacdo de dano oxidativo em pacientes

com 3-HMG, bem como a avaliacdo do efeito da carnitina sobre este processo.
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2. Objetivos







2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi avaliar parametros de estresse oxidativo em pacientes portadores

de 3-HMG bem como o efeito da terapéutica com L-carnitina sobre o dano oxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar os pardmetros de estresse oxidativo em amostras de plasma dos pacientes
portadores de 3-HMG, obtidas no momento do diagndstico e apds a instituicdo do

regime terapéutico:
a. Dano a lipidios através da dosagem de espécies reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBA-RS);
b. Dano a proteinas através de:

I. Dosagem de tiois totais;

ii. Dosagem de proteinas carboniladas.

2.2.2 Avaliar os parametros de estresse oxidativo em amostras de urina dos pacientes

portadores de 3-HMG, antes e ap06s a instituicdo do tratamento:

a) Dano a proteinas através de dosagem de di-tirosina,;

b) Avaliacdo de antioxidantes através da capacidade antioxidante.

2.2.3 Avaliar os niveis de carnitina livre e isovalerilcarnitina em amostras de sangue total dos

pacientes portadores de 3-HMG, antes e apds a instituicdo do tratamento.
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3. Resultados
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Abstract

3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria (3-HMG) is a rare autosomal recessive disorder,
caused by the deficiency of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase, which results in the
accumulation of 3-hydroxy-3-methylglutaric (HMG) and 3-methylglutaric (MGA) acids in
tissues and biological fluids of affected individuals. Recent in vivo and in vitro animal studies
have demonstrated that the accumulation of these metabolites can disturb the cellular redox
homeostasis, which can contribute to the neurological manifestations presented by the
patients. So, in the present work, we investigated oxidative stress parameters in plasma and
urine samples from 3-HMG patients, obtained at the moment of the diagnosis of this disorder
and during the therapy with low-protein diet and L-carnitine supplementation. It was verified

that untreated 3-HMG patients presented higher levels of urinary di-tyrosine and plasma
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thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), which are markers of protein and lipid
oxidative damage, respectively, as well as a reduction of urinary antioxidant capacity. Treated
3-HMG patients also presented an increased protein oxidative damage, as demonstrated by
their higher concentrations of plasma protein carbonyl group and urinary di-tyrosine, as well
as by the reduction of total sulfhydryl groups in plasma, in relation to controls. On the other
hand, 3-HMG patients under therapy presented normal levels of TBA-RS and urinary
antioxidant capacity, which can be related, at least in part, to the antioxidant and
antiperoxidative effects exerted by L-carnitine. The results of this work are the first report
showing that a redox imbalance occurs in patients with 3-HMG what reinforces the
importance of the antioxidant therapy in this disorder.

Keywords:  3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria; organic acidurias; carnitine;

oxidative stress; oxidative damage

1. Introduction

3-Hydroxy-3-methylglutaric aciduria (3-HMG) is an autosomal recessive
neurometabolic disorder caused by a deficient activity of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA
lyase (HL, EC 4.1.3.4), which catalyzes the cleavage of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA
(HMG-CoA) in the final step of leucine catabolism and in the ketogenic pathway [1,2]. As a
consequence of this defect, high amounts of 3-hydroxy-3-methylglutaric (HMG), 3-
methylglutaric (MGA), 3-methylglutaconic and 3-hydroxyisovaleric acids accumulate in the
tissues of the affected patients and these organic acids are excreted in high concentrations in
the urine of them [3]. Besides, smaller, but appreciable levels of glutaric, adipic and other
dicarboxylic acids may also be excreted in the urine, especially during metabolic
decompensation [4]. Although 3-HMG is a rare disease, it has a high incidence in Saudi
Arabia and it is among the most prevalent organic acidurias detected in Brazilian and
Portuguese population [5,6].

3-HMG often leads to life-threatening illness in the neonatal period and in childhood,
with acute episodes characterized by vomiting, diarrhea, dehydration, hypothermia, apnea,
hepatomegalia and cardiomyopathy, as well as neurological dysfunction manifested by
macrocephalia, lethargy, hypotonia, seizures and developmental delay [6-10]. Biochemically,
patients present metabolic acidosis, hyperammonaemia, elevated transaminases and

hypoketotic hypoglycemia during the crises which are caused especially by infections,
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prolonged fasting or digestive disorders [6,11]. 3-HMG may progress rapidly to coma and
death or result in permanent neurological damage, unlesspromptly treated [12]. Long-term
treatment consists in limited fasting time, continuous low protein diet, high carbohydrate
intake and L-carnitine supplementation [13].

