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ACIDURIAS D-2-HIDROXIGLUTARICA E L-2-HIDROXIGLUTARICA:
UMA REVISAO DA LITERATURA

D-2-HYDROXYGLUTARIC AND L-2-HYDROXYGLUTARIC ACIDURIAS:
A LITERATURE REVIEW

Daiane Grigolo Bardemaker Rodrigues'?, Carmen Regla Vargas'?

RESUMO

As acidurias D-2-hidroxiglutarica (D-2-HGA) e L-2-hidroxiglutarica (L-2-HGA)
sao raras doengas neurometabdlicas que constituem um grupo de erros inatos
do metabolismo. Essas doencas sdo causadas pela deficiéncia das atividades
enzimaticas da D-2-hidroxiglutarato desidrogenase na D-2-HGA do tipo | ou isocitrato
desidrogenase na D-2-HGA do tipo Il, e da L-2-hidroxiglutarato desidrogenase
na L-2-HGA. Os principais achados clinicos nos pacientes caracterizam-se por
sintomas neurolégicos, como convulsdes, coma e atrofia cerebral. Também ocorrem
lesbes cerebrais nos ganglios da base (D-2-HGA, L-2-HGA) e cerebelo (L-2-HGA).
Bioquimicamente, essas acidurias caracterizam-se por acumulo em tecidos e elevada
excrecgao urinaria dos acidos D-2-hidroxiglutarico (na D-2-HGA) e L-2-hidroxiglutarico (na
L-2-HGA). Ainda, uma terceira variante bioquimica da aciduria, a D,L-2-hidroxiglutarica
(D,L-2-HGA), é caracterizada por excre¢ao aumentada de ambos enantidmeros do
acido 2-hidroxiglutarico. Em modelo animal, estudos de toxicidade dos acidos D e
L-2-hidroxiglutarico mostraram injuria cerebral, mas n&o foi elucidado o mecanismo
exato causador do dano. Além disso, altos niveis dos acidos D e L-2-hidroxiglutarico
foram encontrados em tumores cerebrais. No entanto, a relagdo entre a aciduria e
o cancer ainda precisa ser esclarecida. Tendo em vista a gravidade da doenga, este
trabalho teve como objetivo fazer uma reviséo bibliografica acerca do tema, enfatizando
as consequéncias do metabolismo, principalmente para o tecido cerebral, bem como
apontar possiveis abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: acido D-2-hidroxiglutarico; aciduria D-2-hidroxiglutarica; dano
cerebral; acido L-2-hidroxiglutarico; aciduria L-2-hidroxiglutarica; tumor

ABSTRACT

The D-2-hydroxyglutaric (D-2-HGA) and L-2-hydroxyglutaric acidurias (L-2-HGA)
are rare neurometabolic diseases that form a group of inborn errors of metabolism.
They are caused by a deficiency on the enzyme activities of D-2-hydroxyglutarate
dehydrogenase in D-2-HGA type | or isocitrate dehydrogenase in D-2-HGA type I,
and L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase in L-2-HGA. The main clinical findings in
affected patients are related to neurological symptoms, such as convulsions, coma
and brain atrophy. Brain injuries also occur in the basal ganglia (D-2-HGA, L-2-HGA)
and cerebellum (L-2-HGA). These acidurias are biochemically characterized by the
accumulation in tissues and increased urinary excretion of D-2-hydroxyglutaric acid
(in D-2-HGA) and L-2-hydroxyglutaric acid (in L-2-HGA). Still, a third biochemical
variant of aciduria, called D,L-2-hydroxyglutaric (D,L-2-HGA), is characterized by
increased excretion of both enantiomers of 2-hydroxyglutaric acid. In an animal
model, toxicity studies on D- and L-2-hydroxyglutaric acids showed brain injury,
but the exact mechanism of brain damage was not elucidated. Furthermore, high
levels of D- and L-2-hydroxyglutaric acids were found in brain tumors. However,
the relationship between cancer and aciduria still needs to be clarified. In view of
the severity of the disease, this study aimed to do a literature review on the topic,
emphasizing metabolic consequences, particularly for the brain tissue, as well as to
identify possible therapeutic approaches.

Keywords: D-2-hydroxyglutaric acid; D-2-hydroxyglutaric aciduria; brain damage;
L-2-hydroxyglutaric acid; L-2-hydroxyglutaric aciduria; tumor
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Acidurias D-2-hidroxiglutérica e L-2-hidroxiglutarica

As acidemias ou acidurias organicas constituem
um grupo de erros inatos do metabolismo (EIMs)
caracterizados pelo acumulo de um ou mais acidos
organicos nos liquidos biologicos e tecidos dos
pacientes devido a deficiéncia da atividade de
enzimas do metabolismo de aminoacidos, lipidios
ou carboidratos’.

Em relacédo a clinica, os individuos afetados por
acidurias organicas apresentam, predominantemente,
disfuncao neuroldgica em suas mais diversas formas de
expressao: regressao neuroldgica, convulsdes, coma,
ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade, tremores,
movimentos coreoatetoticos, tetraparesia espastica,
atraso no desenvolvimento psicomotor, retardo
mental e outras manifestacdes. As mais frequentes
manifestacdes laboratoriais sdo cetonemia, cetonuria,
neutropenia, trombocitopenia, acidose metabdlica,
baixos niveis de bicarbonato, hiperamonemia, hipo
e hiperglicemia, acidose latica, aumento dos niveis
séricos de acidos graxos livres e outros?. Através do
uso de tomografia computadorizada, na maioria dos
pacientes foram encontradas alteracdes de substancia
branca (hipomielizagédo e/ou desmielizag&o), atrofia
cerebral generalizada ou dos géanglios da base
(necrose ou calcificagao), megaencefalia, atrofia
frontotemporal e atrofia cerebelar®.

