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APRESENTAÇÃO 

 Conforme as normas do Programa de Pós Graduação em Ciências Biológicas: 

Bioquímica, a presente tese de doutorado está organizada em três partes e os resultados estão 

apresentados na forma de artigo científico. 

 A parte 1 contém os Resumos, Lista de Abreviaturas, a Introdução e os Objetivos do 

trabalho. 

 A parte 2 aborda essencialmente os Materiais e Métodos e os Resultados do trabalho, 

sendo apresentada na forma de capítulos constituídos por artigos científicos 

publicados/submetidos em revistas internacionais indexadas. O capítulo 1 refere-se ao artigo 

intitulado “Prevention of DNA damage by L-carnitine induced by metabolites accumulated in 

maple syrup urine disease in human peripheral leukocytes in vitro”. O capítulo 2 trata do 

artigo intitulado “L-carnitine supplementation decreases DNA damage in treated MSUD 

patients”. O capítulo 3 refere-se ao artigo “Investigation of inflammatory profile in MSUD 

patients: benefit of L-carnitine supplementation”. O capítulo 4 reporta-se ao artigo intitulado 

“Urinary biomarkers of oxidative damage in Maple Syrup Urine Disease: the L-carnitine 

role” e por fim, o capítulo 5 refere-se ao artigo intitulado “L-carnitine prevents oxidative 

stress in the brains of rats subjected to a chemically induced chronic model of MSUD”.  

 A parte 3 constitui-se da interpretação dos resultados (Discussão), Conclusões, 

Perspectivas e Referências. 

 As sessões de Introdução, Discussão e Conclusão encontradas nesta tese apresentam 

interpretações e comentários gerais sobre os resultados presentes nos artigos científicos. As 

referências bibliográficas adicionais ao final desta tese representam as utilizadas apenas nas 

partes 1 e 3 deste trabalho. 
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RESUMO 
 

A doença da urina do xarope do bordo (MSUD) é causada pela deficiência na 
atividade do complexo da desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada (BCKAD), 
promovendo o acúmulo dos aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA) leucina (Leu), 
isoleucina (Ile) e valina (Val) e seus α-cetoácidos correspondentes (BCKA). A MSUD 
caracteriza-se por cetoacidose, ataxia, coma, retardo mental e psicomotor. Estudos em animais 
demonstraram que BCAA e BCKA estimulam a lipoperoxidação e reduzem capacidade 
antioxidante cerebral em ratos. Também há evidências de que o estresse oxidativo ocorra em 
pacientes com MSUD no diagnóstico e durante o tratamento e que devido à terapia com dieta 
restrita e hipoproteica eles possuam deficiência de L-carnitina (L-car), um importante 
composto para o metabolismo energético. Recentemente, estudos demonstraram o papel 
antioxidante e anti-inflamatório da L-car, através de sua ação antiperoxidativa, sequestradora 
de espécies reativas e efeito estabilizador de danos às membranas celulares. Considerando que 
a fisiopatologia da MSUD ainda é pouco compreendida e que existe um crescente número de 
estudos enfatizando o envolvimento do estresse oxidativo na doença, neste trabalho foi 
investigado o efeito in vitro e in vivo da L-car sobre o estresse oxidativo e o dano inflamatório 
na MSUD tendo como objetivos: A) estudar a indução ao dano oxidativo pelos metabólitos 
acumulados na MSUD, verificando o possível papel antioxidante da L-car sobre o dano ao 
DNA in vitro; B) avaliar o efeito in vivo da suplementação de 50 mg/kg/dia de L-car sobre: 
b.1) a indução do dano ao DNA em leucócitos de pacientes com a MSUD tratados com dieta 
de restrição proteica, correlacionando as concentrações dos principais metabólitos 
acumulados nesta doença e verificando o possível papel antioxidante da suplementação da L-
car; b.2) a concentração de citocinas pró-inflamatórias em plasma de pacientes com MSUD 
tratados com dieta de restrição proteica e a correlação com o estresse oxidativo; b.3) os 
parâmetros de dano oxidativo à biomoléculas em urina de pacientes com MSUD sob dieta de 
restrição proteica; C) avaliar o efeito  da L-car sobre o estresse oxidativo causado pelos 
metabólitos acumulados na MSUD em córtex cerebral e cerebelo de ratos Wistar, através de 
um modelo crônico de indução química da doença. Verificou-se que a Leu e o seu α-
cetoácido correspondente, o ácido α-cetoisocapróico (KIC), causaram danos ao DNA in vitro 
e L-car foi capaz de diminuir significativamente essas alterações, principalmente as causadas 
pelo KIC. Quando testado o efeito da suplementação de L-car sobre o dano ao DNA em 
pacientes MSUD, observou-se um aumento significativo de lesões ao DNA em pacientes com 
dieta de restrição proteica quando comparados aos controles e a terapia com L-car foi capaz 
de diminuir significativamente os níveis desses danos. Também foram verificadas correlações 
do tipo negativa entre as concentrações de L-car e os índices de dano ao DNA e do tipo 
positiva entre as lesões ao DNA e níveis de MDA, marcador de lipoperoxidação, explicitando 
uma relação entre o dano ao DNA observado nos pacientes com MSUD, estresse oxidativo e 
o benefício da suplementação de L-car. Também averiguou-se o efeito da terapia de L-car 
sobre as citocinas pró-inflamatórias interleucina 1β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e interferon 
gama (INF-ɣ). Constatou-se aumentos significativos de IL-1β, IL-6 e INF-ɣ no plasma de 
pacientes com MSUD antes da suplementação de L-car e uma reversão completa desses 
valores aos níveis dos controles para IL-1β e INF-ɣ após a administração de L-car. Ainda, 
verificou-se que a  L-car pode auxiliar na defesa celular contra a inflamação e o estresse 
oxidativo, observando-se uma correlação negativa entre todas citocinas testadas e as 
concentrações de L-car, e uma correlação positiva entre o conteúdo de MDA e níveis de IL-1β 
e IL-6. Constatou-se também que as medidas de di-tirosina (dano oxidativo a proteínas) e 
isoprostanos (dano de lipoperoxidação) estavam aumentadas e a capacidade antioxidante total 
diminuída na urina de pacientes com MSUD sem terapia com L-car e a suplementação deste 
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composto induziu efeitos benéficos sobre estes parâmetros, reduzindo os níveis de di-tirosina 
e isoprostanos e aumentando a capacidade antioxidante medida em urina. Foi também 
observado um aumento de KIC urinário após dois meses de tratamento com L-car, quando 
comparado com o grupo controle, demonstrando um incremento da excreção deste metabolito 
tóxico. Desta forma, esses resultados sugerem um efeito de reversão de dano oxidativo pela 
L-car e que a urina pode ser utilizada para monitorar este tipo de lesão em pacientes afetados 
pela MSUD. Por fim, foram analisados em córtex cerebral e cerebelo de ratos Wistar 
submetidos ao modelo crônico de MSUD: espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-
RS), para avaliar lipoperoxidação, conteúdo de carbonilas (dano oxidativo proteico), oxidação 
de diclorofluoresceína (DCF), para quantificar produção de espécies reativas teciduais, 
conteúdo de glutationa reduzida (GSH) que é um importante antioxidante não enzimático e a 
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa 
peroxidase (GPx) e glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD). Os resultados mostraram que a 
administração crônica de BCAA estimulou a lipoperoxidação, o dano oxidativo proteico, 
aumento de espécies reativas e diminuição das defesas antioxidantes enzimáticas e não 
enzimáticas, especialmente em córtex cerebral e o tratamento com L-car foi capaz de prevenir 
estes efeitos, exceto o dano oxidativo a proteínas. Em conjunto, estes resultados demonstram 
que os metabólitos acumulados na MSUD induzem dano oxidativo a biomoléculas (lipídios, 
proteínas e DNA), diminuem o status antioxidante e promovem aumento de processos 
inflamatórios. Ainda, estes dados podem contribuir para a compreensão dos mecanismos de 
ação dos efeitos citotóxicos dos metabólitos acumulados na MSUD e evidenciar o papel do 
estresse oxidativo e da inflamação na neuropatofiosiologia desta doença, além do efeito 
protetor da L-car sobre este processo. O estudo de antioxidantes, como a L-car, pode propor 
uma abordagem terapêutica adicional ao que é empregado atualmente para pacientes com 
MSUD, que é essencialmente dietética e, portanto, de difícil manejo. 

 

Palavras-chave: Doença da Urina do Xarope do Bordo, L-Carnitina, Estresse Oxidativo, 

Inflamação.  
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ABSTRACT 
 

Maple syrup urine disease (MSUD) is caused by deficiency of the activity of the 
mitochondrial enzyme complex branched-chain α-ketoacid dehydrogenase (BCKAD). The 
metabolic defect leads to accumulation of the branched chain amino acids (BCAA) leucine 
(Leu), isoleucine (Ile) and valine (Val) and the corresponding branched-chain α-keto acids. 
The clinical features of MSUD include ketoacidosis, seizures, coma, psychomotor delay and 
mental retardation. Treatment consists in Leu, Val and Ile restricted diet. Studies in animals 
have demonstrated that lipid peroxidation is stimulated by BCAA and BCKA in brain of rats 
and these metabolites reduce in vitro and in vivo the cerebral capacity to modulate the damage 
associated to increased free radical production. Also, there is evidence that oxidative stress 
occurs in MSUD patients at diagnosis and during treatment and that due to terapy with protein 
restricted diet they present L-carnitine (L-car) deficiency, an important compound for energy 
metabolism. Recent studies have demonstrated the antioxidant and anti-inflammatory role of 
L-carnitine (L-car), through its action against peroxidation in different tissues by various 
mechanisms, a scavenger of reactive oxygen species and the stabilizing effect of damage to 
cell membranes. Considering that the pathophysiology of MSUD is still poorly understood, 
and that there is an increasing number of studies emphasizing the oxidative stress 
involvement in the disease, this study investigated the in vitro and in vivo effect of L-car on 
oxidative stress and inflammatory damage in MSUD with the following purposes: A) to study 
the induction of damage by accumulated metabolites in MSUD, analyzing the possible 
antioxidant role of L-car on DNA damage in vitro; B) to evaluate the in vivo effect of 50 
mg/kg/day of L-car supplementation about: b.1) the induction of DNA damage in leukocytes 
of MSUD patients treated with protein-restricted diet, correlating this damage with the 
concentrations of the major metabolites accumulated in this disorder and checking the 
possible antioxidant role of  L-car supplementation; b.2) plasma inflammatory cytokines in 
treated MSUD patients with protein-restricted diet and the correlation with oxidative stress; 
b.3) oxidative damage parameters in urine of MSUD patients with protein-restricted diet 
supplemented with L-car; C) to investigate the BCAA effect on some oxidative stress 
parameters and evaluate the L-car efficacy against these possible pro-oxidant effects in 
cerebral cortex and cerebellum of rats submitted to a chronic chemically-induced model of 
MSUD. DNA damage index (DI) showed that Leu and α-ketoisocaproic acid (KIC) groups 
was significantly higher than that of the control group, and that L-car was able to significantly 
prevent this damage, especially that due to KIC. Accordingly, DNA DI in MSUD patients 
under BCAA-restricted diet was significantly increased as compared to controls and L-car 
supplementation was able to significantly decrease this parameter. It was also verified a 
significant positive correlation between DNA DI and MDA content, a marker of lipid 
peroxidation. Furthermore, we found an inverse significant correlation between DI and L-car 
levels. These results strengthen a relationship between DNA damage observed in MSUD 
patients, oxidative stress and the L-car supplementation benefit. The role of L-car on plasma 
inflammatory cytokines interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) and interferon-gamma 
(INF-ɣ) was also evaluated in these patients. Significant increases of IL-1β, IL-6, and INF-ɣ 
were observed before the treatment with L-car. Moreover, there is a negative correlation 
between all cytokines tested and L-car concentrations and a positive correlation among the 
MDA content and IL-1β and IL-6 values after L-car supplementation. It was also 
demonstrated that the oxidative stress parameters di-tyrosine (oxidative protein damage) and 
isoprostanes (lipid peroxidation assay) were increased and the antioxidant capacity was 
reduced in urine of MSUD patients without L-car therapy and that the supplementation of this 
compound induced beneficial effects on these parameters, so reducing the di-tyrosine and 
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isoprostanes levels and increasing the antioxidant capacity. It was also showed a significant 
increase in urinary KIC after 2 months of L-car treatment compared to control group, 
demonstrating an increased excretion of this toxic metabolite. In conclusion, these results 
suggest a reversion effect of the oxidative damage by L-car and that urine can be used to 
monitorize oxidative damage in patients affected by this disease. The following parameters 
were analysed in cerebral cortex and cerebellum of Wistar rats submitted to MSUD 
chemically-induced chronic model:  thiobarbituric acid reactive species (TBA-RS), to 
evaluate lipid peroxidation, carbonyl content to evaluate protein oxidative damage, DCF 
oxidation to quantify reactive species production, reduced glutathione (GSH), an important 
non-enzymatic antioxidant and the activities of antioxidant enzymes catalase (CAT), 
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD). The results showed that the chronic administration of BCAA was 
able to promote both lipid and protein oxidation, increase of reactive species production and 
decreased brain antioxidant defenses, especially in cerebral cortex and that L-car was able to 
prevent these effects, except for oxidative damage to proteins. Taken together, these results 
demonstrate that the metabolites accumulated in MSUD cause oxidative damage to 
biomolecules (lipids, proteins and DNA), decrease antioxidant status and promote increased 
inflammatory processes. These results may contribute to the understanding of the mechanism 
of action of the cytotoxic effect of the metabolites accumulated in MSUD and the role of 
oxidative stress and inflammation in the MSUD neuropathophysiology besides the protective 
effect of L-car on this process. The study of antioxidants like L-car can opens an additional 
therapeutic approach to that currently employed for MSUD patients, which is primarily 
dietary and therefore difficult to handle. 
 

Keywords: Maple Syrup Urine Disease, L-Carnitine, Oxidative Stress, Inflammation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

   6 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
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BCKAD – do inglês branched-chain α-keto acid dehydrogenase complex: Complexo da 
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MSUD – do inglês Maple Syrup Urine Disease: Doença da urina do xarope do bordo 

SOD – Superóxido dismutase  

TBA-RS - Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

Val – Valina   
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INTRODUÇÃO 
 
 

1.1) Erros Inatos do Metabolismo 

 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são distúrbios genéticos que correspondem a 

um defeito parcial ou total de uma proteína, normalmente uma enzima, capaz de acarretar a 

interrupção de vias metabólicas. A ausência ou deficiência grave da atividade enzimática pode 

causar falhas na síntese, degradação, armazenamento ou transporte de moléculas no 

organismo, com ausência de um produto esperado, acúmulo de substratos da etapa anterior à 

interrompida ou, então, o desvio para rota(s) metabólica(s) alternativa(s) que pode 

comprometer processos celulares. Dependendo da importância da via afetada, este bloqueio 

repercute de forma clínica variável, geralmente provocando sintomatologia grave, que na 

maioria das vezes afeta o sistema nervoso central (Scriver et al., 2001). 