The pathophysiology of this disease is only partially understood, but it is believed that
the deficit of ketone bodies, the intracellular accumulation of toxic organic acids and
secondary carnitine deficiency may contribute in some way to the damage observed in this
disorder [14-16]. In this context, previous in vitro and in vivo studies have demonstrated that
HMG and MGA may induce lipid and protein oxidation and reduce the enzymatic and non-
enzymatic antioxidant defenses in cerebral cortex, striatum and liver of rats [17-19].
Furthermore, the administration of antioxidants such as N-acetylcysteine, melatonin, vitamins
C and E and N-nitro-L-arginine methyl ester (a nitric oxide synthase inhibitor) was able to
prevent the lipid peroxidation and also the alterations in the antioxidant defenses elicited by
HMG, suggesting the involvement of reactive oxygen and nitrogen species in these damages
[20]. However, despite the findings obtained from animal studies, the occurrence of oxidative
stress in patients with 3-HMG has not been confirmed.

L-carnitine is a vital endogenous component of lipid metabolism necessary for ATP
production through the B-oxidation of fatty acids in the mitochondrial matrix [21,22]. In
addition to its role in the energy metabolism, L-carnitine has been used as an important
adjuvant for the therapy of patients with some organic acidurias, including 3-HMG, in an
attempt to facilitate the elimination of toxic acyl groups and presumably to replenish the
decreased stores of free carnitine, as well as to release CoASH for essential oxidative
pathways. Furthermore, antioxidant properties have been demonstrated for L-carnitine in
several pathologies, including in some inborn errors of metabolism [22-24].

Therefore, in the present work, we investigated parameters of lipid and protein
oxidation, as well as antioxidant defenses, in plasma and urine from 3-HMG patients at the
moment of diagnosis and during the treatment with low-protein diet and L-carnitine
supplementation (100 mg/kg/day) in order to verify if oxidative oxidative stress occurs in vivo
in the affected patients and if therapy with carnitine and protein restriction may exert a

protective role on this process.
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2. Material and Methods
2.1 Patients and controls

Subjects with 3-HMG were recruited from the Medical Genetic Service of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Brazil. Blood and urine samples were obtained at diagnosis (Group
A) and during treatment (Group B). Total blood and plasma samples obtained from 5 patients
at diagnosis (median age 1.8 years, range 0.25-3.3 years), and from 6 patients under treatment
(median age 9 years, range 0.3-17.8 years) and urine samples from 7 patients at diagnosis
(median age 4.5 years, range 0.1 - 9 years) and from 7 patients under treatment (median age
6.4 years, range 0.3-13 years) were used to evaluate the different parameters of oxidative
stress. The median of treatment duration was 3 years (range 0.1 -6 years). All patients were
diagnosed in our laboratory by identification of abnormal patterns of organic acids in urine by
gas chromatography coupled to mass spectrometry according Sweetman (1991) [25], with
slight modifications, and by the profile of acylcarnitines in plasma by tandem mass
spectrometry. Treatment consisted of a protein-restricted diet supplemented with L-carnitine
(100 mg/kg/day). The control group consisted of total blood plasma and urine from 6 aged-
matched healthy children (median age 5 years, range 2 months - 10 years). The main clinical
and laboratorial features presented by patients at diagnosis were hypoglycemia, metabolic
acidosis, vomiting, lethargy.

The present study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (n°13-0284), RS, Brazil. Informed consent was obtained according to the

guidelines of our Committee.

2.2 Samples collection and preparation

Whole blood samples obtained from fasting individuals (controls and patients) by
venous puncture with heparinized vials were centrifuged at 1000 g for 20 min at 4°C and
plasma was removed by aspiration and frozen at —80°C until analysis. Urine samples were

collected in sterile flask and frozen at —80 °C until analysis.

2.3 Free L-carnitine and isovalerylcarnitine determination

Free L-carnitine and isovalerylcarnitine levels were determined in blood spots by
liquid chromatography electrospray tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) using the

multiple reaction monitoring (MRM) mode and the results were reported in umol/L [26].
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2.4 Protein carbonyl groups determination

Protein carbonyl groups were measured according to the method described by Levine
et al. (1990) [27]. Briefly, triplicate aliquots of plasma (100 uL) were treated with 100 pL of
28% trichloroacetic acid. The tubes were centrifuged at 8000 g for 10 min to obtain the
protein pellet. The supernatant was carefully aspirated and discarded. One mililiter of 10 mM
2.4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) prepared in 2 M HCI or 1.0 mL of 2 M HCI (blank) were
added to the precipitate and incubated at 37°C for 90 min. After the samples were centrifuged
(8000 g, 10 min) and the dinitrophenylhydrazine excess was removed with ethanol—ethyl
acetate 1:1 (v/v). The final protein pellet was dissolved in 200 uL of 6 M guanidine
hydrochloride. Quantification was performed using a spectrophotometer at 370 nm. The
carbonyl content was calculated using a millimolar absorption coefficient of the hydrazone

(21.000 M~" cm™). Values of carbonyl content were expressed in nmol carbonyl/mg protein.