Os acidos enantioméricos D e L-2-hidroxiglutarico
foram primeiramente identificados como constituintes
normais da urina humana. Trés anos depois, dois novos
EIMs foram simultaneamente relatados no Journal of
Inherited Metabolic Disease. Chalmers et al.* identificaram
um paciente com aciduria D-2-hidroxiglutarica (D-2-HGA),
enquanto Duran et al.> descreveram um caso de
aciduria L-2-hidroxiglutarica (L-2-HGA). A terceira
variante bioquimica da aciduria 2-hidroxiglutarica
foi descrita por Montau et al.®, que relataram trés
pacientes com elevada excregao urinaria de acido D
e L-2-hidroxiglutérico, denotada pelos autores como
aciduria D,L-2-hidroxiglutarica (D,L-2-HGA). O acido
L-2-hidroxiglutarico (L-2-HG) ou o seu enantidmero,
o acido D-2-hidroxiglutarico (D-2-HG), apresentam
concentragdes muito elevadas nos tecidos e liquidos
biolégicos dos pacientes com L-2-HGA e D-2-HGA,
respectivamente. Essas doengas metabdlicas sao
geneticamente distintas e, em geral, transmitidas
de forma autossOmica recessiva’. A D-2-HGA tem
aproximadamente 80 casos e a L-2-HGA tem por volta
de 300 casos relatados no mundo. Essas acidurias
organicas, apesar de raras, sdo bastante graves®®.

Tendo em vista a gravidade da doenca devido
a producado de metabdlitos téxicos nos individuos
afetados, bem como a necessidade de maiores estudos
a fim de elucidar os mecanismos fisiopatologicos da
disfungao cerebral encontrada nesses pacientes,
o presente trabalho teve como objetivo fazer uma
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revisdo bibliogréfica acerca do tema, enfatizando as
consequéncias do metabolismo toxico, principalmente
para o tecido cerebral. Além disso, buscou-se apontar
possiveis alvos terapéuticos e abordagens terapéuticas
utilizadas atualmente. Dessa forma, para realizar a
pesquisa foram utilizados artigos publicados nos
bancos de dados PubMed e MEDLINE, no periodo
de 2000 a 2015, utilizando-se as palavras-chave:
D-2-hydroxyglutaric aciduria, L-2-hydroxyglutaric
aciduria and 2-hydroxyglutaric aciduria mechanism.

ACIDURIA D-2-HIDROXIGLUTARICA

A D-2-HGA é uma rara doenga neurometabdlica
hereditaria caracterizada bioquimicamente
pelo acumulo de D-2-HG nos tecidos e elevada
excregao urinaria (1565 + 847 mmol/mol creatinina,
controles = 6,0 £ 3,6 mmol/mol creatinina) e niveis
consideraveis de D-2-HG no plasma (61 £+ 14 pmol/L,
controles = 0,7 £ 0,2 umol/L) e fluido cerebroespinhal
(15-25 pmol/L, controles = 0,1 = 0,1 pmol/L)""%™,
AD-2-HGA apresenta-se sob duas formas distintas:
uma com apresentacdo mais lenta e sintomas mais
brandos (D-2-HGA do tipo |) e outra com fendtipo
mais severo (D-2-HGA do tipo Il). A D-2-HGA do
tipo | € causada por mutagbes no gene DHGDH
(MIM# 600721), que codifica a enzima mitocondrial
D-2-hidroxiglutarato desidrogenase (D-2-HGDH).
A D-2-HGA do tipo Il é causada por mutag¢des de
ganho de fungéo no gene IDH2 (MIM# 613657), que
é responsavel pela codificagdo da enzima isocitrato
desidrogenase 2 (IDH2)'2'3, Mutagdes em D-2-HGDH
sao autossOmicas recessivas, enquanto que na IDH2
sao autossdmicas dominantes e ocorrem mutacdes
de novo em células germinativas'.

Estudos realizados em cultura celular de
linfoblastos mostraram que o 2-cetoglutarato (2-KG),
um intermedidrio do ciclo de Krebs/ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA), é convertido em D-2-HG através
da enzima transidrogenase hidroxiacido-oxoacido
(HOT), enquanto o D-2-HG é convertido em 2-KG
através da enzima D-2-HGDH (Figura 1). Ainda, a
HOT catalisa a conversédo do gama-hidroxibutirato
em semialdeido succinico’. No que se refere a
D-2-HGA tipo Il, a enzima IDH2, responsavel pela
conversao de isocitrato em 2-KG, possui atividade
alterada. Essa enzima mutante tem um ganho de
funcao, pois adquire a capacidade de converter 2-KG
em D-2-HG (Figura 1). Dessa forma, pressupde-se
que a atividade da D-2HGDH seja insuficiente para
metabolizar o excesso de D-2-HG formado, o que
resulta em seu acumulo”s.

Clinicamente, os pacientes apresentam epilepsia,
hipotonia e retardo psicomotor como caracteristica
primaria. Os grupos sao heterogéneos para os
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Figura 1: O acido D-2-hidroxiglutarico (D-2-HG) é formado a partir do a- cetoglutarato (2-KG) via enzima transidrogenase
hidroxiacido-oxoacido (HOT). A Enzima D-2-hidroxiglutarato desidrogenase (D-2-HGDH) catalisa a converséo D-2-HG
para 2-KG (Na D-2-HGA tipo | ocorre deficiéncia na D-2-HGDH). A enzima isocitrato desidrogenase 2 mutante (IDH2MUT)
com ganho de funcéo produz D-2-HG a partir de 2-KG adicionalmente a produc¢ao de D-2-HG via HOT. Existe a hipotese
de que a D-2-HGDH né&o é capaz de metabolizar todo o D-2-HG gerado, resultando no acumulo de D-2-HG (D-2-HGA

do tipo II).