O grande número de alterações genéticas acarreta quadros clínicos extremamente 

diversos, desde assintomáticos até os tão graves que implicam em morte neonatal. De uma 

maneira geral, os EIM possuem sintomatologia severa que se manifesta ainda durante a 

infância (Giugliani, 1998). 

De acordo com o fenótipo clínico dos pacientes, Saudubray e Charpentier (2001) 

classificaram os EIM em três grandes grupos: 

Grupo I: distúrbios de síntese ou catabolismo de moléculas complexas, como as 

doenças lisossômicas de depósito (doença de Fabry, doença de Gaucher, etc.); 

Grupo II: doenças do metabolismo intermediário, como as aminoacidopatias (doença 

da urina do xarope do bordo, fenilcetonúria, etc.), as acidemias orgânicas (acidemia 

metilmalônica, acidemia propiônica, etc.), defeitos do ciclo da uréia (citrulinemia, 

argininemia, etc.), intolerância a açúcares (galactosemia, etc.); 
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Grupo III: distúrbios na utilização e produção de energia, como as doenças 

mitocondriais da cadeia respiratória. 

 

 Os erros inatos do metabolismo representam cerca de 10% de todos os distúrbios 

genéticos (Sanseverino et al., 2000).  A incidência isolada de cada uma destas doenças 

metabólicas é pequena. No entanto, se forem contabilizados os cerca de 600 distúrbios 

conhecidos (Scriver et al., 2001)  a frequência se torna mais expressiva, de aproximadamente 

1/5000 nascidos vivos (Giugliani, 1998). Para a maioria dessas doenças, a prevenção da morte 

ou de sequelas neurológicas permanentes nos pacientes é dependente de um diagnóstico 

precoce e instituição de uma terapia adequada (Jimenez-Sanchez et al., 2001; Burton, 1998).   

 

1.2) Doença da Urina do Xarope do Bordo 

 

 Menkes e colaboradores, em 1954, reportaram quatro casos de uma doença 

neurodegenerativa caracterizada por edema cerebral, espasticidade, dificuldade respiratória e 

convulsões, com o aparecimento dos sintomas na primeira semana de vida e falecimento antes 

dos três meses de idade. Estes pacientes possuíam níveis aumentados dos aminoácidos de 

cadeia ramificada nos líquidos corpóreos e a urina apresentava um forte odor de xarope de 

bordo, cheiro adocicado, parecido com açúcar queimado ou caramelo. Esta nova síndrome foi 

chamada, então, de Doença de Urina do Xarope do Bordo (“Maple Syrup Urine Disease” - 

MSUD). Em 1959, Dancis e colaboradores identificaram que os compostos acumulados na 

MSUD eram os aminoácidos de cadeia ramificada e os seus correspondentes α-cetoácidos, e, 

portanto, a doença também foi denominada cetoacidúria de cadeia ramificada. O mesmo 

grupo de pesquisa, em 1960, demonstrou em estudos enzimáticos em leucócitos e fibroblastos 

de pacientes afetados que o bloqueio metabólico na MSUD ocorria na descarboxilação dos α-
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cetoácidos de cadeia ramificada. O primeiro tratamento proposto foi em 1964 por Snyderman 

e colaboradores, que sugeriram uma dieta restrita em aminoácidos de cadeia ramificada. 

Portanto, MSUD ou cetoacidúria de cadeia ramificada é um EIM causado por uma 

deficiência grave na atividade do complexo da desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia 

ramificada (“Branched-Chain α-Keto Acid Dehydrogenase”- BCKAD), como ilustrado na 

Figura 1.  

A inabilidade deste complexo enzimático em descarboxilar os α-cetoácidos de cadeia 

ramificada (“Branched-Chain α-Keto Acids”- BCKA) α-cetoisocapróico (“α-Ketoisocaproic 

Acid”- KIC), α-ceto-β-metilvalérico (“α-Keto-β-Methylvaleric Acid” - KMV) e α-

cetoisovalérico (“α-Keto-β-Methylvaleric Acid”- KIV) leva ao acúmulo tecidual desses 

metabólitos e de seus aminoácidos precursores de cadeia ramificada (“Branched Chain Amino 

Acids”- BCAA) leucina (Leu), isoleucina (Ile) e valina (Val) (Chuang e Shih, 2001; Treacy et 

al.,1992). Os derivados hidroxilados α-hidróxi-isocapróico, α-hidróxi-β-metilvalérico e α-

hidroxivalérico, produzidos pela redução dos seus α-cetoácidos também se acumulam, mas 

em menor extensão (Treacy et al.,1992). 
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Figura 1. Rota metabólica dos aminoácidos de cadeia ramificada leucina (leucine), isoleucina (isoleucine) e 
valina (valine), indicando o bloqueio metabólico que ocorre na Doença da Urina do Xarope do Bordo (MSUD), 
situado no complexo da desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada (Mitochondrial BCKD complex) 
(Adaptado de Scriver et al., 2001). 
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A MSUD é uma doença metabólica de caráter autossômico recessivo com uma 

frequência mundial estimada em aproximadamente 1 para cada 185.000 recém-nascidos vivos 

(Chuang e Shih, 2001). Embora a MSUD seja uma desordem rara, em alguns povos 

menonitas assentados na Pensilvânia e em algumas cidades dos Estados Unidos, a incidência 

estimada é de 1:200 nascidos vivos (Morton et al., 2002). No Brasil, a frequência da MSUD 

pode ser maior do que a literatura internacional comenta. Em um levantamento realizado em 

recém-nascidos brasileiros, foi estimada uma frequência aproximada de 1:84.000 (Jardim et 

al.,1995). 

Quanto aos aspectos genéticos, a BCKAD humana é codificada por seis lócus (E1α, 

E1β, E2, E3, BCKAD quinase e BCKAD fosfatase), sendo que mais de 90 mutações já foram 

descritas nas subunidades catalíticas deste complexo enzimático. A MSUD pode ser 

classificada em três subtipos, de acordo com o lócus afetado: tipo IA (OMIM#608348) para 

mutações do gene BCKDHA (subunidade E1α); tipo IB (OMIM#248611) para as mutações 

observadas no gene BCKDHB (subunidade E1β) e o tipo II (OMIM#248610) para mutações 

no gene DBT da subunidade E2 (Quental et al., 2008 a,b). As alterações genéticas que causam 

a deficiência enzimática do BCKAD podem ocorrer em qualquer um dos 3 genes, e como não 

há relato de uma mutação prevalente entre os pacientes MSUD, exceto em isolados genéticos 

em comunidades específicas, a abordagem molecular geralmente envolve a análise completa 

dos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT. 

Baseada na apresentação clínica, na atividade enzimática residual e na resposta 

bioquímica à administração de tiamina, os pacientes com MSUD podem ser divididos 

basicamente em cinco fenótipos clínicos e/ou bioquímicos: clássico, intermediário, 

intermitente, tiamina-responsivo e deficiente em lipoamida desidrogenase (E3). Para 

classificar a forma da doença é levada em consideração, principalmente, a idade do início dos 

sintomas e a gravidade clínica, como mostrado na Tabela 1 (Chuang e Shih, 2001). 
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Tabela 1 – Classificação fenotípica da Doença da Urina do Xarope do Bordo. 

Fenótipo 
Clínico 

Idade de 
início 

Principais 
sintomas 
clínicos 

Características 
Bioquímicas 

Leucina 
plasmática 
(µmol/L) 

Atividade 
de descar-
boxilação 
(* % do 
normal) 

Clássico Neonatal 
até o 1º 

ano 

Dificuldade 
de 

alimentação, 
letargia, 

hipotonia, 
cetoacidose, 
convulsões, 

apnéia e 
hipoglicemia 

Presença de 
proteínas do 
BCKAD e 

aloisoleucina 

1000-5000 0-2 

Intermediário Infância à 
vida 

adulta 

Ataxia 
progressiva, 

RDPM, 
retardo de 

crescimento e 
cetoacidose 

pouco 
frequente 

Presença de 
proteínas do 
BCKAD e 

aloisoleucina 

400-2000 3-30 

Intermitente Infância à 
vida 

adulta 

Início do 
desenvolvi- 

mento normal. 
Ataxia e 

cetoacidose 
intermitentes 

Proteínas do 
BCKAD 
presentes. 

Normal BCAA 
quando 

assintomáticos 

50-4000 5-20 

Tiamina-
responsiva 

Infância à 
vida 

adulta 

Mais leve do 
que a forma 

clássica, 
similar a 

forma 
intermediária 

Aumento da 
atividade do 

BCKAD com 
administração 

de tiamina 

50-5000 2-40 

Deficiente em 
lipoamida 

desidrogenase 
(E3) 

Neonatal Hipotonia 
com lesão 

progressiva do 
SNC. 

Usualmente 
sem sintomas 

neonatais 

Moderado 
aumento de 

BCAA e 
BCKA. 

Aumento de α-
cetoglutarato e 

piruvato. 

400-600 0-25 

* Medido em leucócitos periféricos intactos, cultura de fibroblastos ou linfoblastos com [1-14C]- marcado e 
BCAA e BCKA como substrato. RDPM: retardo no desenvolvimento psicomotor (Adaptado de Jardim et 
al.,1995 e Chuang e Shih, 2001). 
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Os pacientes com a forma clássica, que representam cerca de 80% dos casos de 

MSUD, apresentam os primeiros sinais clínicos da doença entre o 4º e o 7º dia de vida 

(dependendo do grau de deficiência do complexo enzimático BCKAD e da quantidade de 

proteína ingerida), com odor de açúcar queimado na urina, cetacidose, hipoglicemia, 

opistótono, dificuldade de alimentação, apnéia, ataxia, convulsões, coma, letargia, 

deterioração neurológica, e geralmente morrem nos primeiros meses de vida se o tratamento 

não é instituído prontamente. (Chuang e Shih, 2001). Achados neuropatológicos 

característicos desta doença incluem edema e atrofia dos hemisférios cerebrais, degeneração 

espongiforme da substância branca e desmielinização, principalmente durante as crises de 

descompensação metabólica (Chuang e Shih, 2001; Ogier de Baulny e Saudubray, 2002). Um 

aumento significativo na concentração dos BCAA e de seus correspondentes α-cetoácidos e 

α-hidroxiácidos no plasma, líquor e urina dos pacientes é uma característica bioquímica 

marcante desta doença, além da presença do aminoácido aloisoleucina. O odor característico 

de xarope do bordo inicia a partir de 12 horas de vida, e embora seja difícil a sua identificação 

nos primeiros dias, torna-se mais aparente quando a urina seca na fralda ou roupa do paciente 

e também  nas crises de descompensação metabólica. A atividade do BCKAD em fibroblastos 

ou cultura de linfócitos é usualmente menor que 2%, resultando em concentrações de Leu 

superiores a 2000 µmol/L. A maioria dos pacientes clássicos, quando não tratados, morrem 

nos primeiros meses de vida devido à deterioração neurológica e crises metabólicas agudas 

(Chuang e Shih, 2001; Morton et al., 2002). 

As outras variantes são caracterizadas por um fenótipo mais brando, normalmente sem 

manifestações agudas no período neonatal e com um menor acúmulo dos metabólitos 

característicos. Entretanto, os pacientes afetados usualmente exibem variados graus de atraso 

neuropsicomotor e retardo mental (Chuang e Shih, 2001). 
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Os pacientes com a forma intermediária não apresentam sintomas no período neonatal, 

porém, possuem concentrações elevadas de BCAA (menores que na forma clássica), 

comprometimento neurológico e descompensação metabólica que pode levar ao óbito. A 

atividade residual do BCKAD é um pouco maior que na sintomatologia clássica, variando de 

3 a 30%. Pelo fato de muitos pacientes não apresentarem crises de descompensação 

metabólica aguda, normalmente são diagnosticados entre 5 meses e 7 anos de idade em 

decorrência do atraso no desenvolvimento neuropsicomotor acompanhado de cetoacidose e 

rara encefalopatia aguda (Chuang e Shih, 2001). 

A forma intermitente não apresenta desenvolvimento psicomotor afetado e 

normalmente os pacientes são diagnosticados entre 5 meses e 2 anos de idade após crises de 

descompensações metabólicas ocasionadas por situações de estresse e/ou infecções, o que 

pode acarretar o desenvolvimento de características clínicas e bioquímicas semelhantes à 

forma clássica. A atividade do BCKAD varia de 5 a 20% e os pacientes assintomáticos 

possuem valores de BCAA dentro da faixa da normalidade ou com discretas elevações 

(Chuang e Shih, 2001). 

Os pacientes com fenótipo responsivo à tiamina não exibem doença neonatal aguda e 

as manifestações clínicas se assemelham às da forma intermediária, com atraso no 

desenvolvimento psicomotor. As concentrações dos BCAA chegam a ser 5 vezes maiores que 

o normal e podem ser reduzidas drasticamente com doses de 10 a 1000 mg/dia de tiamina e 

dieta hipoproteica. A atividade do complexo varia de 2 a 40% comparada à normal (Chuang e 

Shih, 2001). 

A deficiência de lipoamida desidrogenase (E3-deficiente) é a forma mais rara, com 

sintomatologia clínica semelhante à da forma intermediária, além de atraso no 

desenvolvimento psicomotor e acidose lática. Os pacientes apresentam uma deficiência 

residual na atividade do BCKAD de 0 a 25% comparada ao normal, concomitantemente com 
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um aumento de piruvato, α-cetoglutarato e BCAA. Os pacientes com este fenótipo são 

diagnosticados entre 8 semanas e 2 anos de idade com acidose lática persistente, 

acompanhada de hipotonia e deterioração neurológica progressiva. O tratamento consiste de 

dieta com restrição proteica e lipídica adicionada de doses farmacológicas de biotina, tiamina 

e ácido lipóico (Chuang e Shih, 2001). 

A atividade do BCKAD é o passo-chave irreversível da via catabólica dos BCAA e 

regula o fluxo destes aminoácidos para produção de energia. O BCKAD está localizado na 

membrana interna mitocondrial das células de mamíferos e se divide em três sítios catalíticos, 

ilustrados na Figura 2: E1, uma descarboxilase de α-cetoácidos de cadeia ramificada 

heterotetramérica (α2β2); E2, uma dihidrolipoil transacilase com 24 subunidades idênticas; e 

E3, uma di-hidrolipoamida desidrogenase homodimérica. Os sítios catalíticos E1 e E2 são 

específicos para BCKAD, enquanto que o componente E3 faz parte dos complexos α-

cetoglutarato e piruvato desidrogenase. Além disso, este complexo possui duas enzimas 

reguladoras: uma quinase da desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada, que 

através de fosforilação de uma subunidade do complexo E1 é capaz de inativar o BCKD e 

uma fosfatase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada, apta para defosforilação da proteína E1 

e ativação do complexo enzimático (Peinemann e Danner, 1994; Chuang, 1998; Chuang e 

Shih, 2001). 