2.5 Total sulfhydryl (SH) groups determination

This assay is based on the reduction of 5.5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
by thiols, generating a yellow derivative whose absorption is measured
spectrophotometrically at 412nm [28]. Thirty microliters of plasma were incubated with an
equal volume of DTNB at room temperature for 30min in a dark room. The sulfhydryl content
is inversely correlated to oxidative damage to proteins. Results were reported as nmol
TNB/mg protein.

2.6 Thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS) measurement

Thiobarbituric acid-reactive substances were determined according to the method
described by Ohkawa et al. (1979) [29]. Briefly, in a properly labeled tube was added 100pul
of plasma, 50ul of sodium dodecyl sulfate (SDS) 8%, 375ul of acetic acid 20% pH 3.5 and
375ul of 0.8% thiobarbituric acid. The test tube was incubated at 100 °C for 60 min. The
mixture was allowed to cool on water for 5 min. The samples were centrifuged at 1000 x g for
10 min. The resulting pink stained TBA-RS were determined in a spectrophotometer at 535
nm. Calibration curve was performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane subjected to the

same treatment as that of the samples. Results were expressed as nmol TBA-RS/mg protein.
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2.7 Di-tyrosine autofluorescence determination

In order to determine in urine the levels of protein oxidation, the intensity of
fluorescence of di-Tyr was measured according to the method described by Kirschbaum
(2002) [30] using a SpectraMax Mz2e (MolecularDevices, USA) microplate reader at
wavelengths of 315 and 410 nm (excitation and emission, respectively). Results were

expressed as fluorescence units per mg urinary creatinine (FU/mg Cr).

2.8 Urinary antioxidant capacity determination

The urinary antioxidant capacity was determined using a chemical assay (Antioxidant
Assay Kit, Cayman Chemical, 709001). This assay relies on the ability of antioxidants in the
sample to inhibit the oxidation of ABTS (2,2’-azino-di-3-ethylbenzothiazoline sulphonate) by
metmyoglobin. The amount of oxidized ABTS can be monitored by detecting the absorbance
at 750 nm or 405 nm. The antioxidants in the sample cause suppression of the absorbance to a
degree which is proportional to their concentration. The capacity of the antioxidants in the
sample to prevent ABTS oxidation is compared to that of trolox, a water-soluble tocoferol
analogue, allowing to evaluate the urinary antioxidant status to be expressed as micromolar

trolox equivalents per mg urinary creatinine.

2.9 Protein determination

Plasma protein concentrations were determined by the Biuret method using the
commercial kit of Labtest® (Labtest Diagnostica, MG, Brazil).

2.10 Urinary creatinine

Creatinine was determined by picric acid method — Creatinine K kit of Labtest®
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brazil). Urinary creatinine reacts with picric acid
under alkaline conditions producing an orange color whose absorbance was determined in a

spectrophotometer at 492 nm.

2.11 Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard deviation. Comparison between means was
analyzed by one-way ANOVA followed by the Duncan multiple range test when the F value
was significant. A P value lower than 0.05 was considered significant. All analyses were
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performed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software, version 15.0, in
a PC-compatible computer.

3. Results

In this study we evaluated in vivo oxidative stress parameters in plasma and urine from
untreated 3-HMG patients (group A) and in patients treated with protein-restricted diet and L-
carnitine supplementation (group B). Diagnosis was established by high levels of organic
acids in urine as well as by elevated concentrations of blood isovalerylcarnitine (controls
0.45%0.18), group A 4.81 + 0.47, group B 3.90 £ 3.32, average * standard deviation) [F (2,10)
= 7.53, P<0.05]. The parameters of lipid and protein oxidative damage, as well as the urinary
antioxidant capacity and blood free carnitine levels, were compared to those of controls with
similar ages. Table 1 shows free carnitine levels in total blood of patients and controls. It can
be observed a significant decrease of free carnitine at diagnosis when compared to controls.
Otherwise L-carnitine supplementation was able to significantly increase free carnitine levels,
that became similar to controls [F (2,13) = 12.53, P<0.01]. As demonstrated in figure 1, we
initially verified that TBA-RS, a parameter of lipid peroxidation, was markedly increased in
plasma from 3-HMG patients at diagnosis as compared to controls [F(2,11) = 4.68, P< 0.05].
These patients also presented increased levels of di-tyrosine [F(2,13) = 6.04, P< 0.05] (figure
2) and reduced antioxidant capacity in the urine [F(2,16) = 8.83, P< 0.01] (figure 3),
indicating a possible imbalance between the production of reactive species and the antioxidant
defenses in this disease, which is probably inducing to protein and lipid oxidative damages
observed in these patients.