subtipos de pacientes, caracterizando a descrigao
heterogénea de fendétipos brandos ou mais severos.
A idade de inicio dos sintomas para pacientes do
tipo | geralmente ocorre nos seis primeiros anos
de vida, enquanto que para os pacientes do tipo
Il os sintomas iniciam por volta dos dois anos
de vida. Manifestagdes comuns para desordens
do tipo | e Il incluem atraso no desenvolvimento,
hipotonia e convulsdes, sendo que para o tipo Il
essas convulsdes sdo mais frequentes, além de
0 atraso no desenvolvimento ser maior. Ainda, foi
observada cardiomiopatia primariamente dilatada em
aproximadamente 50% dos pacientes do tipo Il, mas
em um dos casos era hipertrofica. Além disso, todos
pacientes apresentam, sem diferenciar tipo | ou tipo
I, alargamento de ventriculos laterais, alargamento
de espaco subaracnéideo frontal, efusao subdural,
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pseudocistos subependimais, sinais de atraso de
maturagdo cerebral e anormalidades de massa
branca cerebral multifocal. Quanto a expectativa de
vida, pacientes do tipo Il vivem de meses ao inicio
da idade adulta, enquanto que para pacientes do
tipo | permanece indefinida’.

Toxicidade do acido D-2-hidroxiglutarico

Recentes estudos demonstraram que a
excitotoxicidade contribui para a neuropatologia da
D-2-HGA. Um trabalho realizado em cultura neuronal
de células de pintos e ratos mostrou que o D-2-HG,
que é estruturalmente similar ao aminoacido excitatério
glutamato, induziu dano celular excitotéxico envolvendo
a ativacgao do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA).
Além disso, para avaliar a ativagado de subtipos
especificos de receptores NMDA por D-2-HG, foram
expressos receptores NR1/NR2A e NR1/NR2B em
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células HEK293, e o acido foi capaz de ativar esses
receptores. Ainda, o D-2-HG inibiu a atividade do
complexo V (ATP sintase) da cadeia respiratéria
mitocondrial, refletindo um metabolismo energético
prejudicado devido a inibicao da sintese de ATP; no
entanto, o acido nao afetou a atividade catalitica do
complexo de transferéncia de elétrons I-1V'6.

Estudos em modelos animais vém sendo realizados
na tentativa de elucidar os mecanismos patofisiolégicos
da doenca. Silva et al."” avaliaram o papel do D-2-HG
in vitro na atividade da creatina quinase total (CK)
de musculo cardiaco e esquelético em ratos Wistar.
Foi observado que o acido inibiu a atividade CK,
creatina quinase mitocondrial (mi-CK) e citosélica
(ci-CK) do musculo cardiaco e esquelético, sugerindo
assim que a inibicdo dessa enzima por aumento
dos niveis do D-2-HG poderia ser um importante
mecanismo envolvido na miopatia e cardiomiopatia
de pacientes com D-2-HGA. Corroborando esse
estudo, da Silva et al.’® também avaliaram a atividade
da creatina quinase em cortex cerebral de ratos
frente ao D-2-HG in vitro. Foi encontrada inibicdo
da atividade da CK pelo acido, sendo que a fracao
mitocondrial foi a maior afetada, o que sugere que
a inibicao dessa enzima por aumento dos niveis do
D-2-HG poderia estar relacionada a neurodegeneragao
encontrada nos pacientes.

Foi demonstrado que o metabolismo energético
€ marcadamente prejudicado pelo acumulo do
D-2-HG. Latini et al. (2005) avaliaram o papel do
acido na atividade do complexo da cadeia respiratéria
mitocondrial, além da produgéo de CO, no musculo
cardiaco e esquelético de ratos Wistar. Os autores
observaram a inibigao significativa da atividade da ATP
sintase e citocromo c oxidase (COX) pelo D-2-HG.
Além disso, houve marcada redugao da produgao de
CO, no musculo cardiaco e esquelético e diminuigéo
significativa, em preparagdes mitocondriais de
cérebro, da taxa de controle respiratorio na presenca
de glutamato/malato e succinato. Também houve
redugao da viabilidade celular em partes do cortex
cerebral. Dessa forma, sugere-se que o metabolismo
energético prejudicado poderia contribuir para o
entendimento das caracteristicas clinicas da doenga'®.

Nesse sentido, da Rosa et al.% verificaram os efeitos
cerebrais do acido D-2-HG, que foi administrado via
intraestriatal de modo agudo in vivo em ratos jovens.
Os principais achados da injuria cerebral foram
observados apds 12h e 48h da injecao, entre eles
vacuolizacao e infiltracdo linfocitica e macrofagica.
Os autores n&o elucidaram o mecanismo exato
que provocou esse dano, mas hipotetizam que a
formacgao de vacuolo seja secundaria a alteragdes do
metabolismo energético, excitotoxicidade e homeostase
redox. Dessa forma, a presenga de macréfagos e
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infiltrado linfocitico poderia estar associada ao estresse
oxidativo, uma vez que leucdcitos sédo recrutados
em resposta a neuroinflamacéo.

Acido D-2-hidroxiglutdrico e cancer

Elevados niveis de D-2-HG tém sido detectados
em gliomas malignos e leucemia mieloide aguda
(LMA) associados a mutagdes somaticas em genes
que codificam isoformas de isocitrato desidrogenase
dependentes de NADP (+) citoplasmaticas e
mitocondriais, IDH1 e IDH2, respectivamente. Essas
mutagdes ocorrem no codon 132 para IDH1 ou
codon 172 e 140 para IDH2, produzindo enzimas
deficientes, pois reduzem a afinidade pelo isocitrato
e aumentam a afinidade por NADPH e a-KG. Isso
previne a descarboxilagdo oxidativa de isocitrato
a a-KG e facilita a conversdo de 2-KG em 2-HG,
consequentemente resultando em altos niveis de
D-2-HG nas células?'?2. Além disso, todas as mutagdes
relatadas em LMA e gliomas resultam na substituicao
de um residuo de arginina altamente conservado no
sitio ativo da enzima com um diferente aminoacido,
ou seja, na proteina IDH1, a mais comum alteragéo
€ a substituicao do residuo de arginina pela histidina
na posic¢ao 132. Correspondente sitioem IDH2, R172,
é da mesma forma, frequentemente mutado em
gliomas e LMA. Ainda, recentes estudos revelaram
que outra mutagdo em IDH2 resulta da substituicdo
de glutamina por arginina localizada na posi¢édo 140