O catabolismo dos BCAA inicia-se pela ação de uma aminotransferase de cadeia 

ramificada que os transamina reversivelmente em α-cetoácidos de cadeia ramificada, que por 

sua vez, são translocados por um sistema L de transporte não dependente de sódio para o 

interior da mitocôndria.  Nesta organela, os BCKA são descarboxilados oxidativamente de 

forma irreversível pelo complexo multienzimático BCKAD. Esta reação produz, por fim, acil 

CoAs de cadeia ramificada respectivos a cada aminoácido: acetil-CoA e acetoacetato 

resultantes do catabolismo da leucina; acetil-CoA e succinil-CoA da isoleucina e succinil-
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CoA respectivo do metabolismo da valina, além de CO2 e NADH  (nicotinamida adenina 

dinucleotídeo) na proporção de 1:1:1 (Chuang e Shih, 2001; Danner et al., 1979).  Desta 

forma, os BCAA são considerados tanto cetogênicos quanto glicogênicos, pois seus produtos 

catabólicos são utilizados como substratos para a síntese de colesterol e ácidos graxos e para 

produção energética, via succinil-CoA e acetoacetato (Chuang e Shih, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.  Subunidades do complexo da desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada (BCKAD), que se 
divide em três sítios catalíticos: E1, descarboxilase de α-cetoácidos de cadeia ramificada; E2, di-hidrolipoil 
transacilase; E3, di-hidrolipoamida desidrogenase. Os sítios ativos ou de ligação ao cofator em cada componente 
da enzima estão circulados em branco (Adaptado de Chuang, 1998). 

 

O diagnóstico é feito pela dosagem dos BCAA em plasma por cromatografia líquida 

de alta eficiência e/ou por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa para a 

determinação na urina de altos níveis de BCKA. Outro achado característico da doença, 

principalmente em pacientes com a forma clássica que sofreram crises metabólicas severas, é 

a presença do aminoácido aloisoleucina, que possui uma metabolização lenta, o qual é 

decorrente da racemização da isoleucina. Este aminoácido, embora não esteja apenas 
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correlacionado com a MSUD, é patognomômico da doença, já que é indetectável no plasma 

de indivíduos saudáveis devido à presença de interferentes e à sua baixa concentração. Altos 

níveis plasmáticos de aloisoleucina persistem por vários dias após episódios de crises de 

descompensação metabólica, sendo permanentemente detectável nos pacientes com a forma 

clássica da doença (Chuang e Shih, 2001). 

Enquanto os aminoácidos Val e Ile encontram-se em concentrações plasmáticas de até 

1 mM no momento do diagnóstico, o aminoácido Leu pode alcançar concentrações 

plasmáticas de até 5 mM, sendo a sua dosagem quantitativa fundamental para o diagnóstico e 

acompanhamento do tratamento (Bremer et al., 1981). Além disso, foi observado que estes 

metabólitos podem chegar a concentrações de 1 mM no líquido cefalorraquidiano 

(Shigematsu et al., 1983).  A espectrometria de massa em Tandem em sangue total 

impregnado em papel filtro tem sido cada vez mais utilizada na triagem da doença no período 

neonatal, permitindo o diagnóstico da MSUD já nos primeiros dias de nascimento, quando os 

pacientes ainda são assintomáticos ou apresentam poucas manifestações clínicas. Este método 

possui alta sensibilidade e especificidade, contudo, apresenta um custo mais elevado e é 

bastante empregado em países desenvolvidos, onde se realiza a triagem neonatal expandida 

(Simon et al.,2006). 

O diagnóstico confirmatório da MSUD é realizado através da medida da atividade da 

BCKAD em leucócitos periféricos, cultura de linfoblastos ou fibroblastos dos pacientes e 

biópsia hepática (Peinemann e Danner, 1994; Chuang e Shih, 2001). 

O teste do pezinho para MSUD não é fornecido pelo Sistema Único de Saúde (SUS). 

Além disso, os testes para confirmação do diagnóstico e monitoramento dos níveis de BCAA 

são realizados por laboratórios privados, ou em poucos hospitais universitários com verbas de 

projeto de pesquisa. O Laboratório para Diagnóstico de Erros Inatos do Metabolismo do 

Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre constitui um centro de 
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referência nacional para o diagnóstico da MSUD, disponibilizando a análise quantitativa de 

aminoácidos por HPLC ou auto-analisador, e por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massa (CG-MS) (Herber et al., 2014). 

Exames complementares são necessários para definir o grau de envolvimento 

neurológico e definição do prognóstico. Estas pesquisas são realizadas caso a caso, mas 

geralmente incluem: ressonância magnética nuclear do encéfalo, tomografia do crânio, 

eletroencefalograma, avaliação oftalmológica e auditiva, além de exames laboratoriais gerais  

(Herber et al., 2014). 

O tratamento preconizado para a doença é para toda a vida e consiste em uma dieta 

hipercalórica com restrição na ingestão de proteínas, utilizando fórmulas específicas contendo 

aminoácidos essenciais, exceto aqueles acumulados na MSUD, além de vitaminas e minerais. 

Essencialmente, a terapêutica da MSUD visa restaurar a homeostase do metabolismo 

intermediário e evitar a descompensação metabólica através da manutenção da síntese 

proteica normal e prevenção do catabolismo proteico, da prevenção de desequilíbrios ou 

deficiências de aminoácidos e intermediários metabólicos, da atenuação da disfunção celular, 

da restauração da homeostase energética e da promoção do anabolismo. O tratamento deve ser 

iniciado o mais cedo possível, ainda no período neonatal. Dessa forma, objetiva-se normalizar 

as concentrações de BCAA, sem prejudicar o desenvolvimento dos pacientes, principalmente 

o neuronal (Chuang e Shih, 2001; Snyderman et al., 1964). Para detecção dos pacientes 

pertencentes ao fenótipo responsivo à tiamina, é administrada tiamina (50-300 mg/dia) nas 

três primeiras semanas de início do tratamento. É importante ressaltar que uma intoxicação 

metabólica aguda e deterioração neurológica podem se desenvolver em qualquer idade, com 

riscos de graves complicações ao sistema nervoso central. Portanto, um diagnóstico precoce, 

antes dos 15 dias de vida, e um tratamento efetivo são cruciais para o desenvolvimento e a 

sobrevida destes pacientes, já que os danos neurológicos causados pelo acúmulo dos 
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metabólitos envolvidos na MSUD são irreversíveis e podem levar à morte nos primeiros 

meses de vida (Chuang e Shih, 2001). Outra opção terapêutica proposta recentemente é o 

transplante hepático, no entanto a experiência prática é muito limitada e necessita de maiores 

estudos. 

A expectativa de vida dos pacientes MSUD vem melhorando ao longo dos anos, no 

entanto o diagnóstico precoce e a aderência a um tratamento adequado são determinantes, 

principalmente em crises de descompensação metabólica. Dados da literatura relatam que um 

terço dos pacientes diagnosticados tem desenvolvimento psicomotor normal. Destes, a 

maioria iniciou o tratamento antes dos 10 dias de vida (Serra et al., 2010). 

Quanto aos achados neuropatológicos, na maioria dos pacientes MSUD observa-se 

encefalopatia com edema cerebral generalizado, formação de intumescência envolvendo o 

tronco cerebral dorsal, os pedúnculos cerebrais e a cápsula interna. Estudos relatam também a 

ocorrência de hipodensidade difusa no globo pálido e tálamo afetando a substância branca 

destas regiões, o que é um indicativo de hipomielinização (Treacy et al., 1992). Paralela à 

deficiência de mielina, observa-se redução de oligodendrócitos e nos núcleos da base e 

substância negra verifica-se perda neuronal considerável (Chuang e Shih, 2001).  

Alterações comportamentais também são atribuídas ao acúmulo de BCAA e BCKA. 

Foi demonstrado que ocorrem distúrbios no perfil neurocognitivo de pacientes com MSUD, 

com déficit no raciocínio não-verbal e visual-espacial. Além das alterações neurocognitivas, 

estudos constataram que pacientes MSUD na idade adulta apresentam uma elevada taxa de 

distúrbios neuropsiquiátricos, como transtorno de déficit de atenção, depressão e ansiedade 

(Walsh e Scott, 2010). Muelly e colaboradores (2013) evidenciaram que as deficiências 

neuroquímicas previamente demonstradas em pacientes com MSUD e em modelos animais 

podem persistir no estado crônico, embora em menor grau, e cumulativamente, contribuir 

para a morbidade neuropsiquiátrica. 
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Os mecanismos neurotóxicos responsáveis pelas sequelas neurológicas na MSUD 

ainda não estão completamente esclarecidos. Tashian (1961) demonstrou que o KIC, KIV e 

Leu inibem competitivamente a atividade da enzima glutamato descarboxilase em 

homogeneizado de cérebro de ratos. Além disso, foi evidenciado que um excesso de KIC 

ocasiona uma diminuição de 50% do conteúdo de glutamato em astrócitos, aumentando sua 

velocidade de oxidação através da transferência do grupamento amino do glutamato para o 

KIC levando à formação de Leu e α-cetoglutarato que é posteriormente oxidado no ciclo de 

Krebs (Zielke et al., 1997). Além do aumento da velocidade de oxidação do glutamato, níveis 

elevados de KIC e BCAA são capazes de diminuir a captação de glutamato por vesículas 

sinápticas em cérebro de ratos (Tavares et al., 2000) e também aumentam a oxidação e 

diminuem a síntese de glutamina em cultura de astrócitos (Youdkoff et al., 1994). Outros 

estudos demonstram que a elevação sérica de Leu e KIC no espaço extracelular altera a 

concentração cerebral dos aminoácidos transferidos pelo transportador de aminoácidos 

neutros de cadeia longa (sistema L), afetando a biossíntese de neutransmissores como a 

serotonina e as catecolaminas (Wajner et al., 2000; Tavares at al., 2000; Zielke et al., 1997). 

Jouvet et al. (2000) verificaram um aumento de apoptose em fibroblastos de pacientes com 

MSUD pela presença de elevados níveis de BCAA e BCKA. Outros estudos revelaram um 

efeito inibitório dos metabólitos acumulados na doença sobre a cadeia respiratória com 

consequente déficit energético no tecido neuronal (Chuang e Shih, 2001; Sgaravatti et al., 

2003; Ribeiro et al., 2008). Scaini et al. (2013a) demonstraram que a administração crônica de 

BCAA prejudica a memória espacial e aumenta o fator neurotrófico cerebral em modelo 

animal de MSUD. Além disso, o mesmo grupo de pesquisa evidenciou que a administração de 

BCAA em ratos diminui o fator de crescimento nervoso em hipocampo (Scaini et al., 2013b) 

e aumenta a razão Pro-BDNF/BDNF-Total cerebral (Scaini et al., 2015). Desta forma, Leu 

e/ou seu cetoácido (KIC) são considerados os principais metabólitos neurotóxicos na MSUD, 
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já que o aumento da concentração plasmática destes compostos está associado com o 

aparecimento de sintomas neurológicos (Chuang e Shih, 2001; Snyderman et al., 1964).  

 

1.3) Radicais Livres 

 

Um radical livre é qualquer espécie química capaz de existência independente 

contendo um ou mais elétrons desemparelhados em sua última camada eletrônica. Este 

desemparelhamento eletrônico confere uma situação energeticamente instável, o que 

caracteriza a alta reatividade dessas espécies. Os radicais livres podem ser formados pela 

perda ou pelo ganho de um elétron por um não-radical ou então por processos de fissão 

homolítica (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, pelo menos 95% do 

oxigênio molecular (O2 ) sofre redução tetravalente, com aceitação de 4 elétrons, resultando 

na formação de duas moléculas de água ( H2O ). Porém, durante esse processo são produzidos 

intermediários reativos na respiração mitocondrial, como o radical superóxido (O2•−), o radical 

hidroxila (OH•) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Figura 3). Outras fontes importantes de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) são as membranas nucleares e plasmáticas, o retículo 

endoplasmático e algumas substâncias encontradas no citosol (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

É importante enfatizar que em processos patológicos a formação destas espécies reativas pode 

ser exacerbada (Zablocka e Janusz, 2008). 

 

Figura 3. Espécies reativas de oxigênio: radical superóxido (O2•−), o radical hidroperoxil (HO2•−), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH•). 
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O O2•− (formado durante a respiração celular, em reações de auto-oxidação e por certas 

enzimas) é bastante reativo. Apesar de o O2•− contribuir para a eliminação de microorganismos 

e não gerar diretamente danos a biomoléculas, outras ROS são geradas rapidamente a partir 

deste precursor. Duas moléculas de O2•− são reduzidas a H2O2 por dismutação espontânea e/ou 

ação catalítica da enzima superóxido dismutase. O OH•, o mais reativo, é gerado pela reação 

de H2O2 com íons Cu+ ou Fe2+. O O2 pode, por sua vez, ser eletronicamente excitado a 

oxigênio singlet (1O2), o qual é também gerado a partir dos radicais O2•− e OH•. O 1O2 é uma 

forma especialmente reativa do oxigênio capaz de oxidar diversas moléculas, incluindo os 

lipídios de membrana (Halliwell, 2004).  

Assim, as ROS incluem não apenas os radicais formados pela redução do O2 (O2•− e 

OH•), mas também alguns não-radicais derivados do oxigênio, como o H2O2, o ácido 

hipocloroso (HOCl) e o ozônio (O3) (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

As ROS são produzidas em processos fisiológicos, como na defesa do hospedeiro 

contra uma infecção, na destruição de microorganismos pelos fagócitos e na liberação de 

espécies tóxicas oxidantes por neutrófilos. O desequilíbrio entre os sistemas de produção e os 

de remoção dessas espécies é que pode resultar em conseqüências patológicas, como a 

oxidação de moléculas biológicas incluindo proteínas, lipídios e DNA (Maxwell, 1995).  

 

 

1.4) Defesas Antioxidantes 

 

Em condições saudáveis, a produção de espécies reativas, além de outros oxidantes, é 

eficientemente balanceada pelos sistemas de defesa antioxidantes do organismo. Assim, os 

sistemas de reparo são essenciais para prevenir o acúmulo de biomoléculas danificadas 

oxidativamente (Halliwell e Gutteridge, 2007). Os seres vivos dispõem desses mecanismos 

protetores, que agem de maneira tanto independente quanto cooperativa, para retardar e/ou 
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prevenir o acúmulo e a atuação de espécies reativas e seus efeitos deletérios. Embora 

diferindo de tecido para tecido em sua composição, as defesas antioxidantes compreendem: 

• agentes que removem cataliticamente os radicais livres, como as enzimas 

superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, entre outras; 

• proteínas que minimizam a disponibilidade de pró-oxidantes (íons de ferro e cobre, 

por exemplo), como as transferrinas e haptoglobinas; 

• agentes de baixo peso molecular, tanto lipofílicos (bioflavonóides, tocoferóis, 

carotenóides) quanto hidrofílicos (glutationa, ácido ascórbico, carnitina) que 

sequestram espécies reativas (Halliwell, 2006, 2007). 