Furthermore, we also observed that 3-HMG patients under treatment presented lower
levels of TBA-RS and higher urinary antioxidant capacity when compared to the untreated
patients, indicating a protective role of the treatment on these processes. In addition, TBA-RS
and the urinary antioxidant capacity levels in the patients of group B were similar to controls,
suggesting the correction of lipid peroxidation by the therapy. On the other hand, the
parameter of protein oxidative damage di-tyrosine was higher in the urine, from group B
patients in relation to controls, as well as carbonyl formation [F(2,13) = 5.87, P< 0.05] (figura
4). Corroborating with these findings, total plasma sulfhydryl groups were also reduced in the
treated patients [F(2,11) = 4.90, P< 0.05] (figure 5), confirming the occurrence of oxidative

damage to proteins in 3-HMG patients even during the treatment.
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4. Discussion

Although 3-hydroxy-3-methylglutaric and 3-methylglutaric acids are considered
neurotoxic agents in 3-HMG, the mechanisms underlying the neurological symptoms and the
brain abnormalities presented by the patients are poorly known. In an attempt to contribute to
the understanding of the pathophysiology of this disease, previous studies have demonstrated
that these metabolites compromise the redox homeostasis in cerebral cortex, striatum and liver
from rats [17,18,31]. Furthermore, MGA was able to inhibit the activity of Na',K*-ATPase in
rat brain, and this effect was associated with an increased free radicals generation [32]. So, in
this work, we aimed to investigate oxidative stress parameters in biological fluids from 3-
HMG patients and verify if the therapy with protein restriction and L-carnitine
supplementation could exert some influence on this process.

We initially verified that TBA-RS, which reflects the malondialdehyde formation, an
end product of membrane fatty acid peroxidation [33], was increased in untreated 3-HMG
patients, suggesting an increase of lipid peroxidation in these patients. This observation is in
accordance with previous in vitro findings showing that both HMG and MGA acids increase
TBA-RS levels in rat brain [19], and with a recent work showing that the in vivo intrastriatal
administration of these organic acids in rats induce a higher MDA formation in this brain
tissue [17]. Besides increased lipid peroxidation, untreated 3-HMG patients also presented
increased protein oxidative damage, demonstrated by their higher levels of di-tyrosine, when
compared to healthy individuals. Di-tyrosine is formed by free-radical attack on a wide range
of proteins and it has been proposed as a good indicator of protein oxidation [34]. It arises
from the tyrosine radical, which can be generated by many reactive species, including
hydroxyl radicals and peroxynitrite [35].

Although untreated 3-HMG patients have presented normal levels of protein carbonyl
groups, increased protein carbonyl formation and reduced levels of plasma sulfhydryl groups
were observed in 3-HMG patients during the treatment, which suggest that protein oxidative
damage occurs in this disorder. It’s important to emphasize that there is a tendency of
reduction in sulfhydryl groups at the diagnosis moment in these patients. This hypothesis is
reinforced by previous studies showing that in vivo administration of HMG and MGA acids
induces protein oxidative damage in rat brain. It was also demonstrated that these metabolites
can provoke a decrease in the reduced glutathione concentrations (GSH) in rat brain [17,31].
If GSH is also reduced in the blood of 3-HMG patients, it may be probably contributing to the

lower levels of total sulfhydryl groups presented by them.
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The results of this work also showed that untreated 3-HMG patients present reduced
urinary antioxidant capacity when compared to the controls. This reduction can be a
consequence of a reduced bioavailability of antioxidants in the blood of these patients, such as
vitamins, dietary antioxidants and endogenous antioxidants as albumin, uric acid and
coenzymeQ10 in an attempt to neutralize the increased production of reactive species that
occurs in this disorder. This observation is in accordance with previous data published by
Leipnitz et al. (2008) [18] showing that 3-hydroxy-3-methylglutarate significantly reduced the
non enzymatic antioxidant defenses total-radical trapping antioxidant potential (TRAP), the
total antioxidant reactivity (TAR) and GSH levels in rat cerebral cortex.

It is important to emphasize that secondary deficiency of free carnitine, that was
observed in our study, is a common finding in patients with organic acidurias (including in 3-
HMG), since carnitine conjugates with the accumulating organic acids in these disorders in
order to facilitate their elimination in the urine as acylcarnitines. Carnitine is a vital
component of the energy metabolism and it has demonstrated antioxidant properties in several
in vitro and in vivo studies, and also in neurodegenerative pathologies [36]. Therefore,
considering this aspect, it is possible that the increased lipid peroxidation and reduced urinary
antioxidant capacity observed in untreated 3-HMG patients can be related, at least in part, to
the deficiency of free carnitine, as well as to the accumulation of toxic metabolites which can
lead to mitochondrial dysfunction and oxidative stress by mechanisms not yet well established
[37].

Taken together the present data strongly suggest that an imbalance in the redox
homeostasis occurs in 3-HMG patients, which can damage biomolecules and can lead to cell
death. These alterations in the protein structure by oxidants may affect the function of
receptors, enzymes and transport proteins, resulting in a partial or complete loss of the protein
functionality [27,38]. Moreover, peroxidative damage to membrane lipids is known to affect
membrane viscosity and barrier function and can cause diminished ATP production with
subsequent neuronal dysfunction [39]. Therefore, it is conceivable that the protein and lipid
oxidative damages verified in the present work may underlie the tissue injury found in 3-
HMG patients, especially because during acute metabolic decompensation the concentrations
of the accumulating organic acids may increase dramatically [37].