Recente estudo foi realizado utilizando
sequenciamento genético do gene IDH2 em um
conjunto de amostras de DNA de pacientes com
LMA. Como resultado, foram encontrados diversos
casos com mutagdo R172K na IDH2. Ainda, para
confirmar se essas células com muta¢éo IDH2 R172K
exibem a propriedade de aumentar os niveis de 2-HG,
foram utilizadas células expressando IDH2 wild-type
ou IDH2 R172K. A determinagéo foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro
de massas (CG-MS), e verificou-se um aumento de
aproximadamente 100 vezes no nivel intracelular de
2-HG em células IDH2 R172k quando comparadas
com as células que expressavam o IDH2 wild-type.
Além disso, foi confirmada a quiralidade do 2-HG
encontrado nas células expressando IDH2 R172K
como sendo exclusivamente o enantidbmero (R).
Além disso, foi evidenciado que o D-2-HG age
como mutagénico, pois os dados apresentados
nesse estudo, em amostras tipicas de LMA com
mutacdes em IDH1 e IDH2, ndo apresentaram
outras mutagdes conhecidas associadas ao tumor.
Ainda, a possibilidade de 0 2-HG comportar-se como
oncometabdlito e, dessa forma, contribuir com a
tumorigénese surge do conhecimento de subtipos
de tumores em que mutacgdes IDH sdo encontradas
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com alta frequéncia. Entretanto, se o 2-HG pertence
ao grupo de mutagénicos ou se apenas desempenha
alguma fungao na carcinogénese € um aspecto que
precisa ser elucidado. Por outro lado, verificou-se a
importancia de identificar essas mutagdes em LMA
para melhor entender essa patogénese?.

Corroborando essa mesma linha de pesquisa,
Gross et al.?* verificaram que mutagcées em IDH1
R132 causam acumulo de 2-HG em células LMA.
Para investigar o papel das mutag¢des IDH1 R132,
foi feito sequenciamento genotipico em células de
145 pacientes com LMA. O espectro das mutagdes
difere dos observados no SNC, em que 80-90% das
mutacdes sdo IDH1 R132H. No sequenciamento,
foram observados cinco pacientes com mutacéo
IDH1 R132H, quatro pacientes com mutag¢ao IDH1
132C e dois pacientes com mutagéo IDH1 R132G.
Ainda, um dos pacientes portando mutagao IDH1 teve
progressao precoce para sindrome mielodisplasica
(SMD). Nao obstante, foram genotipadas células de
pacientes SMD e foram encontradas mutagoes IDH1
wild-type. Entretanto, & necesséaria uma quantidade
maior de estudos para avaliar se mutagdes IDH1
contribuem para a progressédo da LMA ou se séo
caracteristicas desta doenca heterogénea.

Os niveis de 2-HG, medidos por cromatografia
liquida acoplada a espectrdmetro de massas (LC-MS),
estavam 50 vezes maiores nas amostras de LMA
com mutagao IDH1 R132. Além disso, ndo houve
relagéo entre o aminoacido especifico substituido no
residuo 132 e os niveis de 2-HG. Devido ao aumento
do 2-HG, foi também sequenciado o gene IDH2
nas amostras, e duas delas apresentaram mutagéo
IDH2 172K. Adicionalmente, foi realizada cultura
celular in vitro de células de pacientes com LMA
com mutagéo IDH1 e células wild-type. Com isso,
foi observado que os grupos celulares tiveram alta
variabilidade e capacidade de proliferar na cultura.
Ainda, ndo houve relagao entre os niveis de 2-HG em
células mutantes IDH1 R132 na taxa de crescimento
e variabilidade na cultura. Apés 14 dias em cultura,
continuaram a acumular 2-HG?.

Além de mutacdes IDH1 e IDH2 terem sido
identificadas em LMA, elas também foram identificadas
em gliomas. Muitos estudos observaram mutacdo em
IDH1, R132 ou em seu residuo analogo R172, em
aproximadamente 80% dos gliomas de baixo grau,
anaplasico e glioblastoma secundario. As mutacdes
IDH2 foram menos comuns. Ainda, a maioria das
mutacdes em gliomas sao IDH1 R132. Com a
modificagédo da atividade catalitica da enzima, ocorre
redugdo dos niveis de a-KG e NADPH, que sao
necessarios na manutencao da glutationa reduzida
(GSH) e prevencgao do estresse oxidativo.

84 Clin Biomed Res 2016;36(2)

Embora tenha sido mostrado que enzimas
mutantes IDH1 e IDH2 aumentam os niveis de 2-HG
e estao presentes em tumores como LMA e gliomas,
ainda é bastante obscuro como essas mutagoes
contribuem para a transformagdo oncogénica. No
entanto, esses achados levam a hipétese de 0 2-HG
ser um “oncometabdlito”?5?7,

Acido D-2-hidroxiglutdrico e o envolvimento
no estresse oxidativo

A fisiopatologia da D-2-HGA ainda é pouco
conhecida, principalmente em relagao ao envolvimento
do dano neuroldgico. No entanto, estudos vém
sendo realizados na tentativa de elucidar o papel
das alteracdes da homeostase redox frente ao
acumulo do acido.

Um estudo realizado em cultura neuronal de
células de pinto investigou o efeito do D-2-HG na
concentragdo de Ca?* por microscopia de fluorescéncia
usando fura-2, que revelou que o acido provoca
disturbios na homeostase do Ca?* intracelular. Além
disso, os autores mostraram que esse disturbio
na homeostase do calcio resulta em aumento da
producédo de ERO mitocondrial, através do corante
sensivel a oxidagao diidrorodamina-123'.