 

1.4.1) Defesas antioxidantes enzimáticas 

 

1.4.1.1) Superóxido Dismutase (SOD) 

 

A SOD catalisa a dismutação de dois radicais O2•− a H2O2 e O2 (Figura 4), atuando, 

desta forma, como scavenger (sequestradora) de íons O2•− (Fridovich, 1995; Halliwell e 

Gutteridge, 2007). A SOD exerce uma defesa primária ao estresse oxidativo, já que o O2•− é 

um forte iniciador de reações em cadeia. 

 

             SOD 

   O2•
- + O2•

- + 2H+  ⇔      H2O2 + O2      (estado fundamental) 

Figura 4. Reação de dismutação do íon superóxido (O2•
-) (Adaptado de Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 
Existem três tipos de superóxido dismutase: SOD contendo cobre e zinco (CuZnSOD) 

presente em praticamente todas as células eucarióticas;  SOD contendo manganês (MnSOD), 

localizada principalmente nas mitocôndrias de tecidos animais; e a SOD contendo ferro 

(FeSOD), encontrada em procariotos (Fridovich, 1975). 
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1.4.1.2) Catalase (CAT) 

 

A CAT é uma hemeproteína que catalisa diretamente a decomposição do H2O2 ao 

oxigênio no estado fundamental (Figura 5). O mecanismo de reação da CAT é, 

essencialmente uma decomposição; duas moléculas de H2O2 são reduzidas a duas moléculas 

de H2O e a uma de O2 (Chance, 1979; Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

   CAT 

2 H2O2   ⇔   2 H2O + O2      (estado fundamental) 

Figura 5. Reação de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) a oxigênio no estado fundamental (O2), 

catalisada pela CAT (Adaptado de Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

A atividade da CAT de tecidos animais e vegetais está principalmente localizada em 

peroxissomas, mas também são encontradas em menor quantidade no citosol e nas frações 

mitocondriais das células (Chance, 1979). 

 

 

1.4.1.3) Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

Esta enzima remove o H2O2 e peróxidos orgânicos (LOOH) para seus álcoois 

correspondentes (LOH) pelo acoplamento de sua redução a H2O com a oxidação da glutationa 

reduzida (GSH).  O grupo sulfidrila da GSH atua como doador de elétrons e é oxidado para a 

forma glutationa oxidada (GSSG) (Wendel, 1981) (Figura 6). 

A GPx está presente em animais, plantas e muitas bactérias aeróbias, em 

concentrações intracelulares que estão freqüentemente na faixa de milimolar (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). Existem dois tipos de GPx: uma que utiliza selênio como cofator 

(observada no citosol e na mitocôndria); e outra que não é dependente de selênio (encontrada 
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no citosol, responsável pela metabolização de hidroperóxidos orgânicos) (Wendel, 1981; 

Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

      GPx 

  LOOH      +     2 GSH              ⇔   GSSG    +   H2O   +   LOH 
Figura 6. Reação de redução de peróxidos (LOOH)  a alcoóis (LOH), catalisada pela GPx (Adaptado de 

Halliwell e Gutteridge 2007). 

 

 

1.4.2).Defesas antioxidantes não-enzimáticas 

 

1.4.2.1) Glutationa (GSH) 

 

 A GSH, um tripeptídio formado por resíduos de glutamato, cisteína e glicina, é o 

principal tiol intracelular de baixo peso molecular presente nas células. É um antioxidante 

endógeno que atua sinergicamente com o α-tocoferol e o ácido ascórbico, sendo fundamental 

para mantê-los nas suas formas reduzidas, e que desempenha um papel de cofator enzimático, 

particularmente importante na reação catalisada pela GPx. Além disso, executa outras funções 

como a proteção de grupos sulfidrílicos (-SH) de proteínas contra oxidação e a manutenção da 

comunicação intercelular, além de servir como uma forma atóxica de depósito e 

armazenamento de cisteína (Rani e Panneerselvam, 2002). 

 
 

1.4.2.2) L-Carnitina (L-car) 

 

A L-car [L-3-hidroxi-4-N,N,N-trimethilaminobutirato] (Figura 7) é uma pequena 

amina primária altamente polar, de fonte essencialmente exógena (oriunda de alimentos como 

carnes, ovos, peixes e leite), com importante papel fisiológico por facilitar o transporte 

mitocondrial de ácidos graxos de cadeia longa para a β-oxidação e posterior síntese de energia 

a partir de ATP (Agarwal e Said, 2004).  
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Figura 7. Estrutura química da L-carnitina (L-car). 

Esta substância é também capaz de se conjugar e aumentar a excreção dos ácidos 

orgânicos acumulados em algumas doenças metabólicas, através da ação da enzima carnitina 

aciltransferase, que catalisa a formação de ésteres de carnitina. Devido à sua interação em 

diversos processos bioenergéticos, a L-car assume especial importância em doenças 

associadas com comprometimento metabólico e a deficiência desse composto pode provocar 

efeitos deletérios sobre o sistema nervoso central (Hoppel, 2003). Nos últimos anos muitos 

estudos têm demonstrado o papel antioxidante e antiradicais deste composto, através da sua 

ação contra peroxidação, pelo efeito “scavenger” em ROS e pelo efeito estabilizador de 

danos em membranas celulares (Izgut-Uysal et al., 2001; Gulcin, 2006; Lee et al., 2014; Wu 

et al., 2014). Sitta e colaboradores (2009) sugeriram que o estresse oxidativo observado em 

pacientes fenilcetonúricos tratados com dieta hipoproteica pode estar associado ao decréscimo 

nas concentrações de L-car nos mesmos, sendo portanto, interessante a suplementação 

dietética deste composto. Da mesma forma, Ribas et al., (2010 a e b) verificaram efeitos 

benéficos do tratamento com L-car sobre o dano a lipídios, a proteínas e ao DNA em 

pacientes com desordens do metabolismo do propionato. Em um modelo de indução química 

aguda da MSUD, Mescka et al. (2011) observaram um aumento do status antioxidante com a 

administração de L-car em córtex cerebral de ratos jovens. Além disso, Mescka et al. (2013) 

demonstraram que pacientes MSUD possuem deficiência de L-car e que após dois meses de 
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suplementação (50 mg/kg/dia) houve o restabelecimento desses níveis a valores normais e 

uma diminuição dos valores de lipoperoxidação no plasma dos pacientes suplementados com 

este composto. 

 

1.5) Estresse Oxidativo  

Em condições saudáveis, a produção de ROS além de outras espécies reativas, é 

eficientemente balanceada pelos sistemas de defesa antioxidantes do organismo. Assim, os 

sistemas de reparo são essenciais para prevenir o acúmulo de biomoléculas danificadas 

oxidativamente (Halliwell, 2007). 

Assim, o termo “Estresse Oxidativo” é usado para referir-se à situação de 

desequilíbrio entre a produção de oxidantes e a defesa antioxidante, tanto por uma diminuição 

das defesas antioxidantes quanto de uma produção aumentada de fatores oxidantes. O estresse 

oxidativo pode resultar em adaptação das células por up regulation, injúria celular e morte por 

apoptose ou necrose (Halliwell, 2006). A seguir serão destacados processos de dano às 

biomoléculas: 

1.5.1)  Dano a lipídios 

A lipoperoxidação trata-se de um processo no qual ocorre a oxidação das cadeias 

de ácidos graxos poliinsaturados, incluindo aquelas que compõem a membrana das células ou 

organelas, devido à ação dos radicais livres. Como consequência, suscedem-se transtornos nas 

funções exercidas pela membrana plasmática, extravasamento do conteúdo de certas 

organelas (como as enzimas lisossomais) e a formação de produtos citotóxicos (como o 

malondialdeído e o 4-hidroxinonenal), culminando em morte celular (Ferreira e Matsubara, 

1997). 
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A lipoperoxidação é representada pelas etapas de iniciação, propagação e terminação e 

pode ser catalisada, por exemplo, por íons ferro (Figura 8). 

Os efeitos da lipoperoxidação sobre as membranas podem ser divididos em três tipos: 

• Mudanças no microambiente lipídico; 

• Alteração da permeabilidade, por formação de novos canais de membrana; 

• Inativação irreversível de proteínas e lipídios por formação de ligações 

cruzadas. 

Ainda, pode ocorrer a perda de propriedades funcionais da membrana por oxidação de 

grupamentos sulfidrilas nos sítios ativos de enzimas (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

 
Figura 8. Reações de iniciação, propagação e terminação da lipoperoxidação (Adaptado de Ferreira e Matsubara, 
1997). 
 

1.5.2) Dano a Proteínas 

 

As cadeias laterais de resíduos de aminoácidos das proteínas, em particular resíduos de 

cisteína e metionina são sensíveis à oxidação pela ação da ROS (Stadtman, 2004). O uso de 
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biomarcadores de estresse oxidativo em proteínas, como a medida de grupamentos sulfidrilas 

e de carbonilas, tem algumas vantagens em comparação  à dosagem de outros produtos de 

oxidação proteica em função da rápida detecção e formação, e, no caso das proteínas 

carboniladas, sua relativa estabilidade. A maioria dos ensaios para detecção de grupos de 

proteínas carboniladas, metodologia mais empregada para análise deste tipo de dano, envolve 

derivatização do grupo carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina  (DNPH), levando à formação 

de uma dinitrofenil-hidrazona correspondente. Assim, os grupamentos carbonila podem ser 

detectados por vários meios, como o espectrofotométrico, o enzima imunoensaio (ELISA) e a 

eletroforese unidimensional ou bidimensional seguida por Western blot (Dalle-Donne et al., 

2006). 

 

1.5.3) Dano ao ácido desoxirribonucléico (DNA) 

 

Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem levar ao dano ao DNA por ataque 

químico direto a esta biomolécula ou por mecanismos indiretos, como a ativação de 

endonucleases Ca2+ dependentes como consequência do aumento de Ca2+  livre intracelular, e 

interferências em enzimas de replicação e de reparo ao DNA. O OH• é conhecido por reagir 

com todos os componentes da molécula de DNA, danificando tanto bases purínicas e 

pirimidínicas e também o esqueleto de desoxirribose. O DNA é particularmente suscetível à 

oxidação, com consequentes quebras em sua estrutura (simples ou duplas), danos alcali-

lábeis, crosslinks e quebras resultantes de reparo por excisão. Assim, danos ao DNA são 

frequentemente observados em células submetidas ao estresse oxidativo que podem ser 

provocado pelos seguintes métodos: 

a) exposição à radiação ionizante, elevadas concentrações de O2, células fagocíticas 

ativadas, fumaça de cigarro e ozônio; 

b) adição de H2O2, peroxinitrito, ácido nitroso, hidroperóxidos orgânicos; 
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c) exposição a agentes químicos auto-oxidantes: dopamina, L-DOPA, noradrenalina, 

adrenalina; 

d) exposição à xantina oxidase e seus substratos; 

e) adição de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). 

Os produtos decorrentes destas reações podem provocar mutações, microsatélites 

instáveis, perda de heterozigosidade, aberrações cromossômicas, citotoxicidade e 

crescimentos neoplásicos. Modificações permanentes no material genético resultante destes 

incidentes oxidativos representam o primeiro passo envolvido na mutagênese, carcinogênese 

e envelhecimento (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

 

 

1.6) Estresse Oxidativo e Doenças Neurodegenerativas 

 

Todos os organismos aeróbios estão expostos ao dano oxidativo. O sistema nervoso é, 

entretanto, mais suscetível em relação aos outros tecidos, devido ao alto consumo de oxigênio 

(já que utiliza uma grande quantidade de O2 em uma massa relativamente pequena), a elevada 

concentração de lipídios poliinsaturados na sua composição, a deficiência de mecanismos de 

proteção contra as ROS e ao grande conteúdo de ferro que favorecem a lipoperoxidação em 

determinadas áreas cerebrais (Halliwell e Gutteridge, 2007). Além disso, a morte celular ou a 

alteração do gradiente iônico normal podem elevar consideravelmente a liberação de 

glutamato, levando ao aumento excessivo de Ca2+ livre intracelular e Na+ em neurônios 

adjacentes resultando em alta produção de ROS (Reznick e Packer, 1993). 

 

Os radicais livres e o estresse oxidativo estão sendo gradativamente mais reconhecidos 

como fatores importantes na fisiopatologia de muitas doenças humanas e têm sido 

relacionados à patogênese de várias desordens que afetam o sistema nervoso como doenças 
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cerebrovasculares, epilepsia, esclerose lateral amiotrófica, desordens neurodegenerativas 

(doenças de Huntington, Alzheimer e Parkinson), desmielinização e demência, entre outras 

(Halliwell e Gutteridge, 2007; Delanty e Dichter, 1998; Salminen e Paul, 2014; Mena et al., 

2015). Como várias disfunções neurológicas observadas nestas desordens também estão 

presentes em pacientes com EIM, pode-se supor que haja uma relação entre o estresse 

oxidativo e os danos cerebrais observados nestas doenças. Neste sentido, diversos estudos já 

revelaram que estresse oxidativo está aumentado em EIM como acidemias orgânicas, 

aminoacidopatias, defeitos peroxissomais e de oxidação de ácidos graxos mitocondriais 

(Wajner et al., 2004; Sitta et al.. 2006; Pederzolli et al., 2010) e este incremento de espécies 

reativas pode ser incentivado pelo acúmulo de metabólitos tóxicos e/ou pelas dietas restritas a 

que estes pacientes são submetidos, com o consequente compromentimento do status 

antioxidante (Sierra et al., 1998). Em conjunto, estas pesquisas sugerem que o estresse 

oxidativo possa contribuir, ao menos em parte, com os sintomas neurológicos observados em 

pacientes com EIM e que as terapias antioxidantes possam, assim, ser benéficas a estes 

pacientes. 

 

 

1.7) Estresse Oxidativo e MSUD 

 

Foi demonstrado in vitro que os BCAA, BCKA e α-hidroxiácidos derivados 

estimulam a lipoperoxidação em cérebro de ratos de 7 e 30 dias (Fontella et al., 2002). 