On the other hand, we verified in this work that 3-HMG patients under treatment with
low protein diet and L-carnitine supplementation presented lower levels of lipid peroxidation

and increased urinary antioxidant capacity in relation to the untreated patients. Although we
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can not affirm that these effects were only due to L-carnitine supplementation, in the last
years several works have demonstrated that this compound can prevent lipid oxidative
damage by different mechanisms, such as by inhibiting xanthine oxidase activity, by
scavenging free radicals and chelating the iron required for the generation of hydroxyl
radicals [40,41] or by facilitating fatty acid transport, thereby lowering the availability of
lipids for peroxidation [42]. Reinforcing our findings, L-carnitine supplementation was also
able to prevent lipid peroxidation in other inborn errors of metabolism, such as in
phenylketonuria [43], in maple syrup urine disease [24,44] and in disorders of propionate
metabolism [45].

However, we verified that protein oxidation remained high in 3-HMG patients during
the treatment. Interestingly, protein carbonyl groups can circulate for longer periods in the
blood of patients when compared with other parameters of oxidative stress, such as the lipid
peroxidation product malondialdehyde [46]. Furthermore, carbonyl groups are relatively
difficult to induce and may be reflective of more severe cases of oxidative stress [47].
Because the relative stability of oxidised proteins, it is possible that the antioxidant properties

of L-carnitine are not sufficient to counter such damage.

5. Conclusions

In conclusion, we reported for the first time that oxidative stress is increased in
patients with 3-HMG, which corroborates with previous studies realized in animal tissues.
This finding reinforces the importance of the antioxidant therapy in this disorder and
demonstrates the fundamental role of L-carnitine supplementation to 3-HMG affected
patients, not only by helping to remove the intracellular toxic compounds accumulating in this
organic aciduria, but also by contributing to the redox status regulation and prevention of lipid

oxidative damage.
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Table 1. Free carnitine concentrations in plasma from 3-HMG patients at diagnosis
(group A) and during treatment with L-carnitine and low-protein diet (group B) and controls.

Free carnitine (umol/L)

Controls 40.43 + 3.65
Group A 2054 +1.85%*
Group B 32.06 = 10.65

Data represent the mean+SD (controls: n=6; Group A: n=4, Group B: n=4). *p<0.05,

compared to controls and treated patients (ANOVA, followed by Ducan multiple range test).

Legends

Fig 1. TBA-RS content in plasma from patients with 3-HMG and controls. Groups A
and B represents 3-HMG patients at diagnosis and during treatment, respectively. Data
represent the mean£SD (controls: n=5; Group A: n=3, Group B: n=6). *p<0.05, compared to
controls; #p<0.05, compared to group A (ANOVA, followed by Ducan multiple range test).

Fig 2. Di-Tyrosine measurement in urine from patients with 3-HMG and controls.
Groups A and B represents 3-HMG patients at diagnosis and during treatment, respectively.
Data represent the meanzSD (controls: n=4; Group A: n=7, Group B: n=5). *p<0.05,
compared to controls (ANOVA, followed by Ducan multiple range test).

Fig 3. Antioxidant capacity measurement in urine from patients with 3-HMG and
controls. Groups A and B represents 3-HMG patients at diagnosis and during treatment,
respectively. Data represent the mean+SD (controls: n=5; Group A: n=6, Group B: n=7).
*p<0.05, compared to controls; #p<0.05, compared to group A (ANOVA, followed by Ducan
multiple range test).

Fig 4. Carbonyl formation in plasma from patients with 3-HMG and controls. Groups
A and B represents 3-HMG patients at diagnosis and during treatment, respectively. Data
represent the mean+SD (controls: n=5; Group A: n=5, Group B: n=6). *p<0.05, compared to
controls (ANOVA, followed by Ducan multiple range test).

Fig 5. Sulfhydryl content in plasma from patients with 3-HMG and controls. Groups A
and B represents 3-HMG patients at diagnosis and during treatment, respectively. Data
represent the mean+SD (controls: n=5; Group A: n=3, Group B: n=6). *p<0.05, compared to

controls (ANOVA, followed by Ducan multiple range test).
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4. Discussao Geral







A 3-HMG é um EIM de heranga autossémica recessiva causada pela deficiéncia da
HMGCL, uma enzima envolvida na degradacdo da leucina, levando ao acimulo de acidos
organicos em tecidos e fluidos bioldgicos e uma deficiéncia de corpos cetdnicos. (FAULL et
al., 1976). Os pacientes portadores dessa patologia apresentam sintomas neurolégicos graves
podendo evoluir a morte. A patofisiologia deste EIM ainda nédo esté esclarecida. Assim sendo,
é de suma importancia estudos sobre a doenca para um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos nessa doenca neurometabolica. O tratamento dos pacientes preconiza uma dieta
com restricdo de proteinas, em especial de leucina, e de lipideos, além de uma suplementacao
de carnitina. (CASELLA et al., 1998).