Recente estudo realizado por da Rosa et al.?°
demonstrou que o acido D-2-HG, através de
administracdo intraestriatal aguda, foi capaz de
alterar parédmetros de estresse oxidativo em ratos
jovens. Nesse estudo, foram administrados in vivo
2,5 umol do acido e foram observados os seguintes
resultados:

a) aumento significativo dos niveis de malondialdeido
(MDA), demostrando assim dano oxidativo a
lipidios. Sabe-se que o MDA é um produto final
da oxidacao de acidos graxos insaturados. Dessa
forma, esse aumento pode indicar uma alteragéo
na fluidez e permeabilidade da membrana lipidica
das células, o que pode acarretar em alteragéo de
transporte de ions e de processos metabdlicos?;

b) aumento do conteldo de carbonilas, mostrando
indugao de dano proteico. No entanto, esse
resultado pode estar associado a perda de fungéao
proteica e formagéo de agregados, que ocorrem
quando proteinas sofrem dano oxidativo através
da oxidacao de cadeias laterais de residuos de
aminoacidos?;

c) aumento significativo da producédo de nitratos
e nitritos, ndo tendo alterado a oxidagao de
2,7-diclorofluoresceina (DCFH) e a produgao
de peroxido de hidrogénio (H,0,). Dessa forma,
conclui-se que sao espécies reativas do nitrogénio
(ERN) que estao provavelmente envolvidas nos
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efeitos pro-oxidantes, considerando que a DCFH
detecta predominantemente espécies reativas
do oxigénio (ERO)%;

d) redugao significativa da concentragédo de GSH
e atividade enzimatica de glutationa peroxidase
(GPx) e superoxido dismutase (SOD), mostrando
assim um comprometimento das defesas
antioxidantes cerebrais. Levando-se em conta
as fungdes da GSH como sequestradora de
radicais livres e protetora de grupos sulfidrilas,
sua concentragao é utilizada para avaliar a
capacidade tecidual de prevenir o dano oxidativo
associado ao processo de produgéo de radicais
livres. Além disso, as atividades enzimaticas da
SOD e GPx diminuidas podem ser explicadas
pelo ataque oxidativo de espécies reativas em
sitios especificos de aminoacidos nas enzimas,
causando modificagdes estruturais que diminuem
suas atividades. Cabe salientar que essas
alteragdes na homeostase redox causadas pelo
D-2-HGA foram seletivas, tendo em vista que foi
utilizado um analogo estruturalmente similar, o
acido 3- metil-glutacénico (3-MGT), o qual ndo
alterou nenhum desses parametros*:2¢,

Enzimas IDH1 e IDH2 como alvos terapéuticos

De acordo com um trabalho realizado em células
MCF7, obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC®), por Matsunaga et al. (2012), foram
mimetizadas células knockdown de IDH1 ou IDH2
em células deficientes D-2-HGDH, mostrando que
ocorre diminuigdo dos niveis do 2HG. No entanto,
quando houve expressao de IDH1 ou IDH2 houve um
aumento de 2HG, sendo este muito alto em células
depletadas de D-2-HGDH. Esses resultados sugerem
que IDH1 e IDH2 sao responsaveis por produzir
D-2HG em condi¢des de diminuigdo da atividade
da D-2-HGDH. Além disso, células knockdown
de IDH1 e IDH2 com D-2-HGDH diminuiram os
niveis de 2-HG precocemente a niveis residuais,
corroborando a hipétese de que essas duas proteinas
sao as principais fontes de D-2HG em células com
supressao da regulagdo de D-2-HGDH. Neste
trabalho, ndo foi possivel analisar o papel da enzima
HOT, porque seu mecanismo exato ainda nao esta
totalmente elucidado. Entretanto, este estudo lanca
uma nova abordagem em relagdo ao mecanismo da
D-2-HGA, permitindo assim indicar possiveis novos
alvos terapéuticos, como as enzimas IDH1 e IDH2
como medicagdes futuras para a D-2-HGA tipo 1%°.
Nessa mesma linha, um estudo realizado em modelo
de linfoblastos para atividade de ganho de fungao
da IDH2 apontou essa enzima como possivel alvo
terapéutico. Mutagdes do residuo de arginina para
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glicina (IDH2*/R1406) ou glutamina (IDH2%/R140Q) tém
sido definidas como lesdes genéticas primarias
em metade dos pacientes com D-2-HGA tipo II.
No ensaio, 11 inibidores potenciais (metabdlitos
enddgenos) da atividade enzimatica foram avaliados:
D-2-HG, L-2-HG, L-isocitrato, citrato, L-glutamato,
L-glutamina, L-malato, D-malato, oxaloacetato,
acetoacetato e acido metil-éster-acetoacético. Nesse
ensaio, o oxaloacetato foi o mais potente inibidor, e a
produgéo de D-2-HG teve mais de 50% de redugéo
quando a concentracéo de inibidor e do substrato
foi igual (15mM). O oxaloacetato agiu como um
inibidor competitivo para a conversao de 2-KG em
D-2-HG. A afinidade comparavel de IDH2*/R140Q parg
oxaloacetato se deve provavelmente a similaridade
estrutural®.