Verificou-se também que a Leu, a Ile e a Val estimulam in vitro a lipoperoxidação e reduzem 

a capacidade cerebral de ratos de modular eficientemente o dano associado ao aumento na 

produção de radicais livres (Bridi et al., 2003). A literatura descreve poucos estudos que 

abordem especificamente aspectos relacionados à MSUD e os radicais livres em seres 

humanos. Barschak e colaboradores verificaram que ocorre estresse oxidativo em pacientes 
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portadores de MSUD antes e durante o tratamento dietético preconizado para esta doença 

(Barschak et al., 2006; Barschak et al., 2008). Quando foram avaliados parâmetros de estresse 

oxidativo em plasma de pacientes com MSUD obtidos antes do tratamento (diagnóstico) e de 

dois grupos de pacientes de MSUD com tratamento dietético com níveis plasmáticos baixos e 

altos de Leu, verificou-se um aumento significativo de lipoperoxidação e uma diminuição da 

capacidade em modular uma produção aumentada de radicais livres, sendo esta última mais 

pronunciada em pacientes com baixos níveis de Leu, o que pode ser explicado pela 

deficiência de micronutrientes na dieta a que estes pacientes estão submetidos. Além disso, 

não foi observada neste estudo uma correlação entre os níveis dos BCAA e BCKA com os 

parâmetros de estresse oxidativo (Barschak et al., 2008). Este mesmo grupo de pesquisa 

estudou os níveis de selênio no plasma de pacientes com MSUD antes e durante o tratamento 

dietético, bem como a atividade de enzimas antioxidantes em eritrócitos nestes pacientes. Foi 

verificado que os pacientes com MSUD apresentam uma deficiência moderada de selênio no 

momento do diagnóstico da doença e que esta deficiência se agrava com o tratamento 

dietético. Foi observado também que a atividade da enzima GPx está diminuída em eritrócitos 

de pacientes em tratamento (Barschak et al., 2007). Estes resultados sugerem que há um 

aumento na produção de radicais livres e uma diminuição das defesas antioxidantes nos 

pacientes com MSUD não tratados e em tratamento, e que estes processos não estão 

correlacionados com níveis plasmáticos dos aminoácidos Leu, Ile e Val acumulados na 

doença. Além disso, a deficiência de selênio e a concomitante diminuição da atividade da 

enzima GPx podem estar associados ao desenvolvimento do estresse oxidativo na doença. 

Neste contexto, faz-se necessário o estudo do possível efeito protetor de antioxidantes na 

MSUD.  
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OBJETIVOS  

2.1) Objetivo Geral  

 

Pacientes MSUD apresentam extensos danos cerebrais com variáveis graus de retardo 

mental e outros sintomas neurológicos, porém até o momento não existe uma explicação 

completamente satisfatória que elucide a fisiopatologia destas alterações. Desta forma, 

considerando que relatos de estudos anteriores indicam o envolvimento do estresse oxidativo 

como mecanismo neurotóxico na MSUD e que a L-car tem se demonstrado um interessante 

composto com ações antioxidantes e anti-inflamatórias em diversas doenças 

neurometabólicas, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito in vitro e vivo da L-car 

sobre o estresse oxidativo e o dano inflamatório na MSUD, a fim de avaliar se a 

administração deste composto é capaz de proteger dos efeitos deletérios dos metabólitos 

acumulados na doença. 

 

2.2) Objetivos Específicos 

 

a) Estudar a indução ao dano oxidativo pelos metabólitos acumulados na MSUD, verificando 

o possível papel antioxidante da L-car sobre o dano ao DNA in vitro em leucócitos periféricos 

humanos;  

 

b) Avaliar o efeito in vivo da indução ao dano ao DNA em leucócitos de pacientes com a 

MSUD e verificar o possível papel antioxidante da suplementação de  L-car por um período 

de dois meses nesses pacientes;  

 

c) Analisar o efeito in vivo de dois meses de suplementação de L-car sobre a concentração de 

citocinas pró-inflamatórias em plasma de pacientes com MSUD;  
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d) Verificar parâmetros de dano oxidativo in vivo em urina de pacientes com MSUD sob dieta 

de restrição protéica e suplementados ou não com L-car por um período de dois meses;  

 

e) Investigar o efeito in vivo e o possível papel neuroprotetor da L-car sobre o estresse 

oxidativo em córtex cerebral e cerebelo de ratos submetidos a um modelo crônico de indução 

química da MSUD através da avaliação de vários parâmetros de estresse oxidativo, no que 

tange dano a lipídios e proteínas, bem como a ação antioxidante enzimática e não enzimática.  
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L-CARNITINE SUPPLEMENTATION DECREASES DNA DAMAGE IN TREATED 

MSUD PATIENTS  

 

 

 

 

 

 

Artigo publicado na revista Mutation Research - Fundamental and Molecular Mechanisms of 

Mutagenesis 

 

Mutation Research 775:43–47, 2015. 

 

 



  

   43 

 
 
 



  

   44 

 

 
 
 



  

   45 

 
 

 
 



  

   46 

 
 
 
 
 
 
 
 



  

   47 

 
 
 

 
 
 
 



  

   48 

 
 

ARTIGO III 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

INVESTIGATION OF INFLAMMATORY PROFILE IN MSUD PATIENTS: 
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DISCUSSÃO 

A MSUD é considerada uma das mais graves doenças genéticas do metabolismo dos 

aminoácidos, caracterizada bioquimicamente por um acúmulo nos tecidos e líquidos 

biológicos dos aminoácidos de cadeia ramificada, dos α-cetoácidos de cadeia ramificada 

(principalmente de KIC, correspondente a Leu) e, em menor extensão, dos α-hidroxiácidos de 

cadeia ramificada. A elevada concentração destes metabólitos resulta em numerosos e sérios 

efeitos neurológicos, como atraso no desenvolvimento psicomotor e retardo mental, além de 

hipomielinização/desmielinização evidenciadas por estudos de imagem do sistema nervoso 

central (Chuang e Shih, 2001). 

Mesmo após quase cinquenta anos da publicação do primeiro tratamento proposto para 

MSUD, ainda não foi descoberto um manejo terapêutico ideal para melhorar a qualidade de 

vida destes pacientes, apesar dos avanços já alcançados. Igualmente, depois de décadas de 

estudos in vitro, em modelos animais e também em pacientes (Sgaravatti et al., 2003; Ribeiro 

et al., 2008; Pilla et al., 2003; Jouvet et al., 2000; Coitinho et al., 2001; Zielke et al., 1996; 

Tavares et al., 2000; Treacy et al., 1992; Tribble e Shapira, 1983; Amaral et al.; 2010; Araújo 

et al., 2001), os mecanismos responsáveis pela neurotoxicidade observada na doença ainda 

precisam ser melhor elucidados, embora esteja bem estabelecido que a Leu e o KIC sejam os 

principais metabólitos tóxicos ao tecido cerebral, já que o aumento da concentração 

plasmática destes compostos está associado com o aparecimento de sintomas neurológicos na 

MSUD (Chuang e Shih, 2001; Snyderman et al. 1964). Além disso, a disfunção neurológica 

(que é irreversível) está essencialmente relacionada com a idade do início da terapia, à 

quantidade e a duração dos períodos de descompensação metabólica e ao estrito cumprimento 

de um tratamento adequado (Chuang e Shih, 2001).  

Estudos em animais e em pacientes já demonstraram o envolvimento do estresse 

oxidativo na MSUD, sugerindo um aumento na produção de radicais livres e/ou uma 
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diminuição das defesas antioxidantes na doença (Bridi et al., 2005a,b; Barschak et al., 2006, 

2007, 2008). Assim, o estudo do possível efeito protetor de uma terapia antioxidante na 

MSUD pode levar a resultados promissores na terapêutica de portadores desta patologia. 

Neste intuito, Mescka e colaboradores (2013) verificaram que pacientes MSUD tratados com 

dieta de restrição protéica possuem deficiência de L-car, um composto amplamente conhecido 

por sua ação no metabolismo energético e com descoberta recente de um interessante papel 

antioxidante e anti-inflamatório em diversas patologias (Gulcin, 2006; Hoppel, 2003). A 

suplementação deste composto por um período de dois meses (50 mg/kg/dia) foi capaz de 

suprir sua deficiência e de reverter a níveis de controle os danos oxidativos lipídicos 

observados nesses pacientes. Ainda, a L-car preveniu a inibição da atividade de importantes 

enzimas detoxificadoras de espécies reativas e impediu a atuação de radicais livres que 

causam danos a membranas lipídicas e estruturas protéicas em um modelo animal agudo da 

MSUD (Mescka et al., 2011). Estes resultados prévios mostram que a L-car pode 

desempenhar um possível papel neuroprotetor como adjuvante na terapia de pacientes 

afetados pela MSUD, tornando interessante o estudo da L-car sobre o dano a outras 

biomoléculas, sua ação anti-inflamatória e protetora a longo prazo em modelo animal e em 

pacientes com esta doença. 

Desta forma, esse trabalho teve por objetivo ampliar a investigação sobre o possível 

efeito sobre o estresse oxidativo, bem como avaliar o papel antioxidante e anti-inflamatório da 

L-car na fisiopatologia e neurotoxicidade da MSUD a fim de estimar o envolvimento de 

radicais livres e do processo inflamatório nos mecanismos responsáveis pela disfunção 

neurológica observada nos pacientes com esta desordem.  

Assim, uma vez que já foi demonstrado que o acúmulo de BCAA e BCKA pode estimular 

a oxidação protéica e lipídica in vitro e in vivo (Fontella et al., 2002; Bridi et al., 2003; 
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Mescka et al., 2013), nós objetivamos no Artigo 1 deste trabalho, complementar um estudo 

realizado anteriormente de indução ao dano oxidativo a biomoléculas pelos metabólitos 

acumulados na MSUD, verificando o possível papel antioxidante da L-car sobre dano ao 

DNA in vitro, através da metodologia do ensaio cometa. 

O Ensaio Cometa é uma técnica eletroforética sensível, reprodutível, simples e rápida para 

quantificar as lesões e detectar os efeitos do reparo no DNA em células individualizadas in 

vitro e in vivo (Singh et al., 1988). Essa metodologia apresenta algumas vantagens sobre os 

testes bioquímicos e citogenéticos, entre as quais a utilização de um pequeno número de 

células que não necessariamente estejam em divisão. As células, englobadas em gel e 

espalhadas sobre uma lâmina, são submetidas a uma corrente elétrica que proporciona a 

migração dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do núcleo. Após a 

eletroforese, as células que apresentam um núcleo redondo são identificadas como normais, 

sem dano detectável ao DNA e as células lesadas são classificadas visualmente por uma 

espécie de cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA. As lesões ao 

DNA mais comumente detectadas são as quebras de fitas simples e duplas, crosslinks, danos 

alcali-lábeis e os fragmentos resultantes de reparo por excisão (Collins, 2014). Assim, esta 

técnica é utilizada amplamente na genética médica, na genética toxicológica, em diagnósticos 

e tratamentos médicos, na medicina ocupacional, no biomonitoramento ambiental, além de 

outras aplicações para verificação de compostos genotóxicos (Tice et al., 2000). 

Assim, inicialmente incubamos leucócitos de indivíduos saudáveis tratados com uma 

curva de valores de Leu (100, 250, 500, 1000, 2500 e 3000 µM) e de KIC (30, 60, 150, 600, 

1200 e 2000 µM), considerados os principais metabólitos neurotóxicos na MSUD. As 

concentrações foram escolhidas com o objetivo de englobar desde valores observados em 

pacientes MSUD bem tratados e aderentes à terapia dietética, até níveis mais elevados, 

encontrados em crises de descompensação metabólica na doença. Constatamos que em todas 
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as concentrações analisadas de Leu e KIC houve um aumento do índice de dano (DI) ao DNA 

quando comparados ao grupo controle, e com uma tendência maior de lesão ao DNA com o 

aminoácido Leu. Não podemos excluir a possibilidade de uma interconversão entre a Leu e 

seu α-cetoácido correspondente (KIC) durante a incubação in vitro, uma vez que os resultados 

demonstram um perfil de dano ao DNA bem semelhante entre os dois metabólitos, com um 

platô de DI ao DNA a partir da concentração de 500 µM até 3000 µM para Leu e um efeito 

semelhante de 150 µM a 2000 µM com KIC. Nosso resultados estão de acordo com Scaini et 

al. (2012) que verificaram lesões ao DNA em hipocampo e estriado de ratos submetidos a um 

modelo crônico de indução à MSUD e prevenção deste dano por uma terapia antioxidante 

com N-acetilcisteína e deferoxamina.  Nós avaliamos também o efeito da L-car (30, 60, 90, 

120 e 150 µM) sobre danos ao DNA nas concentrações de 250 e 500 µM (concentrações 

plasmáticas observadas em pacientes MSUD com boa adesão terapêutica) e de 3000 µM de 

Leu (valor alcançado no diagnóstico e em crises de descompensação metabólica). Foi 

observado que as concentrações de 90, 120 e 150 µM foram capazes de prevenir parcialmente 

os níveis de DI ao DNA em todas as concentrações testadas quando comparadas com o grupo 

controle. Quando analisada a mesma curva de valores de L-car para os danos ao DNA 

observados com o KIC (60 e 150 µM (pacientes MSUD bem-tratados)) e 2000 µM 

(diagnóstico e em crises metabólicas graves), a partir de 120 µM houve uma prevenção total 

ao nível de controle do DI ao DNA. A partir da avaliação destes resultados, pode-se concluir 

 que a Leu parece ser mais genotóxica no modelo in vitro de MSUD e que estas lesões são 

parcial ou totalmente prevenidas pela L-car.  

O tratamento convencional dos pacientes com MSUD (formulação semi-sintética de 

aminoácidos isenta de BCAA, hipercalórica e com restrição protéica) objetiva a manutenção 

da Leu plasmática em níveis aceitáveis clinicamente (100 a 300 µM) com o propósito de 

evitar os graves danos neurológicos da doença (Chuang e Shih, 2001; Snyderman et al., 
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1964). Entretanto, conforme observado no ensaio cometa in vitro, mesmo dentro do limite 

plasmático de Leu preconizado, os pacientes já estariam sofrendo maiores lesões ao DNA 

comparativamente a indivíduos controles. Ainda, é importante ressaltar que a concentração de 

30 µM de L-car, comumente observada em pacientes MSUD em tratamento e sem 

suplementação deste composto, não causou alterações na diminuição do DI ao DNA in vitro 

pelos metabólitos Leu e KIC, demonstrando que se o dano ao DNA também estiver presente 

nos pacientes MSUD, a suplementação com L-car como adjuvante no tratamento preconizado 

pode ser relevante. 

Desta maneira, após a constatação de um possível efeito dos principais metabólitos 

acumulados na MSUD sobre o dano ao DNA in vitro e sabendo que não existiam dados na 

literatura verificando a existência de lesões ao DNA em pacientes MSUD, avaliamos no 

segundo artigo científico do presente trabalho a indução ao dano ao DNA em leucócitos de 

pacientes MSUD, suplementados ou não com a L-car e a correlação com estresse oxidativo. 