Estudos em humanos e em animais indicam que os metabdlitos que se acumulam em
diversos EIM induzem a producdo excessiva de radicais livres e reduzem as defesas
antioxidantes dos tecidos. (COLOME et al 2000, WAINER et al 2004). Neste contexto, o
estresse oxidativo ja foi demonstrado na fenilcetondria (SIRTORI et al. 2005),
adrenoleucodistrofia (VARGAS et al. 2004), doenca da urina do xarope do bordo
(BARSCHAK et al., 2006), homocistinaria (VANZIN et al., 2011), bem como em algumas
acidemias organicas como aciddria propionica e metilmalonica (RIBAS et al., 2010) e
acidemia glutérica tipo 1. (LATINI et al., 2005).

Alguns estudos em modelos animais foram realizados a fim de avaliar o envolvimento
do estresse oxidativo na patogénese da 3-HMG. Leipnitz et al. (2008) avaliaram os efeitos in
vitro do &cido 3-hidroxi-3-metilglutarico (HMG) sobre o estresse oxidativo em cortex cerebral
de ratos e observaram um aumento de TBA-RS, um pardmetro de lipoperoxidacdo, na
concentracdo de 1mM deste &cido. Nesse mesmo estudo foi, ainda, observado que os niveis de
TBA-RS em preparados de mitocondrias ndo sdo alterados pelo HMG, sugerindo que o dano
ocorra através de mecanismos citosélicos, e que a formacdo de proteinas carboniladas e a
oxidacdo de proteinas (sulfidrilas) foram induzidas pelo acido, sugerindo, entdo, um dano
proteéico.

Em 2009, Leipnitz et al. verificaram que os metabolitos HMG, MGA, MGT e OHIVA
aumentam in vivo os niveis de TBA-RS, produto final da peroxidagcao dos acidos graxos de
membranas, em estriado de ratos, e que apenas 0 HMG foi capaz de induzir a lipoperoxidacéo
em figado de ratos. Esses autores também observaram que o0 HMG, o MGT e 0 MGA
reduziram a GSH e o teor de sulfidrilas no estriado. Cabe salientar que s6 0 HMG reduziu a
GSH e aumentou o TBA-RS no figado. Da Rosa et al. (2013) mostraram que a administracdo

ex vivo de HMG e MGA acarretou em um aumento da formacéo de carbonil e carbonil-metil-
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lisina em cértex cerebral e figado de ratos, indicando um dano protéico. Fernandes et al.
(2013) estudaram a administracdo ex vivo estriatal em ratos destes &cidos organicos. Esse
estudo demonstrou que os efeitos de dano celular e status redox destes acidos foram mais
importantes no tecido estriatal do que no figado e que o HMG, o qual é o principal metabdlito
acumulado nesta doenca, teve efeitos mais importantes.

Considerando, que alguns trabalhos em modelos animais demonstraram uma relagao
entre 0s metabdlitos da 3-HMG e estresse oxidativo e que poucos sdo 0s estudos que
investigaram o dano oxidativo nesta patologia, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar
parametros de estresse oxidativo em sangue e urina de pacientes portadores de 3-HMG no
momento do diagnostico e submetidos a tratamento, no intuito de avaliar a eficacia da L-
carnitina sobre este processo. Para tanto, amostras de sangue total, plasma e urina de pacientes
com 3-HMG no momento do diagnostico e durante o tratamento, além de amostras de
individuos saudaveis com idade e sexo comparaveis aos dos pacientes (controles) foram
analisadas quanto a parametros de dano protéico (di-tirosina, carbonila e sulfidrilas), dano a
lipideos (TBA-RS) e capacidade antioxidante, bem como niveis sanguineos de carnitina livre.

Um aumento dos niveis de TBA-RS foi observado nos pacientes no momento do
diagndstico, o que reflete a formacdo de malondialdeido, produto final da peroxidacdo de
acidos graxos de membrana, sugerindo um dano lipidico nesses pacientes. Esse achado esta de
acordo com os estudos anteriores in vitro de Leipnitz et al. (2009) e com um trabalho recente
gue demonstrou que a administracdo intraestriatal destes acidos organicos em ratos induz a
formacdo de malondialdeido no tecido cerebral. (FERNANDES et al., 2013). Os pacientes
portadores de 3-HMG ndo tratados também apresentaram um elevado nivel de di-tirosina,
demonstrando, entdo, um dano oxidativo a proteinas. Segundo Il'yasova (2012), a di-tirosina
€ um bom indicador de dano protéico, pois é formada pelo ataque dos radicais livres a uma
variedade de proteinas. Esses achados de dano a proteina avaliados pelos niveis de di-tirosina
estdo de acordo com os estudos de Ribas e al. (2011) que demonstraram um aumento deste
biomarcador em pacientes com aciduria propionica e aciduria metilmalonica.