ACIDURIA L-2-HIDROXIGLUTARICA

A L-2-HGA é uma doenga neurometabdlica
que pertence ao grupo das acidurias organicas,
com um curso lento e progressivo. Os individuos
acometidos por essa doenga apresentam elevados
niveis de L-2-HG em 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 ymol/L) e
fluido cerebroespinhal (62 + 30 ymol/L, controles
= 0,7 £ 0,6 ymol/L). A doenca tem manifestagéo
durante a infancia, mas pode se apresentar na idade
adulta com fenotipos mais brandos’*%3'. O bloqueio
metabdlico presente nesses pacientes deve-se
a auséncia da atividade da enzima mitocondrial
L-2-hidroxiglutarato desidrogenase ligada ao FAD
(L-2-HGDH), devido a mutagdes no gene L2HGDH,
localizado no cromossomo 14q22.13233,

Clinicamente, a L-2-HGA é caracterizada por
hipotonia, ataxia progressiva, deficiéncia mental com
graus variados de leucoencefalopatia subcortical e
atrofia cerebelar®. Ainda, mudancas histopatolégicas
incluem desmielinizagao difusa, espongiose e cavitagao
cistica de massa branca cerebral, globo palido e nucleo
denteado. Entretanto, os mecanismos envolvidos
em todas essas alteragdes ainda permanecem
obscuros®. A L-2-HGA ¢é peculiar, ao contrario de
outras acidemias organicas, e seu desenvolvimento
é insidioso, sem episédios de descompensacao
metabolica®.

O L-2-HG é formado a partir do 2-KG através da
reacgao catalisada pela enzima L-malato desidrogenase
(L-malDH), que emprega NADPH como doador de
hidretos (Figura 2). Essa reagao € hipoteticamente
chamada de “indesejada”, pois normalmente a L-malDH
catalisa a conversao de L-malato em oxaloacetato
no ciclo TCA. AL-2-HGDH é considerada por alguns
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Figura 2: O acido L-2-hidroxiglutarico (L-2-HG) é formado através da enzima L-malato desidrogenase (L-malDH) a partir
de a-cetoglutarato (2-KG) e NADH. A enzima L-2-hidroxiglutarato desidrogenase (L-2-HGDH) catalisa a interconverséo

de L-2-HG a 2-KG utilizando FAD como cofator.

autores como enzima de reparo, pois sugere-se
que com o objetivo de proteger contra potenciais
efeitos toxicos e prevenir a perda de carbonos no
ciclo TCA, o L-2-HG é rapidamente reconvertido em
2-KG utilizando FAD como cofator, reparando assim
a reacao “indesejada” da L-malDH¥.

Toxicidade do dcido L-2-hidroxiglutarico

Da Silva et al. (2003) avaliaram o efeito do L-2-HG
na atividade da CK no cerebelo, cortex cerebral,
musculo cardiaco e esquelético em homogeneizados
de ratos Wistar, além da atividade da mi-CK e ¢ci-CK em
fragbes do cerebelo. O L-2-HG inibiu significativamente
a CK e mi-CK no cerebelo, e este efeito inibitorio,
medido através de estudos cinéticos, ocorre de
forma nao competitiva em relacéo a fosfocreatina.
Esses achados sugerem que a inibicdo seletiva
da atividade dessa enzima pelo L-2-HG poderia
estar relacionada a neurodegeneracgéo cerebelar
encontrada nos pacientes®.
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Corroborando esses achados, outro estudo em
modelo animal, que utilizou ratos knockout (12hgdh-)
para a enzima L-2-HGDH, mostrou que esses ratos
acumularam L-2-GH principalmente no cérebro
e testiculos, alcangando uma concentragao de
aproximadamente 3,5 ymol/g e valores menores
em outros tecidos (< 100 uM). Em ratos normais,
os niveis de L-2-GH foram indetectaveis. Os niveis
aumentados de L-2-HG foram capazes de modificar
aminoacidos no cérebro, mostrando um aumento
marcado da concentragao de lisina e arginina, deplegao
de sacaropina e diminuigao de glutamina em ratos
I2hgdh. Ainda, a constatagéo de que a acumulacao de
lisina cerebral acompanhou a supressao de sacaropina
sugere que a degradacdo de lisina poderia prosseguir
no cérebro via sacaropina e que esta via foi inibida
pelo L-2-HG. Além disso, foi encontrada atividade
cerebral significante, embora pequena, da enzima
bifuncional lisina-alfa-cetoglutarato-redutase/sacaropina
desidrogenase. Embora o efeito da acumulagao
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téxica de L-2-HG no metabolismo seja interessante
do ponto de vista bioquimico, ele provavelmente nao
contribui para sintomas neurolégicos, uma vez que
defeitos no metabolismo da lisina devido a deficiéncia
de lisina-alfa-cetoglutarato redutase néo parecem
ser a causa de sintomas patolégicos®.

No que tange a patogenia, analises cerebrais
nos ratos 12hgdh’- mostraram extensiva aparéncia
espongidtica, principalmente no putdmen caudado,
ganglios basais e tronco cerebral. As lesdes
vacuolares afetaram majoritariamente bainha de
mielina e oligodendrécitos. Com relagao aos testes
neurocomportamentais, os ratos 12hgdh”- apresentaram
déficit da capacidade de aprendizagem?*.

Estudos do efeito histopatoldgico do acido L-2-HG
foram realizados através da administracao aguda
intracerebral in vivo de 2,5 pmol do metabdlito em
estriado e cerebelo de ratos jovens. O acido L-2-HG
causou vacuolizagao intensa, infiltrado linfocitico e
macrofagico, necrose, astrogliose e perda neuronal no
estriado. No cerebelo foram encontradas vacuolizagao
e infiltragdo linfocitica e macrofagica. Esses achados,
em que o L-2-HG provoca dano in vivo cerebelar e
estriatal, podem estar relacionados a indugao de
estresse oxidativo®.

Relatos de casos na literatura mostraram os
efeitos toxicos do L-2-HG no cérebro. Exame de
ressonancia magnética porimagem (RMI) confirmou
leucoencefalopatia severa em paciente envolvendo,
principalmente, massa branca subcortical*’,
hiperintensidade simétrica no nucleo dentato, globo
palido, putdmen, nucleo caudado e hiperintensidade
de massa branca subcortical particularmente no lobo
frontal e temporal, além de multiplos cistos na area
periventricular occiptal?.