Averiguamos que os pacientes MSUD tratados com dieta de restrição protéica apresentam  

deficiência de L-car, possuem altos níveis de lipoperoxidação plasmática e exibem DI ao 

DNA estatisticamente elevados comparados ao grupo controle. Após 1 e 2 meses de 

suplementação de L-car (50 mg/kg/dia), as concentrações plasmáticas deste composto foram 

reestabelecidas a valores normais, assim como os níveis de dano oxidativo a lipídios nestes 

pacientes. Além disso, a L-car foi capaz de diminuir o dano ao DNA comparativamente aos 

pacientes sem suplementação antioxidante, mas não estatisticamente igual aos controles. 

Também, foi observada uma correlação negativa estatisticamente significativa entre o dano ao 

DNA e as concentrações de L-car e uma correlação positiva entre o dano ao DNA e a 

lipoperoxidação, representada pelo conteúdo de MDA.  

Através da técnica de ensaio cometa não é possível discriminar quais são as causas do 

dano ao DNA. Entretanto, existe uma série de relatos na literatura demonstrando que 
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processos oxidativos podem lesar esta biomolécula (Ravanat et al., 2012; Collins 2014), e 

pelos resultados obtidos, é provável que as lesões ao DNA observadas nos pacientes MSUD 

possam ser causadas direta ou indiretamente pelos principais metabólitos acumulados na 

doença (Leu e KIC) via aumento da produção de radicais livres, como verificado pela 

correlação entre DI ao DNA e dosagem de MDA. Estes dados estão de acordo também com 

outros estudos que mostram que o dano oxidativo a outras biomoléculas, como lipídios e 

proteínas (Barschak et al., 2008; Mescka et al., 2013) são igualmente verificados em pacientes 

com esta doença metabólica.  

Neste particular, a lesão oxidativa ao DNA é considerada o dano mais significativo 

oriundo do metabolismo, representando, portanto, um fator determinante de disfunção e morte 

celular. Estima-se que aproximadamente 2x104 lesões oxidativas ao DNA ocorram no genoma 

humano por dia (Ames e Shigenaga, 1992). Desta maneira, acredita-se que o reparo destes 

danos possua um papel central na prevenção do aumento de mutações nos organismos vivos 

(Fontes et al., 2015). Muitas evidências sugerem que os danos cumulativos ao DNA causados 

por espécies reativas contribuam para diversas situações clínicas como o câncer (Dizdaroglu, 

2015), a esquizofrenia (Okusaga, 2013) e a doença de Alzheimer (Chakrabarti et al., 2013). 

Baseados nestes resultados, nós reforçamos o envolvimento do estresse oxidativo na MSUD e 

sugerimos que a L-car é capaz de prevenir e/ou remediar o dano ao DNA, lesão que pode ser 

secundária a um desequilíbrio redox na doença. Os nossos estudos estão em conformidade 

com o de outros autores que apontam que a L-car reduz o dano oxidativo ao DNA por 

mecanismos como o sequestro de ROS, por quelar metais de transição (capazes de catalisar as 

reações de Fenton/Haber-Weiss), por impulsionar a produção energética celular e a 

fosforilação de proteínas envolvidas na síntese e processamento de ácidos nucleicos e por 

estimular mecanismos de reparo ao DNA, como a enzima poli (ADP ribosil) polimerase 

(Boerighter et al., 1993; Gulcin 2006; Thangasamy et al., 2009).  
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No terceiro artigo científico do nosso estudo, avaliamos o perfil inflamatório preliminar 

dos pacientes MSUD em tratamento submetidos ou não à suplementação com L-car (50 

mg/kg/dia) por um período de dois meses, através da dosagem das citocinas pró-inflamatórias 

interleucina 1β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e interferon gama (INF-ɣ), além da correlação 

destes marcadores com níveis de MDA, para avaliar dano oxidativo a lipídios. Foi verificado 

um aumento significativo nas concentrações de IL-1β, IL-6 e INF-ɣ nos pacientes MSUD 

apenas com a dieta de restrição protéica, sem a administração de L-car. A terapia com L-car 

reverteu os valores de IL-1β e INF-ɣ a níveis de controle e de IL-6 próximos a esse. Além 

disso, foi constatada uma correlação negativa entre todas as citocinas testadas e as 

concentrações de L-car e uma correlação positiva entre os níveis de MDA e os valores de IL-

1β e IL-6. Estes resultados demonstram pela primeira vez na literatura um perfil inflamatório 

de pacientes MSUD em tratamento e que a suplementação com L-car pode auxiliar as defesas 

celulares contra inflamação e o estresse oxidativo nesses pacientes. 

A inflamação pode ocorrer em resposta a qualquer alteração da integridade tissular, com o 

objetivo de restaurar a homeostase através de mecanismos de reparo (Muriach et al., 2014). 

Durante esse processo, ocorre uma produção aumentada de espécies reativas com um papel 

fundamental para o desenvolvimento e perpetuação da inflamação (Brüne et al., 2013; Lugrin 

et al., 2014) e que pode contribuir para a fisiopatologia de diversas doenças, inclusive 

degenerativas (Urrutia et al., 2014). O estresse oxidativo também é capaz de gerar 

modificações em genes nucleares, potencializando a indução da resposta inflamatória por 

alterar a síntese de citocinas pro-inflamatórias (como as interleucinas IL-1β, IL-6 e IFN-ɣ, 

testadas nesse trabalho), prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e moléculas de adesão 

(Janmey et al., 2013). 

Sabe-se que processos inflamatórios, como infecções, podem resultar em crises de 

descompensação metabólica em erros inatos do metabolismo. Pacientes com MSUD 
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apresentam reduzidos níveis de antioxidantes, como de L-car e de selênio (Barschak et al., 

2007; Mescka et al., 2013) devido a uma ingesta nutricional deficiente em consequência ao 

tratamento preconizado ou por um aumento da demanda antioxidante em função da ativação 

de células imunocompetentes, tal como também relatado em pacientes com doenças 

inflamatórias crônicas (Muñoz e Costa, 2013; Mangge et al., 2014). Estes dados são 

reforçados pelas correlações inversas entre as concentrações de L-car e as citocinas pró-

inflamatórias observadas nos pacientes MSUD neste trabalho.  

Neste sentido, uma série de estudos tem verificado um papel anti-inflamatório da L-

car, como uma diminuição do progresso de infecções em pacientes com o vírus da 

imunodeficiência humana com a suplementação deste composto (Famularo et al., 2004), 

restauração de modificações celulares inflamatórias relacionadas ao envelhecimento por sua 

ação antioxidante à produção de radicais superóxido (Izgüt-Uysal et al., 2003) e uma 

atividade terapêutica na morbidade e no metabolismo lipídico em modelos animais de 

caquexia e choque séptico, com efeitos resultantes de uma regulação negativa na produção de 

citocinas e/ou um aumento na depuração das mesmas (Winter et al., 1995).  

Considerando que não existem evidências na literatura demonstrando dano oxidativo 

urinário em pacientes com MSUD, muito menos a atuação de antioxidantes, como a L-car, 

sobre este processo, objetivamos no artigo científico 4 desta tese avaliar biomarcadores 

urinários de dano oxidativo a proteínas (dosagem de di-tirosina, formada a partir de resíduos 

de tirosina adjacentes de proteínas) e a lipídios (pelos níveis de isoprostanos, produzidos pela 

oxidação do ácido araquidônico), assim como a capacidade antioxidante de pacientes MSUD 

antes a após a suplementação de L-car (50 mg/kg/dia) por um período de dois meses. 

Observamos que a terapia com L-car foi capaz de reduzir os níveis de di-tirosina e 

isoprostanos além de aumentar a capacidade de reação urinária frente à produção exacerbada 

de radicais livres nestes pacientes quando comparados ao início da suplementação deste 



  

   104 

composto. Estes dados corroboram com outros resultados descritos na literatura, que 

demonstram um aumento de lipoperoxidação, de dano oxidativo a proteínas e uma diminuição 

da capacidade antioxidante no plasma de pacientes MSUD durante o tratamento preconizado 

(dieta restrita em proteínas) e que a suplementação com L-car foi capaz de reverter a níveis de 

controle os valores de MDA (principal produto da cascata de peroxidação lipídica) no plasma 

desses pacientes (Barschak et al., 2008; Mescka et el., 2013). Igualmente, a baixa defesa 

antioxidante observada nos pacientes MSUD é constatada também em outros erros inatos do 

metabolismo, como na Fenilcetonúria, e pode ser devida a dieta altamente restritiva e com 

déficit de micronutrientes importantes a que estes pacientes são submetidos (Sitta et al., 2006; 

Barschak et al., 2007; Sitta et al., 2014). Além disso, Ribas et al. (2012) observaram que a L-

car reverteu a valores de indivíduos saudáveis a baixa capacidade antioxidante e os altos 

níveis de isoprostanos e de di-tirosina na urina de pacientes com acidemia propiônica e 

metilmalônica. Outro dado interessante encontrado no nosso estudo foi o aumento da 

excreção de KIC após dois meses de suplementação de L-car, sugerindo um decréscimo 

plasmático e em outros tecidos deste metabólito neurotóxico. É importante enfatizar que 

devido aos efeitos tóxicos do acúmulo de BCKA em pacientes MSUD, os efeitos benéficos da 

suplementação da L-car, como a correção da sua deficiência e a restauração das razões 

intramitocondriais de acil-CoA/CoA, podem auxiliar na melhora do status metabólico e 

diminuição dos níveis de dano oxidativo observado nos pacientes durante o tratamento.  Estes 

resultados enfatizam um possível papel protetor da L-car sobre o estresse oxidativo observado 

nos pacientes MSUD e demonstram que a urina pode ser uma opção menos invasiva e 

eficiente para o monitoramento de dano oxidativo em pacientes afetados por esta doença. 

Modelos animais de indução química de desordens metabólicas não mimetizam 

completamente doenças humanas em toda a sua complexidade, entretanto, têm sido 

amplamente utilizados pela vantagem de poder isolar cada substância conhecidamente 
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acumulada em determinada disfunção para estudo dos seus efeitos comparados a controles 

adequados. Ainda, modelos animais são essenciais para a investigação de mecanismos 

fisiopatológicos de doenças, especialmente no que tange o metabolismo cerebral, auxiliando 

na sugestão de medidas preventivas e/ou novas estratégias de tratamento (Skvorak, 2009; de 

Andrade et al., 2012). 

Neste sentido, a fim de avaliar o efeito neuroprotetor da L-car contra efeitos pró-

oxidativos crônicos dos metabólitos acumulados na MSUD, no artigo científico 5 desta tese 

utilizamos um modelo crônico de indução química da doença em córtex e cerebelo de ratos 

jovens.  

Tendo em vista que o cérebro é particularmente suscetível ao dano oxidativo lipídico, seja 

pela sua baixa defesa antioxidante, alto consumo de oxigênio aliado a elevadas concentrações 

de lipídios poliinsaturados, avaliamos este tipo de dano através da medida de TBA-RS. 

Verificou-se que a L-car foi capaz de reverter o aumento significativo deste parâmetro 

comparado ao grupo controle, em córtex cerebral e cerebelo dos ratos do grupo MSUD, 

indicando, então, uma possível produção exacerbada de radicais livres. O aumento de MDA, 

produto final da peroxidação de lipídios de membrana medido pelo TBA-RS, foi detectado 

anteriormente tanto in vitro (Fontella et al. 2002; Bridi et al. 2003; 2005b), quanto no plasma 

de pacientes com MSUD (Barschak et al. 2006; 2008; Mescka et al., 2013).  

Observamos uma reversão total da diminuição no conteúdo de GSH, da atividade das 

enzimas SOD, GPx e G6PD e do aumento da atividade da enzima CAT, assim como uma 

reversão parcial do aumento de espécies reativas (dosado pela técnica da oxidação de DCF) 

pela L-car em córtex cerebral de ratos MSUD em comparação ao grupo controle. Alterações 

oxidativas foram menos observadas em cerebelo, com a indução aumento do conteúdo de 

carbonilas pelos BCAA, porém sem reversão total do dano protéico pela L-car. Este achado 

reitera hipóteses de outros estudos que demonstram que o cerebelo detém um maior conteúdo 
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de enzimas antioxidantes e de potencial redutor (estimado pelas razões NADPH/ NADP+ e  

GSH/GSSG) em comparação ao córtex cerebral (Yang et al., 2006; Campese et al., 2007) 

sugerindo uma maior resistência do cerebelo ao estresse oxidativo. 

Estudos prévios mostraram que a suplementação de L-car causou redução na formação 

de MDA e um aumento do status antioxidante, com a consequente diminuição de radicais 

livres disponíveis para lipoperoxidação em cérebro de ratos idosos (Rani e Panneerselvam, 

2002) e com um efeito semelhante em córtex cerebral de ratos submetidos a um modelo 

agudo de MSUD (Mescka et al., 2011). Adicionalmente, já foi verificado que a L-car possui 

propriedade scavenger de radicais livres e quelante de íons metálicos participantes das 

reações de iniciação e propagação do estresse oxidativo (Muthuswamy et al. 2006; Gulcin, 

2006). Então, é possível que a L-car tenha auxiliado na inibição da lipoperoxidação e da 

oxidação de DCF causadas por espécies reativas como constatado no nosso trabalho.  

Verificamos, como dito anteriormente, que a L-car não foi capaz de inibir o aumento 

da formação de carbonilas em cerebelo de ratos MSUD. Este achado foi semelhante ao 

encontrado em pacientes MSUD suplementados com este composto (Mescka et al., 2013), em 

que a L-car não reverteu o aumento de dano oxidativo proteico, dosado pelo conteúdo de 

carbonilas. Danos proteicos podem alterar de forma significativa o metabolismo celular por 

inativar irreversivelmente enzimas, transportadores e receptores. Os grupamentos carbonilas 

são formados por uma ampla variedade de processos, principalmente por reações catalisadas 

por íons metálicos em resíduos específicos de aminoácidos e por adução de lipídios oxidados 

(Requena et al., 2003), sendo um índice de comprometimento da viabilidade protéica de mais 

difícil reversão, em função da formação de agregados de alto peso molecular (Dalle-Donne et 

al., 2003; Dalle-Donne et al., 2006). Embora a formação de carbonilas normalmente seja 

causada por danos a proteínas induzidos por espécies reativas, não podemos excluir a 

possibilidade de que aldeídos resultantes da peroxidação lipídica também possam induzir sua 
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produção (Dalle-Done et al., 2003; Dalle-Done et al., 2006), potencializando o efeito 

observado no nosso modelo crônico de MSUD. 

A GSH, o antioxidante não enzimático mais abundante, também teve seus níveis 

diminuídos após a administração crônica de BCAA em córtex cerebral de ratos Wistar. Esta 

alteração pode estar correlacionada com a sua conhecida ação scavenger de espécies reativas, 

que estão aumentadas no grupo MSUD, conforme demonstrado pela medida de oxidação de 

DCF. O tratamento com L-car no nosso trabalho foi capaz de aumentar o conteúdo de GSH, 

em concordância com o que já foi descrito anteriormente na literatura (Rani e Panneerselvam, 

2002; Abdul e Butterfield, 2007).  