Embora pacientes ndo tratados tenham apresentado niveis ndo significativamente
alterados de grupos carbonilas, os pacientes com 3-HMG em tratamento apresentaram uma
reducdo de grupos sulfidrilas no plasma e um aumento na formacéo de proteinas carboniladas,
reforcando que ha um dano protéico associado a essa patologia. E importante enfatizar que
existe uma tendéncia a reducdo dos grupamentos sulfidril no diagndstico destes pacientes.

Estudos anteriores mostraram que a administracdo in vivo de acidos HMG e MGA induzem
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danos oxidativos a proteinas em cérebro de ratos, corroborando, assim, com resultados
encontrados em nosso estudo. (FERNANDES et al, 2013). Além disso, estes metabolitos
podem provocar uma diminui¢cdo nas concentracdes de glutationa reduzida (GSH) no cérebro
de ratos (FERNANDES et al., 2013; DA ROSA et al, 2013). Se GSH também estiver
reduzida no sangue de pacientes com 3-HMG, possivelmente isto contribua para 0s baixos
niveis de grupos sulfidrilas apresentados pelos mesmos.

Os resultados do nosso estudo mostraram que os pacientes portadores de 3-HMG nao
tratados apresentam uma reduzida capacidade antioxidante urinaria, quando comparada com
os controles. Esta reducdo pode ser uma conseqiiéncia de uma baixa biodisponibilidade de
antioxidantes no sangue desses pacientes, tais como as vitaminas, os antioxidantes dietéticos,
bem como os antioxidantes enddégenos como a albumina, o &cido Urico e a coenzima Q10, um
efeito secundario a tentativa de neutralizar o aumento da producdo de espécies reativas que
ocorre nesta desordem metabolica. Esse achado esta de acordo com os dados encontrados por
Leipnitz et al. (2008), mostrando que o 3-HMG reduziu as defesas antioxidantes nao-
enzimaticas, o potencial antioxidante reativo total (TRAP), a reatividade antioxidante total
(TAR) e os niveis de GSH no cortex cerebral de ratos.

E relevante destacar que a deficiéncia secundaria de carnitina livre, que foi verificada
nos pacientes deste estudo no momento diagndéstico, € um achado comum em pacientes com
aciddrias organicas (inclusive 3-HMG), uma vez que a carnitina conjuga-se com os acidos
organicos acumulados, a fim de facilitar a sua eliminacdo na urina como acilcarnitinas. A
carnitina € um componente vital do metabolismo energético e tem sido demonstrado suas
propriedades antioxidantes em varios estudos in vitro e in vivo, e também em patologias
neurodegenerativas. (CHALMERS et al., 1984, RIBAS et al., 2013). Por conseguinte, é
possivel que o aumento da peroxidacdo lipidica e a reduzida capacidade antioxidante urinaria
observada em pacientes 3-HMG ndo tratados estejam relacionados, pelo menos em parte, a
caréncia de carnitina livre, bem como ao acumulo de metabdlitos toxicos que podem levar a
disfuncdo mitocondrial e ao estresse oxidativo por mecanismos ainda ndo bem estabelecidos.
(WAJINER et al., 2004).

Analisando conjuntamente os resultados obtidos em nosso estudo, é possivel sugerir
fortemente que um desequilibrio na homeostase redox ocorre em pacientes portadores de 3-
HMG, e que essa descompensacdo pode danificar as biomoléculas e pode conduzir & morte
celular. Estas alteracGes na estrutura proteica por espécies oxidantes podem afetar a funcéo

dos receptores, das enzimas e das proteinas de transporte, resultando, assim, numa perda
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parcial ou completa da funcionalidade da proteina. (LEVINE et al, 1990; HALLIWELL e
WHITEMAN, 2004). Ademais, a lipoperoxidacdo é conhecida por afetar a viscosidade das
membranas e da funcdo de barreira, podendo causar uma diminuicdo da producdo de ATP
com subsequente disfuncao neuronal. (MATTSON, 2004). Assim, é concebivel que os danos
oxidativos protéicos e lipidicos verificados no presente trabalho podem ser a base da lesdo
tecidual encontrada em pacientes com 3-HMG, especialmente porque, durante a
descompensacdo metabolica aguda, as concentracfes dos &cidos organicos que se acumulam
nesta doenca podem aumentar dramaticamente. (WAJNER et al., 2004).

