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INTRODUCAO RESULTADOS

A Doenca da Urina do Xarope do Bordo (DXB) € um erro inato do
metabolismo causado pela deficiéncia da atividade do complexo enzimatico da
desidrogenase dos a-cetoacidos de cadeia ramificada (figura 1). Esse defeito
metabdlico leva a um acumulo dos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR)
leucina (Leu), isoleucina e valina e, também, de seus correspondentes o-
cetoacidos, o acido a-cetoisocaproico (CIC), acido a-ceto- B-metilvalérico e o
acido a-cetoisovalérico. As caracteristicas clinicas da DXB incluem cetoacidose,
atraso psicomotor e retardo mental. A L-car ¢é uma substancia que
desempenha importantes funcdoes metabdlicas como o transporte de acidos
graxos de cadeia longa para o interior da mitocondria e geracao de ATP. Alguns
estudos apontam que a L-car também desempenha funcdes de prevencao do
estresse oxidativo e esta associada ao aumento do status antioxidante de
pacientes com erros inatos do metabolismo.
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Prme'ida Dleta Prmemays Musculos Prmem{f‘ Dleta Prmemas? Musculos Figura 3 — Efeito in vitro da L-car sobre o dano ao DNA induzido por diferentes concentracdes de Leucina (250 uM [3A], 500 uM
Aminoacidos Aminoacidos [3B], 3000 uM [3C] ).Os dados sao expressos como média + desvio padrao. [3A]: (a) p < 0.05 comparado ao grupo controle; (b) p <

/ \ \ 0.05 comparado a 250 uM de Leu; (c) p < 0.05 comparado a 30 uM de L-Car; (d) p < 0.05 comparado ao 60 uM de L-Car; (e) p <

0.05 comparado a 90 uM de L-Car; (f) p < 0.05 comparado a 120 uM de L-Car. [3B]: (a) p < 0.05 comparado ao grupo controle; (b)

Aminodcidos de Outros Aminoacidos de Outros p < 0.05 comparado a 500 uM de Leu; (c) p < 0.05 comparado a 30 uM de L-Car; (d) p < 0.05 comparado a 60 uM de L-Car; (e) p <
Cadeia Ramificada Aminoacidos Cadeia Ramificada Aminoacidos 0.05 comparado a 90 uM de L-Car; (f) p < 0.05 comparado a 120 uM de L-Car. [3C]: (a) p < 0.05 comparado ao grupo controle; (b)
(AACR) p < 0.05 comparado a 3000 uM de Leu; (c) p < 0.05 comparado a 30 uM de L-Car; (d) p < 0.05 comparado a 60 uM de L-Car; (e) p <
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Figura 1: Modelo esquematico da DXB.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos in vitro da Leu e do CIC
sobre o dano ao DNA e, também, avaliar se a L-car é capaz de proteger frente a
esses efeitos, utilizando, para isso, o ensaio cometa em meio alcalino.
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METODOLOGIA

Para avaliar o dano ao DNA in vitro, foram utilizadas diferentes 2000 M CIC + L-carnitina (M)
concentracoes de Leu (250, 500, 3000 puM) e de CIC (60, 150,2000 puM) em
leucocitos humanos de individuos sadios. Para avaliacao dos efeitos da L-car, os
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Figura 4 — Efeito in vitro da L-car sobre o dano ao DNA induzido por diferentes concentracdes de CIC (60 uM [4A], 150 uM [4B], e
2000 puM de CIC [4C]). Os dados sao expressos como média + desvio padrao. [4A]: (a) p < 0.05 comparado ao grupo controle; (b)

leucocitos foram co-incubados com uma curva de concentracao de L-car p < 0.05 comparado a 60 uM de CIC; (c) p < 0.05 comparado a 30 uM de L-Car; (d) p < 0.05 comparado a 60 uM de L-Car; (e) p <
0.05 comparado a 90 uM de L-Car. [4B]: (a) p < 0.05 comparado ao grupo controle; (b) p < 0.05 comparado a 150 uM de CIC; (c) p

(301601901120 e 150 HM) < 0.05 comparado a 30 uM de L-Car; (d) p < 0.05 comparado a 60 uM de L-Car; (e) p < 0.05 comparado a 90 uM de L-Car. [4C]: (a)

A incubagéo ocorreu durante 6 horas a 372 C conforme metodologia p < 0.05 comparado ao grupo controle b) p < 0.05 comparado a 2000 uM de CIC; (c) p < 0.05 comparado a 30 uM de L-Car; (d) p <
) C e . ; 0.05 comparado a 60 uM de L-Car; (e) p < 0.05 comparado a 90 uM de L-Car; (f) p < 0.05 comparado a 120 uM de L-Car.

proposta por Singh et al.(1998). A visao global desse ensaio estda demonstrada

na figura 2. As células foram observadas em microscopio optico e classificadas D I SCUSSAO

de acordo com o tamanho e forma da cauda, onde as classes de dano variam

de 0 (nenhuma migracao) até 4 ( maxima migracao). Posteriormente, & As lesdbes ao DNA podem causar problemas a processos vitais como a

atribuido a elas um Indice de Dano (ID) que varia de 0 ( todas as transcricao e a replicagao celular, resultando em morte da célula ou mutagénese, e

células com nenhuma migracao) a 400 (todas as células com maxima migracao). estdo envolvidas com carcinogénese, envelhecimento, disturbios genéticos e

As laminas foram analisadas em condicoes cegas por pelo menos dois analistas doencas hereditarias. Em todas as concentracoes testadas (250, 500, 3000 uM de

diferentes. Leu e 60, 150,2000 uM de CIC), o indice de dano ao DNA foi significativamente

maior quando comparado ao grupo controle, tanto para Leu como para o CIC,
mostrando que estes metabdlitos podem induzir a danos ao DNA in vitro. Além
disso, a L-car nas concentracdoes mais elevadas, foi capaz de reduzir o indice de
dano ao DNA exercendo maior efeito inibitério sobre CIC quando comparado as
mesmas concentracoes de Leu. Na figura 3, foi observado que as concentracoes de
L-car de 90, 120 e 150 uM foram capazes de previnir o dano ao DNA em relacao ao
B o | controle. Na figura 4, foi observado que a partir de 120 pM, a L-car foi capaz de
comtondo ausbros oue fas o i v e uorescane, o DNA danifoado & reverter os danos causados por CIC a nivel de controle

zsimples ocu duplz gel d= zgaroze e lisadas separado do DMA intacto (cabacal,
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C&lulas vivas de meio de cultura, sangue cu

e Estes resultados podem contribuir para a compreensao dos efeitos
Eétuta citotoxicos do mecanismo de acao dos metabdlitos acumulados na DXB,

Calda mostrando evidéncias do papel do estresse oxidativo na fisiopatologia desta
doenca e do efeito protetor da L-car sobre o dano ao DNA, podendo abrir uma
nova abordagem terapéutica, pois a terapia atual consiste em restricao dietética
de proteinas.
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Figura 2 — Visdo Global do ensaio cometa
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