Nós também demonstramos que a administração de L-car restaurou as atividades das 

enzimas CAT, SOD e GPx em córtex cerebral de ratos com MSUD. Esses achados estão 

consoantes com resultados prévios do nosso grupo de pesquisa em um modelo agudo de 

indução da MSUD (Mescka et al., 2011). Já foi sugerido que a L-car possui um efeito 

sequestrador de espécies reativas como o H2O2 e radical superóxido (Li et al. 2012; Ye et al. 

2010; Derin et al., 2006; Gulcin, 2004) e esta ação scavenger pode ter auxiliado para o 

retorno das atividades enzimáticas testadas a níveis normais. Também, tanto o acúmulo de 

H2O2  como a inibição da SOD podem favorecer as reações de Fenton/Haber-Weiss com a 

consequente geração de radical hidroxila, considerado a ROS mais tóxica (Lushchak, 2014) e 

que pode rapidamente desencadear processos de lipoperoxidação (Lipinski, 2012). Com isso, 

presume-se que o aumento da produção de espécies reativas mediado pela administração 

crônica dos aminoácidos de cadeia ramificada, assim como a inibição das atividades das 

enzimas SOD e GPx pode contribuir para os altos níveis de peroxidação lipídica e redução de 

GSH observada no córtex cerebral dos ratos MSUD. 

Já foi relatado também que a L-car é capaz de aumentar a atividade enzimática da 

glicose-6-fosfato desidrogenase, como foi observado no nosso estudo, e que esta enzima pode 
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ser inativada por 4-hidróxi-2-nonenal, produto tóxico formado pela peroxidação de lipídios de 

membrana (Muthuswamy et al. 2006; Ninfali et al. 2001). Os presentes resultados também 

mostraram que o modelo crônico de MSUD inibe a atividade da GPx, responsável por 

degradar o peróxido de hidrogênio e outros peróxidos utilizando selênio e GSH como 

cofatores e, novamente, a L-car foi capaz de impedir esta inibição. Além disso, o decréscimo 

dos níveis de GSH pode comprometer a detoxificação de espécies reativas por exacerbar a 

inibição da atividade da GPx, já que o mesmo é um cofator dessa enzima (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). Foi demonstrado que os BCAA, in vitro e em modelo agudo de MSUD, 

são capazes de inibir a atividade da GPx em córtex cerebral de ratos (Bridi et al. 2005b; 

Mescka et al., 2011) e que pacientes MSUD sob tratamento dietético possuem deficiência de 

selênio, e consequente diminuição da atividade eritrocitária da GPx  (Barschak et al., 2007). 

Portanto, a ação restauradora da L-car sobre a atividade da GPx pode ser muito importante  

para a manutenção do status antioxidante dos pacientes portadores de MSUD.  

 Através da utilização de um modelo crônico de indução química da doença MSUD, os 

resultados por nós obtidos corroboram os dados anteriores da literatura demonstrando que o 

estresse oxidativo contribui, ao menos em parte, para a disfunção neurológica observada na 

doença (Scaini et al., 2012; Mescka et al., 2011, 2013). De forma eficiente, a L-car atuou 

como um potente antioxidante neste modelo animal, prevenindo a inibição da atividade de 

importantes enzimas detoxificadoras de espécies reativas, além de impedir a atuação de 

radicais livres que causam danos a membranas lipídicas. Estes resultados em conjunto 

mostram que a L-car pode desempenhar um papel neuroprotetor como um potente adjuvante 

na terapia de pacientes afetados pela MSUD. Além disso, estes dados contribuem para a 

compreensão dos mecanismos responsáveis pela neurotoxicidade decorrente do acúmulo dos 

metabólitos envolvidos na doença.  
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 Para manter a Leu dentro dos níveis considerados seguros, é recomendado aos 

pacientes MSUD o seguimento de uma dieta especial, com baixa quantidade de proteínas, o 

que exclui quase que completamente produtos de origem animal e inclui porções controladas 

de cereais, frutas e vegetais. A baixa ingestão de proteínas com alto valor biológico, diminui, 

consequentemente, a biodisponibilidade de diversos nutrientes, dentre eles substâncias com 

ação antioxidante, como selênio (Barschak et al., 2007) e a L-car (Mescka et al., 2013), cuja 

principal fonte é essencialmente dietética (cerca de 75%),  proveniente de alimentos como 

leite, derivados e carne vermelha (Agarval e Said 2004; Derin et al., 2004; Gulcin, 2006). 

Cabe salientar que pacientes fenilcetonúricos, bem como os portadores de acidemia 

propiônica e metilmalônica também apresentam deficiência nos níveis de carnitina livre e que 

a administração deste composto teve um efeito protetor sobre o dano oxidativo a lipídios, a 

proteínas e ao DNA (Sitta et al., 2011; Ribas et al., 2010 a,b). 

Nos últimos anos, diversos estudos têm investigado o papel da L-car no organismo, 

sendo que diversas e importantes funções já foram atribuídas a ela (Figura 9). A L-car é uma 

substância altamente polar e hidrofílica, cujo papel mais conhecido no metabolismo é o 

transporte de ácidos graxos de cadeia longa para dentro da matriz mitocondrial e consequente 

oxidação para a produção de energia (Bahl e Bressler, 1987). Além disso, a L-car possui um 

papel modulatório da função neural por mediar a transferência de grupamentos acetila para a 

síntese de acetilcolina, bem como influenciar vias de transdução de sinal e expressão gênica 

(Binienda e Ali, 2001). Ela também atua como cofator na oxidação peroxissomal de ácidos 

graxos de cadeia muito longa, estimulando a respiração celular e é frequentemente utilizada 

como um suplemento alimentar por, supostamente, aumentar o desempenho físico e  

promover a perda de peso. Também tem sido atribuído à L-car um papel na melhora das 

funções imunológicas e ela tem sido sugerida como um agente terapêutico para diversas 

desordens neurodegenerativas (Solarska et al., 2010). 
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 Os efeitos benéficos da L-car parecem ser mediados, pelo menos em parte, por suas 

propriedades antioxidantes. A L-car tem sido descrita como um sequestrador de radicais 

superóxido (Gulcin, 2006). Por sua vez os radicais superóxido desempenham um importante 

papel na formação de outros ROS, como o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxila, os 

quais induzem dano oxidativo a lipídios , proteínas e DNA (Pietta, 2000). Também tem sido 

descrito que a L-car seria capaz de sequestrar o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxila 

(considerados os mais deletérios ao organismo) e também inibir a produção dos mesmos 

(Derin et al., 2004; Gulcin, 2006). Além disso, a L-car apresenta um efeito antiperoxidativo 

que está relacionado à sua ação como quelante de metais que leva a uma diminuição na 

concentração de ions metálicos e, consequentemente, na geração de radicais livres 

(Muthuswamy et al., 2006). 

 A atividade antioxidante da L-car também se relaciona ao seu papel de proteção aos 

antioxidantes teciduais, tanto enzimáticos quanto não enzimáticos. Esse papel inclui a 

regulação dos níveis de GSH e a elevação na atividade das enzimas antioxidantes 

(Tanghasamy et al., 2009; Calabrese et al., 2006). Assim, os efeitos in vivo da L-car podem 

ser mediados pela ação direta da L-car ou, então, pela biossíntese de enzimas antioxidantes e 

outras proteínas (Solarska et al., 2010). 

Por outro lado, é importante considerar a possibilidade de que este efeito pode também 

ser devido a função da L-car em promover a excreção de metabólitos secundários tóxicos 

acumulados na MSUD, como o ácido α-cetoisocapróico, ácido α-ceto-β-metilvalérico e ácido 

α-ceto isovalérico. A L-car normalmente está presente no plasma na forma de carnitina livre. 

Entretanto, nas doenças em que ocorre acúmulo de ácidos orgânicos (como na MSUD), a L-

car se conjuga com estes ácidos formando ésteres de carnitina (acilcarnitinas), aumentando a 

excreção desses metabólitos e consequentemente, diminuindo sua toxicidade (Hoppel, 2003). 

Desta forma, a diminuição da oxidação de biomoléculas observada no nosso estudo pode estar 
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relacionada, ao menos em parte, com a redução das concentrações intracelulares dos BCAA e 

seus derivados. A L-car também pode reduzir os níveis de MDA por facilitar o transporte de 

ácidos graxos diminuindo assim a disponibilidade dos mesmos para a peroxidação (Rajasekov 

et al., 2005). 

 

Figura 9.  Possíveis atividades da L-carnitina em desordens neurometabólicas com terapias baseadas em 
restrição protéica (Adaptado de Ribas et al., 2014). 

 

 É necessário comentar que estes resultados foram obtidos com uma suplementação de 

L-car por um período de dois meses e que talvez com um tratamento de longo prazo, outros 

efeitos antioxidantes poderiam fortalecer os encontrados neste estudo. Ainda, cabe salientar 

que estes são os primeiros resultados de que temos conhecimento de que a administração de 

um antioxidante, como a L-car, modulou eficientemente o estresse oxidativo em pacientes 

com MSUD, abrindo novas perspectivas à abordagem terapêutica realizada atualmente, que é 

essencialmente dietética, e, portanto, de difícil manejo. 
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CONCLUSÕES 

 

Os resultados permitem concluir que: 

• ARTIGO  Nº 1: 

- Verificou-se pela técnica de ensaio cometa in vitro que a Leu (100, 250, 500, 1000, 

2500 e 3000 µM) e o seu α-cetoácido correspondente, o KIC (30, 60, 150, 600, 1200 e 2000 

µM), considerados os principais metabólitos neurotóxicos na MSUD, são capazes de causar 

danos ao DNA em leucócitos humanos saudáveis quando comparados a controles, e com uma 

tendência maior de dano ao DNA pelo aminoácido Leu. 

- A L-car, nas concentrações de 90, 120 e 150 µM, foi capaz de diminuir as lesões  

causadas pela Leu, quando comparada com o grupo controle; 

- A partir de 120 µM de L-car houve uma prevenção total dos índices de dano ao DNA 

causados pelo KIC.  

 

• ARTIGO Nº 2: 

- Os pacientes MSUD tratados com dieta de restrição protéica e com deficiência de L-

car, possuem altos níveis de lipoperoxidação plasmática e apresentam índices de dano ao 

DNA estatisticamente elevados comparados ao grupo controle.  

- Após 1 e 2 meses de suplementação de L-car (50 mg/kg/dia), as concentrações 

plasmáticas deste composto foram reestabelecidas aos valores normais, assim como os níveis 

de dano oxidativo a lipídios nestes pacientes.  

-A L-car foi capaz de diminuir o dano ao DNA comparativamente aos pacientes sem 

suplementação antioxidante.  
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- Foi observada uma correlação negativa estatisticamente significativa entre o dano ao 

DNA e as concentrações de L-car e uma correlação positiva entre o dano ao DNA e a 

lipoperoxidação, representado pelo conteúdo de MDA.  

 

• ARTIGO Nº 3: 

- Foi verificado um aumento significativo nas concentrações de IL-1β, IL-6 e INF-ɣ nos 

pacientes MSUD apenas com a dieta de restrição protéica, sem a suplementação de L-

carnitina.  

- A terapia com L-car (50 mg/kg/dia) reverteu os valores de IL-1β e INF-ɣ aos níveis do 

controle e de IL-6 próximos a estes.  

- Foi verificada uma correlação negativa entre todas as citocinas testadas e as 

concentrações de L-car e uma correlação positiva entre os níveis de MDA e os valores de IL-

1β e IL-6.  

 

• ARTIGO Nº 4: 

- Constatou-se que os parâmetros di-tirosina (dano oxidativo a proteínas) e 

isoprostanos (dano de lipoperoxidação) estavam aumentados e a capacidade antioxidante total 

diminuída na urina de pacientes MSUD sem terapia com L-car; 

- A suplementação de L-car (50 mg/kg/dia) reduziu os níveis de di-tirosina e 

isoprostanos e aumentou a capacidade antioxidante urinária.  

- Foi também observado um aumento de KIC urinário após dois meses de tratamento 

com L-car, quando comparado com o grupo controle, demonstrando um incremento da 

excreção deste metabólito tóxico.  
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• ARTIGO Nº 5: 

- A administração crônica de BCAA estimulou a lipoperoxidação, o dano oxidativo 

protéico, o aumento de espécies reativas e a diminuição das defesas antioxidantes enzimáticas 

e não enzimáticas, especialmente em córtex cerebral de ratos Wistar submetidos ao modelo 

crônico de MSUD. O tratamento com L-car foi capaz de prevenir esses efeitos, com exceção 

do dano oxidativo a proteínas.  

 

É importante enfatizar que os resultados apresentados neste trabalho devem ser 

interpretados com cautela e devem ser confirmados em outros estudos, mas é possível sugerir 

que a suplementação com L-carnitina possa ser usada como um eficiente adjuvante na terapia 

dos pacientes MSUD. 
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PERSPECTIVAS 

 

Como perspectivas deste trabalho, pretende-se: 

• Dosar as concentrações plasmáticas de aloisoleucina em pacientes MSUD no 

momento do diagnóstico e durante o tratamento e correlacionar com os níveis 

dos principais metabólitos acumulados na doença; 

• Avaliar o dano oxidativo ao DNA (bases oxidadas) em leucócitos dos 

pacientes, correlacionando com os níveis de aloisoleucina e com os principais 

metabólitos acumulados na doença; 

• Avaliar os efeitos in vitro da aloisoleucina, na presença ou na ausência de L-

carnitina, sobre o dano ao DNA em leucócitos periféricos através do ensaio de 

cometa, bem como investigar o possível reparo do dano ao DNA. 