Por outro lado, verificou-se neste trabalho que os pacientes com 3-HMG em
tratamento com dieta hipoproteica e suplementagdo de L-carnitina apresentaram menores
niveis de lipoperoxidacdo e aumento da capacidade antioxidante urinaria em relacdo aos
pacientes ndo tratados. Embora ndo se possa afirmar que estes efeitos foram apenas devido a
suplementacdo de L-carnitina, nos ultimos anos varios trabalhos tém demonstrado que este
composto pode prevenir o dano oxidativo lipidico por diferentes mecanismos, como pela
inibicdo da atividade da xantina oxidase, por eliminacdo de radicais livres e quelantes de ferro
necessarios para a geragdo de radicais hidroxila (GULCIN, 2006; MUTHUSWAMY et al.,
2006) ou por facilitar o transporte de acidos graxos, reduzindo, assim, a disponibilidade dos
lipidos para peroxidagdo. (RANI e PANNEERSELVAM, 2002). Refor¢ando nossos achados,
a suplementacdo de L- carnitina também foi capaz de prevenir a peroxidagdo lipidica em
outros EIM, como na fenilcetondria (SITTA et al., 2011), na doenca da urina de xarope de
bordo (MESCKA et al., 2011 e 2013) e em distarbios do metabolismo do propionato. (RIBAS
et al., 2010).

Em 2011, Sitta et al. investigaram alguns pardmetros de estresse oxidativo em
pacientes fenilcetondricos antes e 6 meses apds o tratamento com uma formula sintética de
aminoacidos (isenta de fenilalanina) e suplementada com L-carnitina e selénio. A
suplementacdo reverteu a peroxidacéo lipidica e o dano oxidativo a proteinas. A atividade da
glutationa peroxidase foi normalizada pela suplementacdo. Ainda, uma correlacdo inversa
entre peroxidacdo lipidica e L-carnitina foi observada, assim como uma correlagdo positiva
entre a atividade da glutationa peroxidase e 0s niveis de selénio no sangue.

Ribas et al. (2010) avaliaram os niveis de isoprostanos, di-tirosina e a capacidade
antioxidante na urina de pacientes com acidemia propionica (PA) e metilmalonica (MMA) no
momento diagndstico e durante o tratamento com L-carnitina e dieta com restricdo de

proteinas. Os resultados demonstraram que o tratamento com dieta com baixo teor de
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proteinas e L-carnitina reduz significativamente biomarcadores urinarios de dano oxidativo a
proteina e lipidios em pacientes com distirbios do metabolismo de propionato e que a
suplementacdo com L-carnitina pode estar envolvida nesta protecao.

Mescka et al (2012) investigaram o efeito da dieta com restricdo dos aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAA) suplementadas ou ndo com L-carnitina em pacientes com Doenga
do Xarope do Bordo sobre a peroxidacéo lipidica e a oxidacao de proteinas. Foi verificado um
aumento significativo de malondialdeido (indice de lipoperoxidacdo) e do teor de carbonila
(dano oxidativo a proteina) no plasma desses pacientes em dieta com restricdo de BCAA em
relagdo aos controles. Além disso, os pacientes sob dieta com suplementagdo de L-carnitina e
restricdo de BCAA apresentaram uma reducdo acentuada do conteddo de malondialdeido em
relacdo aos controles, reduzindo a peroxidacao lipidica.

No presente estudo, verificou-se que a oxidacdo das proteinas permaneceu elevada nos
pacientes com 3-HMG durante o tratamento. Curiosamente, 0s grupos carbonilas das
proteinas podem circular por periodos mais longos no sangue dos pacientes, quando
comparados com 0s outros parametros de estresse oxidativo, tais como o malondialdeido,
subproduto da peroxidacdo lipidica. (PANTKE et al., 1999). Além disso, 0s grupos carbonila
sdo relativamente dificeis de induzir e podem ser o reflexo de casos mais graves de estresse
oxidativo. (DALLE-DONNE et al., 2003). Por causa da relativa estabilidade das proteinas
oxidadas, € possivel que as propriedades antioxidantes da L-carnitina, ndo sejam suficientes

para reverter tais danos.
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5. Conclusdes







Em concluséo, os resultados desse trabalho demonstram de forma pioneira o
envolvimento do estresse oxidativo em pacientes portadores de 3-HMG, corroborando com 0s
estudos em modelos animais. Estes resultados reforcam a importancia do uso de antioxidantes
como adjuvante no tratamento desta patologia, em especial da L-carnitina, ndo somente por
promover a excre¢do dos compostos toxicos acumulados nos pacientes, mas também por

promover o equilibrio do status redox e prevenir o dano oxidativo a lipideo.
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6. Perspectivas







Este trabalho tem como perspectivas futuras dar continuidade a investigacdo de

estresse oxidativo em pacientes com 3-HMG tratados com L-carnitina:

Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase em eritrocitos;

Avaliar a concentracao de glutationa reduzida em eritrocitos;

Avaliar o dano ao DNA e o reparo em leucdcitos de pacientes através do ensaio
cometa, investigando o efeito da carnitina sobre este processo;

Medir os niveis dos acidos organicos acumulados na urina;

Medir citocinas pro-inflamatérias no soro;

Medir carnitina total, livre e esterificada na urina e no soro;

Correlacionar os parametros de estresse oxidativo, as citocinas inflamatdrias, os
acidos organicos excretados na urina e a carnitina (total, livre e esterificada) entre

Si.
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