Além de achados neuropatoldgicos, Isikay et al.*?
relataram o caso de uma paciente de 16 anos,
portadora de L-2-HGA com cardiomiopatia dilatada,
caracterizada por dilatagdo da camara esquerda
ventricular e disfungdo sistolica, que comumente resulta
em insuficiéncia cardiaca congestiva. No entanto,
essa caracteristica pode ser secundaria a acidemia
ou uma coincidéncia. Portanto, os autores sugeriram
que pacientes com L-2-HGA sejam monitorados
para algum sinal de cardiomiopatia dilatada visando
investigar se ha correlacdo entre as doencas.

Acido L-2-hidroxiglutérico e cancer

Tumores cerebrais tém sido frequentemente
observados em pacientes com L-2-HGA, e esta
possivel associagao entre tumores cerebrais malignos
e a doencga é o que a diferencia de outras acidurias
organicas*. De acordo com relatos de casos da
literatura, um dos pacientes, de 20 anos, portador
da doencga, com niveis de 1418 mmol/mol de L-2-HG
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urinério (controles < 25), desenvolveu um tumor
6sseo envolvendo a regido frontal direita da calvaria.
Foirealizada analise no gene da L2HGDH, que revelou
mutagdo homozigota no éxon 2 (A320G)*. Outros dois
pacientes, do total de um grupo de 40, desenvolveram
meduloblastoma e glioblastoma multiforme durante
o curso da doenga. O primeiro paciente L-2-HGA,
de 3 anos, foi diagnosticado com meduloblastoma.
O diagndstico molecular realizado mostrou mutagéo
homozigota no éxon 3 da L2ZHGDH na posi¢ao 292
(c.292C —T), que altera o aminoacido histidina
na posigao 98 para tirosina (p.H98Y). O segundo
paciente L-2-HGA, de 11 anos, foi diagnosticado
com glioblastoma multiforme, e a analise molecular
detectou mutagéo no éxon 7 da L2HGDH (c.887T —A),
que altera a valina para glutamato na posigéo 296
(p.V296E)*. Ainda, corroborando esses achados,
outro relato de caso na literatura demonstrou que,
de um grupo de 11 pacientes com L-2-HGA, trés
pacientes desenvolveram neoplasma cerebral durante
o curso da doenga®, e um paciente de 29 anos foi
diagnosticado com gliomatose cerebral. Além disso,
nao foi encontrada mutagédo em IDH1 e/ou IDH2%,
Outro caso interessante na literatura € de um
paciente L-2-HGA, de 22 anos, diagnosticado com
astrocitoma anaplastico (OMS grau lll) na regiao
temporal direita tratado com radioterapia. No entanto,
4 anos apos a terapia, exames de imagens de
ressonancia magnética mostraram anormalidades
no lobo frontal esquerdo, sem recorréncia de tumor
primario ou sinais que sugerissem propagagao
transcalosa. Achados histopatolégicos indicaram,
novamente, astrocitoma anaplastico (OMS grau IlI).
Esse foi o primeiro relato de caso de sucessivos
gliomas distintos em paciente com L-2-HGA*".
Embora haja muitos relatos de casos na literatura
acerca do desenvolvimento de tumores cerebrais
malignos em pacientes com L-2-HGA, a relagéo
entre esses tumores e a aciduria ainda é obscura.
No entanto, algumas possibilidades sdo especuladas:
a) quantidades similares desse metabdlito estédo
presentes em pacientes com e sem tumor maligno
cerebral, entdo poderia ser descartada a hipotese
do envolvimento L-2-HG na oncogénese, mas,
por outro lado, a situagéo do tecido cerebral ndo é
refletida pela concentragdo do metabdlito nos fluidos
corporais; b) durante o processo de desmielinizagao
e remielinizacdo poderia haver a indugcéo da
tumorigénese devido a superexpressao de fatores
de crescimento mitogénicos, mas ha uma variedade
de tipos tumorais e a auséncia de tumores cerebrais
malignos em outras doencas que remodelam a
substancia branca; c) mutagdes no gene da L2HGDH
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poderiam ter efeito oncogénico, pois com a atividade
prejudicada da enzima mitocondrial ocorre acumulo
do metabdlito L-2-HG no sistema nervoso central
(SNC), e esse acumulo induz estresse oxidativo,
inibe a creatina cinase no cerebelo e interfere na
transmissao glutamatérgica“®.

Acido L-2-hidroxiglutérico e o envolvimento no
estresse oxidativo

A administragdo aguda intracerebral in vivo de
2,5 ymol de L-2-HG em ratos jovens mostrou que
0 acido acumulado provoca estresse oxidativo.
Esse acido acumulado diminuiu significativamente
as defesas antioxidantes enzimaticas, como a
atividade de GPx e GR, ndo enzimaticas como GSH,
e também aumentou os niveis de GSSH no estriado
e cerebelo. Além disso, houve aumento de ERO, que
foi determinado por oxidagdo de DCFH e producgéo
de H,O,, além do aumento de MDA, que reflete
dano lipidico. Cabe salientar que essas alteragdes
na homeostase redox causadas pelo L-2-HGA
foram seletivas, tendo em vista que foi utilizado um
analogo estruturalmente similar (acido L-2-hidroxi-3-
metil-valérico), o qual n&o alterou nenhum desses
parametros*. Além disso, esses resultados em modelo
animal estdo de acordo com um estudo realizado
em pacientes portadores de L-2-HGA, no qual foram
medidos alguns parametros em plasma. As analises
mostraram aumento significativo dos niveis plasmaticos
de MDA, diminuig&o significativa das atividades de
SOD e GPx, e redugao da concentragao de GSH
na comparagao com os controles. Esses resultados
evidenciam que o L-2-HG acumulado no plasma
dos pacientes pode causar toxicidade, levando a
um desequilibrio redox e, consequentemente, ao
estresse oxidativo*.