• Realizar o estudo molecular da MSUD em pacientes com diagnóstico dessa 

doença. Identificar a mutação no gene BCKAD associada à MSUD nesses 

pacientes, correlacionando com marcadores de estresse oxidativo e níveis de 

aloisoleucina. 
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ANEXOS 
 

ANEXO 1 –  PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DO HOSPITAL DE 
CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE 

 



 

  127 

 
ANEXO 2 - SOLICITAÇÃO DE INVESTIGAÇÃO LABORATORIAL DIRIGIDA PARA 
PACIENTES:  
 
Nome completo do Paciente:  
Data de Nascimento: ____/____/____ (DD/MM/AAAA)  
Sexo: ( ) masc. ( ) fem ( ) obs.  
Nome do médico solicitante:  
Nome de outro médico ou pessoa para contato:  
Serviço de origem:  
Data da solicitação: ____/____/____ (DD/MM/AAAA)  
 
Amostras Enviadas:  
( ) urina  
( ) plasma  
( ) sangue heparinizado  
( ) sangue em papel filtro  
( ) outra (descrever)  
 
Exames Solicitados:  
 
Motivo principal da solicitação:  
 
Resumo da história clínica:  
 
Sinais e sintomas selecionados:  
hepatomegalia        ( ) não ( ) sim  
retardo de crescimento        ( ) não ( ) sim  
retardo neuropsicomotor        ( ) não ( ) sim  
deficit cognitivo         ( ) não ( ) sim  
regressão neurológica        ( ) não ( ) sim  
vômitos          ( ) não ( ) sim  
dificuldade alimentação        ( ) não ( ) sim  
dismorfias          ( ) não ( ) sim  
convulsões          ( ) não ( ) sim  
hipotonia          ( ) não ( ) sim  
coma           ( ) não ( ) sim  
macrocefalia          ( ) não ( ) sim  
outro:           ( ) não ( ) sim  
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Principais resultados de exames relevantes anteriores:  
 
Dados laboratoriais selecionados:  
hiperamoniemia        ( ) não ( ) sim:  
hipoglicemia         ( ) não ( ) sim:  
acidose metabólica        ( ) não ( ) sim  
cetonúria         ( ) não ( ) sim  
acidemia lática        ( ) não ( ) sim  
 
Neuroimagem:  
tomografia computadorizada      ( ) não ( ) sim  

( ) normal ( ) anormal  
ressonância magnética       ( ) não ( ) sim  

( ) normal ( ) anormal  
 
Medicamentos em uso:       ( ) não ( ) sim  
 
Dieta especial?        ( ) não ( ) sim 
 
Consangüinidade entre os pais:     ( ) não ( ) sim  
Outros casos na família?       ( ) não ( ) sim  
 
Hipóteses diagnósticas:  
Alguma informação relevante adicional? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

   129 

ANEXO 3 - FICHA DE DADOS DE INDIVÍDUOS CONTROLE  
 
1. Data da coleta:  
 
 
2. Nome completo:  
 
 
3. Data de nascimento: ____/____/____ (DD/MM/AAAA)  
 
 
4. Idade:  
 
 
5. Sexo: ( ) masc. ( ) fem.  
 
 
6. Motivo da solicitação do exame:  
 
 
7. Apresenta doenças já diagnosticadas?  
 
diabete melito        ( ) não ( ) sim  
hipotireoidismo        ( ) não ( ) sim  
hipertireoidismo        ( ) não ( ) sim  
hipertensão arterial sistêmica (HAS)     ( ) não ( ) sim  
acidente vascular cerebral (AVC)      ( ) não ( ) sim  
cardiopatia isquêmica       ( ) não ( ) sim  
insuficiência cardíaca       ( ) não ( ) sim  
insuficiência hepática       ( ) não ( ) sim  
insuficiência renal        ( ) não ( ) sim  
outras: ____________________________  
 
8. Está usando medicamento? ( ) não ( ) sim: _____________________  
 
9. Doenças na família biológica:  
dislipidemia         ( ) não ( ) sim  
hipertensão arterial sistêmica (HAS)     ( ) não ( ) sim  
cardiopatia isquêmica       ( ) não ( ) sim  
acidente vascular cerebral (AVC)      ( ) não ( ) sim  
diabete melito        ( ) não ( ) sim  
outra doença crônica: __________________________  
 
10. Fuma?         ( ) não ( ) sim  
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ANEXO 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PACIENTES 
MSUD 

 
Projeto de Pesquisa: Papel da L-carnitina e do fator de transcrição nuclear kappa B na modulação do 
estresse oxidativo na Doença da Urina do Xarope do Bordo 
 

Investigador Responsável: Carmen Regla Vargas  
Colaboradores: Caroline Paula Mescka, Bruna Donida, Desiree Padilha Marchetti, Gilian Batista 
Balbueno Guerreiro, Marion Deon. 
 
O menor pelo qual você é responsável está sendo convidado(a) a participar de um estudo realizado 

pelo Grupo de Pesquisa de Erros Inatos do Metabolismo e Estresse Oxidativo do Serviço de Genética 

do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (SGM-HCPA). A participação neste projeto deve-se ao fato do 

paciente ter altos níveis plasmáticos dos aminoácidos leucina, isoleucina e valina. Esta característica 

está associada a uma doença genética chamada Doenca da Urina do Xarope do Bordo (MSUD).  

Recentemente foi demonstrado que pessoas com esta doença apresentam um aumento do estresse 

oxidativo. Esta é uma característica metabólica relacionada a um aumento na quantidade dos radicais 

livres produzidos que podem causar alguns danos ao nosso organismo e participar de outras 

doenças. Além disso, também foi descoberto que os pacientes MSUD possuem deficiência de um 

antioxidante chamado L-carnitina, que pode ser capaz de diminuir a atuação dos radicais livres. 

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar o efeito da substância antioxidante L-carnitina sobre o estresse 

oxidativo encontrado em indivíduos com MSUD mutações em comparação com indivíduos sem esta 

doença. Já é bem entendido que a L-carnitina esta pode corrigir e diminuir a quantidade dos radicais 

livres e essa substância é hoje utilizada para tratamento em diferentes situações clínicas. A 

participação nessa pesquisa é voluntária. Se você aceitar que o menor participe, o paciente MSUD 

vai receber gratuitamente a suplementação de L-carnitina na dose 50 mg/kg/dia, não excedendo 

1,5g/dia por 60 dias. Cabe salientar que não está previsto nenhum tipo de pagamento pela 

participação no estudo e o participante não terá nenhum custo com os procedimentos envolvidos. 

Além da administração de L-carnitina, será coletado sangue periférico e urina em três momentos 

diferentes em  frascos específicos (total de 10 ml, equivalente a duas colheres de chá) de cada fluido. 

A primeira coleta será realizada antes do início do tratamento, a segunda coleta após um mês de 

tratamento com L-carnitina e a terceira após dois meses. No momento da coleta de sangue poderá 

haver alguma dor em decorrência da punção da pele. Complicações de coleta de sangue são raras e 

geralmente são de pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue da veia no local da punção 

geralmente há uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos 

dias. As coletas de sangue serão realizadas por profissionais especialmente treinados para este fim, 

o que diminui as chances de complicações. As coletas de urina serão feitas pelo próprio paciente ou 

com o auxílio de profissionais treinados. Potenciais efeitos adversos relacionados à medicação são 

sintomas gastrointestinais como diarréia, cólicas ou vômitos, no entanto estes não são frequentes. 

Não são esperados casos de hipersensibilidade. Esta medicação é de livre comércio e aprovada por 

agências reguladoras nacionais e internacionais. Após o término do estudo os materiais biológicos 

(sangue periférico e urina) que ainda estiverem armazenados poderão ser descartados ou mantidos 
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para futuras pesquisas dentro do mesmo objetivo deste estudo, de acordo com a sua decisão de 

autorizar o uso futuro. Se autorizado, o material somente será utilizado para novas pesquisas 

mediante seu consentimento por escrito. 

 

Com relação ao uso dos materiais biológicos, ao final do estudo, você (marque com um X): 

(  ) autoriza o armazenamento. 

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

 

Você tem direito à privacidade. Os resultados deste estudo poderão ser publicados em revistas 

científicas, mas o seu nome e do paciente pelo qual você é responsável não serão revelados. Por 

meio deste termo, você autoriza que os pesquisadores envolvidos neste estudo pesquisem os 

registros médicos do paciente a fim de obter as informações clínicas necessárias para a realização 

desta pesquisa. 

Sua participação no estudo é voluntária. Se você decidir não participar do estudo, isto não 

afetará em nada o tratamento do paciente que você é responsável no hospital. A participação 

pode também ser interrompida a qualquer momento por você mesmo (a). Em qualquer caso, não terá 

penalização (a). 

Cabe salientar que os resultados desta pesquisa provavelmente não terão nenhum impacto sobre o 

tratamento e/ou acompanhamento médico do paciente no qual você é responsável. Este estudo pode, 

entretanto, contribuir no futuro, para um tratamento mais efetivo para os pacientes MSUD e melhor 

entendimento das consequências do estresse oxidativo.  

Não existe um prazo exato ou estipulado para que você receba os resultados do estudo, mas estes 

lhes serão informados assim que estiverem disponíveis. 

 

Se você tiver alguma dúvida em relação à pesquisa, deve contatar o pesquisador responsável, no 

Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre pelo telefone (51) 3359-8011 ou 

poderá contatar o Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre pelo 

telefone (51) 3359-7640 de segunda à sexta, das 8 às 17h. 

 

Pelo presente termo, você declara que foi informado(a), de forma clara e detalhada, sobre a presente 

pesquisa, e que teve suas dúvidas esclarecidas por 

_________________________________________. Declara ter sido esclarecido que não receberá 

nenhuma remuneração financeira pela participação no estudo. Declara que foi informado da garantia 

de receber resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de 

decisão sobre participar ou não do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da 

participação. Além disso, declara que recebeu cópia deste termo de consentimento. 

Data: ___/___/_____ 

Nome do Paciente:_________________________   Assinatura: _______________________ 

Nome do responsável legal:_________________    Assinatura: _______________________ 
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Eu expliquei a ______________________________________os objetivos, riscos, benefícios e 

procedimentos necessários para esta pesquisa, e entreguei cópia deste termo de consentimento para 

o mesmo. 

 

Data:____/_____/_____ 

 

Pesquisador que aplica o termo:____________________________ 

Assinatura: _______________________ 
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ANEXO 5 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
PACIENTES CONTROLES 

 
Projeto de Pesquisa: Papel da L-carnitina e do fator de transcrição nuclear kappa B na modulação do 
estresse oxidativo na Doença da Urina do Xarope do Bordo 
 

Investigador Responsável: Carmen Regla Vargas.  
 
Colaboradores: Caroline Paula Mescka, Bruna Donida, Desiree Padilha Marchetti, Gilian Batista 
Balbueno Guerreiro, Marion Deon. 
 
 

O menor pelo qual você é responsável está sendo convidado(a) a participar de um estudo 

realizado pelo Grupo de Pesquisa de Erros Inatos do Metabolismo e Estresse Oxidativo do Serviço de 

Genética do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (SGM-HCPA). Este projeto procura investigar uma 

doença genética chamada de Doença da Urina do Xarope do Bordo (MSUD). Recentemente foi 

demonstrado que pessoas com esta doença apresentam um aumento do estresse oxidativo. Esta é 

uma característica metabólica relacionada a um aumento na quantidade dos radicais livres 

produzidos que podem causar alguns danos ao nosso organismo e participar de outras doenças. 

Além disso, também foi descoberto que os pacientes MSUD possuem deficiência de um antioxidante 

chamado L-carnitina, que pode ser capaz de diminuir a atuação dos radicais livres. Essa substância é 

hoje utilizada para tratamento em diferentes situações clínicas 

Para que este estudo seja realizado, é necessária uma comparação entre um grupo de 

pacientes que apresentam a doença MSUD com um grupo de pacientes que não apresentam. A 

participação neste projeto deve-se ao fato de que a criança que você é responsável legal pode 

participar do grupo controle, ou seja, como não portador de MSUD. A participação nessa pesquisa é 

voluntária. Se você aceitar que o menor participe, ele irá coletar sangue periférico e urina uma única 

vez (total de 10 ml, equivalente a duas colheres de chá) de cada fluido, juntamente com as coletas 

solicitadas rotineiramente pelo médico realizadas no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade 

de Farmácia da UFRGS (LAC- FacFar). Cabe salientar que não está previsto nenhum tipo de 

pagamento pela participação no estudo e o participante não terá nenhum custo com os 

procedimentos envolvidos. Os dados necessários para a realização do projeto serão obtidos através 

de um questionário realizado com você a respeito da criança que você é responsável legal e da 

coleta de sangue periférico e de urina que serão realizadas. No momento da coleta de sangue poderá 

haver alguma dor em decorrência da punção da pele. Complicações de coleta de sangue são raras e 

geralmente são de pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue da veia no local da punção 

geralmente há uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos 

dias. As coletas de sangue serão realizadas por profissionais especialmente treinados para este fim, 

o que diminui as chances de complicações. As coletas de urina serão feitas pelo próprio paciente ou 

com o auxílio de profissionais treinados. Após o término do estudo os materiais biológicos (sangue 

periférico e urina) que ainda estiverem armazenados poderão ser descartados ou mantidos para 

futuras pesquisas dentro do mesmo objetivo deste estudo, de acordo com a sua decisão de autorizar 

o uso futuro. Se autorizado, o material somente será utilizado para novas pesquisas mediante seu 

consentimento por escrito. 
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Com relação ao uso dos materiais biológicos, ao final do estudo, você (marque com um X): 

(  ) autoriza o armazenamento. 

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

 

A participação neste estudo não trará benefício direto ao menor, porém, os dados advindos 

com a doação são de importância científica relevante para o estabelecimento de novos tratamentos 

para esta doença, bem como para o melhor entendimento desta patologia.  

 

Não existe um prazo exato ou estipulado para que você receba os resultados do estudo, mas 

estes lhes serão informados assim que estiverem disponíveis. 

 

Você tem direito à privacidade. Os resultados deste estudo poderão ser publicados em 

revistas científicas, mas o seu nome e do paciente pelo qual você é responsável legal não serão 

revelados. Por meio deste termo, você autoriza que os pesquisadores envolvidos neste estudo 

pesquisem os registros médicos do paciente a fim de obter as informações clínicas necessárias para 

a realização desta pesquisa. 

 

Sua participação no estudo é voluntária. Se você decidir não participar do estudo, isto não 

afetará em nada o tratamento do paciente que você é responsável. A participação pode também 

ser interrompida a qualquer momento por você mesmo (a). Em qualquer caso, não terá penalização 

(a). 

 

Se você tiver alguma dúvida em relação à pesquisa, deve contatar o pesquisador responsável, no 

Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre pelo telefone (51) 3359-8011 ou 

poderá contatar o Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre pelo 

telefone (51) 3359-7640 de segunda à sexta, das 8 às 17h. 

 

Pelo presente termo, você declara que foi informado(a), de forma clara e detalhada, sobre a presente 

pesquisa, e que teve suas dúvidas esclarecidas por 

_________________________________________. Declara ter sido esclarecido que não receberá 

nenhuma remuneração financeira pela participação no estudo. Declara que foi informado da garantia 

de receber resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de 

decisão sobre participar ou não do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da 

participação. Além disso, declara que recebeu cópia deste termo de consentimento. 

Data: ___/___/_____ 

Nome do Paciente:_________________________   Assinatura: _______________________ 

Nome do responsável legal:_________________    Assinatura: _______________________ 
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Eu expliquei a ______________________________________os objetivos, riscos, benefícios e 

procedimentos necessários para esta pesquisa, e entreguei cópia deste termo de consentimento para 

o mesmo. 

 

Data:____/_____/_____ 

 

Pesquisador que aplica o termo:________________________________________ 

Assinatura: _______________________ 
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ANEXO 6 - CARTA DE APROVAÇÃO DO PROJETO DE DOUTORADO – PRÓ-
REITORIA DE PESQUISA DA UFRGS / COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 
ANIMAIS 

 
 