Abordagem terapéutica

A suplementagao com FAD e seu precursor, a
riboflavina, foi usada em alguns pacientes com o
objetivo de fomentar a atividade residual da enzima
L-2-HGD, uma vez que a enzima é dependente de
FAD. Além disso, esperou-se promover o aumento
da oxidacao de L-2-HGA e talvez, assim, reduzir sua
toxicidade. No entanto, a eficiéncia do uso terapéutico
de cofatores depende de diversos fatores, como a
atividade residual da enzima e se a mutagao tem
impacto significativo na interacdo enzima-cofator.
De acordo com relato na literatura, um paciente com
L-2-HGA, de 16 anos, recebeu inicialmente 100 mg/dia
de riboflavina, e foi observada melhora parcial em seu
desempenho motor e cognitivo, além da diminuigéo
significativa da excrec¢ao urinaria do L-2-HG. Entretanto,
houve uma interrupgéo do tratamento e os disturbios
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ficaram acentuados, com aumento da excregao
do acido. Apods o reestabelecimento do tratamento
com riboflavina, o paciente voltou ao status clinico
anterior. A melhora aumentou minimamente com a
dose de 200 mg/dia, mas nao se alterou na dose de
300 mg/dia*®. Em outro relato de caso da literatura, no
qual o paciente foi submetido a terapia com riboflavina
(200 mg/dia), além de carnitina (1 g/dia), ele apresentou
sintomas estaveis durante o periodo de 1 ano pelo
qual foi acompanhado na clinica®®. Apesar disso, o
tratamento farmacolégico com vitaminas as vezes
tem resultados 6timos, outras vezes, ndo. Sabe-se
que pacientes com certas doencgas tém respostas
variaveis a determinado tratamento. A exemplo
disso, Jovic et al.*®* mostraram um caso de paciente
no qual a terapia com riboflavina (200 mg/dia) por
4 meses nao levou a uma diferenca significativa nos
parametros clinicos e/ou bioquimicos.

ACIDURIA D,L-2-HIDROXIGLUTARICA

AD,L-2-HGA é uma rara doencga neurometabdlica
bioquimicamente caracterizada por excre¢éo aumentada
de L-2-HG e D-2-HG, com predominio de D-2-HG
e alfa-cetoglutarato, bem como uma diminui¢do de
citrato urinario. Ao contrario dos casos de D-2-HGA
e L-2-HGA, esses pacientes apresentam ambos os
enantidmeros acumulados do acido 2-hidroxiglutarico.
Na D,L-2-HGA, a mutacao ocorre no gene SLC25A1,
que codifica o carreador de citrato mitocondrial (CIC).
O CIC medeia o efluxo de intermediarios do ciclo
TCA, citrato e isocitrato em troca do malato citosdlico.
Dessa forma, a deplecgao de citrato citosodlico, bem
como a acumulagéo de citrato dentro da mitocéndria,
tem sido considerada importante no desenvolvimento
da patofisiologia dessa aciduria®'.

Como sintomas clinicos, esses pacientes
apresentam hipotonia muscular, disfungao severa
de neurodesenvolvimento e convulsdes intrataveis
associadas a dificuldade respiratéria®’.

Abordagem terapéutica

De acordo com um relato de caso na literatura
referente a abordagem terapéutica, avaliou-se o uso
de malato e citrato como perspectiva de tratamento.
Nesse estudo, um paciente de cinco meses de idade,
diagnosticado com acidemia D,L-2-hidroxiglutarica foi
tratado com malato ou citrato. Durante o tratamento
com malato, houve aumento da concentragao urinaria
de malato, mas nao foi observada melhora bioquimica
ou clinica. Entretanto, quando o paciente foi tratado
com citrato, houve um aumento da excregao urinaria
dos intermediarios do ciclo do acido citrico, malato e
succinato, além de um leve aumento na concentragao
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do citrato urinario. Dessa forma, a excrecdo dos
acidos D,L-2-HG diminuiu durante o tratamento.
A resposta clinica foi a estabilizacédo na frequéncia
e na gravidade das convulsdes®?.

DIAGNOSTICO

A suspeita do diagndstico ocorre através de
avaliagao clinica dos pacientes com atraso de
desenvolvimento e outras disfun¢des neurolégicas
de etiologia desconhecida. No entanto, devido as
caracteristicas clinicas geralmente homogéneas, a
suspeita de diagndstico pode ocorrer de forma tardia,
pois a doenca tem um curso lento e progressivo,
sem sinais clinicos peculiares®. Aliado aos sintomas
clinicos, a confirmacao da doenca é realizada através
de CG/MS para deteccao de altos niveis do acido
organico na urina. No entanto, para classificar como
D ou L-2-HG é necessario fazer a diferenciagcao
quiral®®, Além disso, a andlise molecular € uma
importante ferramenta para confirmagao do diagndstico
através da deteccao da mutagéo e bastante util para
aconselhamento genético®.

CONSIDERAGOES FINAIS

As acidurias neurometabolicas D-2-HGA, L-2-HGA
ou D,L-2-HGA sao distintas entre si, e 0s mecanismos
que envolvem a patogenicidade ainda permanecem
obscuros. Alguns estudos demostraram o efeito toxico
do acumulo dos acidos correspondentes tanto em
modelos animais quanto em humanos. Ainda, alguns
autores mostraram esses acidos como agentes
causadores de estresse oxidativo, o que acarreta
alteracdo da homeostase redox e leva a uma série de
consequéncias em nivel cerebral. No entanto, muito
ainda precisa ser elucidado. Além disso, os acidos
D-2-HG e L-2-HG foram detectados em altos niveis
em tumores cerebrais. Mutagdes encontradas nas
enzimas IDH1 e IDH2 levaram ao questionamento
do papel desses acidos, levantando a hipétese de
que eles agem como possiveis oncometabdlitos.
Entretanto, a relagdo entre essas acidurias e o
cancer ainda é desconhecido e sdo necessarios
muitos estudos para melhor entender essa questao.
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