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RESUMO 

 

As desordens do metabolismo do propionato, acidemia propiônica 

(PAemia) e acidemia metilmalônica (MMAemia), são doenças hereditárias, 

autossômicas recessivas, bioquimicamente caracterizadas pelo acúmulo 

predominante dos ácidos propiônico (PA) e metilmalônico (MMA), 

respectivamente, nos tecidos e fluidos biológicos dos indivíduos afetados. Esses 

distúrbios comprometem o catabolismo dos aminoácidos isoleucina, valina, 

metionina e treonina, ácidos graxos com número ímpar de átomos de carbono e 

colesterol. Estas alterações no metabolismo levam a episódios de acidose 

metabólica grave no período neonatal, hiperamonemia, hipo/hiperglicemia, além 

de manifestações neurológicas, como letargia, hipotonia, convulsões e atraso no 

desenvolvimento psicomotor. O tratamento dessas acidemias orgânicas consiste 

na restrição da ingestão de proteínas e dos aminoácidos precursores do 

propionato, suplementada com uma fórmula semi-sintética contendo aminoácidos 

essenciais e L-carnitina. Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado que os ácidos 

propiônico e metilmalônico estimulam a oxidação lipídica e protéica e reduzem as 

defesas antioxidantes em cérebro de ratos. Entretanto, os efeitos oxidantes 

desses ácidos orgânicos sobre o DNA e a ocorrência de estresse oxidativo em 

pacientes com desordens do metabolismo do propionato têm sido pouco 

investigados. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o dano oxidativo a 

proteínas e a lipídios, bem como a atividade da enzima butirilcolinesterase em 

pacientes com PAemia e MMAemia, avaliando o efeito do tratamento com L-

carnitina e dieta hipoprotéica sobre esses parâmetros e investigar o efeito in vitro 

dos ácidos propiônico e metilmalônico sobre o dano ao DNA, na presença e 

ausência de L-carnitina. Para tanto, foram utilizadas amostras de plasma e urina 

de pacientes com essas desordens obtidas no momento do diagnóstico e durante 

o tratamento com L-carnitina (100 mg/Kg/dia) e dieta hipoprotéica. Os resultados 

demonstraram um aumento significativo nas concentrações plasmáticas de 

malondialdeído e de proteínas carboniladas, e nas concentrações urinárias de di-
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tirosina e isoprostanos, bem como uma redução significativa de tióis totais e da 

capacidade antioxidante, no plasma e urina respectivamente, de pacientes com 

PAemia e MMAemia no momento do diagnóstico dessas doenças. Por outro lado, 

os pacientes com PAemia e MMAemia em tratamento com dieta hipoprotéica, L-

carnitina e fórmula semi-sintética de aminoácidos apresentaram concentrações 

significativamente menores de malondialdeído, proteínas carboniladas, 

isoprostanos e di-tirosina em relação aos pacientes não-tratados. Além disso, foi 

observada uma relação inversa entre as concentrações plasmáticas de L-carnitina 

livre (r= -0,67, p<0,05) e total (r= -0,66, p<0,05) com as concentrações de 

malondialdeído, bem como entre os marcadores urinários de dano oxidativo e as 

concentrações de carnitina total e livre. Na continuidade do trabalho, foi 

investigado o efeito in vitro da L-carnitina, em concentrações detectadas no 

sangue de pacientes com PAemia e MMAemia não-tratados (30 µM) e tratados 

(60-150 µM), sobre o dano ao DNA em leucócitos periféricos humanos saudáveis 

induzido pelos ácidos propiônico e metilmalônico, através do ensaio do cometa. 

Os resultados desse estudo demonstraram que os ácidos propiônico (2-5 mM) e 

metilmalônico (0,5-5 mM) foram capazes de estimular significativamente in vitro o 

dano ao DNA quando comparado ao grupo controle. O tratamento in vitro com L-

carnitina reduziu significativamente os índices de dano ao DNA induzidos por PA e 

MMA 5 mM, de maneira dose-dependente. Ainda, o tratamento com L-carnitina 

evitou a indução de dano classes 3 e 4 pelo MMA, e a concentração de 150 µM de 

L-carnitina preveniu os efeitos lesivos de ambos os ácidos sobre o DNA. Por 

último, foi investigada a atividade da enzima butirilcolinesterase e as 

concentrações de malondialdeído no plasma de pacientes com desordens do 

metabolismo do propionato não-tratados (no momento do diagnóstico) e em uso 

de L-carnitina e dieta hipoprotéica. Os resultados encontrados mostraram que a 

atividade da butirilcolinesterase está significativamente reduzida, enquanto as 

concentrações de malondialdeído estão aumentadas no plasma dos pacientes no 

diagnóstico. Por outro lado, pacientes em tratamento apresentaram concentrações 

de malondialdeído e atividade da butirilcolinesterase estatisticamente similar ao 

grupo controle. Também foi observada uma correlação negativa significativa entre 
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a atividade da enzima e as concentrações de malondialdeído no plasma dos 

pacientes afetados. Concluindo, os resultados desse trabalho permitem inferir que 

o tratamento com L-carnitina e dieta hipoprotéica é capaz de conferir proteção 

contra o dano oxidativo a biomoléculas (lipídios, proteínas e DNA) e a redução da 

atividade da enzima butirilcolinesterase que podem contribuir, ao menos em parte, 

na fisiopatogenia das desordens do metabolismo do propionato.    
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ABSTRACT 

The disorders of propionate metabolism, propionic acidemia (PAemia) and 

methylmalonic acidemia (MMAemia), are inherited autosomal recessive diseases, 

biochemically characterized by the predominat accumulation of propionic acid (PA) 

and methylmalonic acid (MMA), respectively, in tissues and biological fluids of 

affected individuals. These disorders impair the catabolism of amino acids 

isoleucine, valine, methionine and threonine, odd-chain fatty acids and cholesterol. 

These alterations in the metabolism lead to severe metabolic acidosis in the 

neonatal period, with hyperammonemia, hypo/hyperglycemia and neurological 

manifestations, such as lethargy, hypotonia, seizures, and delayed psychomotor 

development. The treatment of these organic acidemias consists of a low-protein 

diet, restricted in amino acids precursors of propionate, supplemented with a semi-

synthetic formula containing essential amino acids and L-carnitine. In vitro and in 

vivo studies have demonstrated that methylmalonic and propionic acids stimulate 

lipid and protein oxidation and reduce antioxidant defenses in rat brain. However, 

the oxidant effects of these organic acids on DNA and the occurrence of oxidative 

stress in patients with disorders of propionate metabolism have been poorly 

investigated. So, the objective of the present study was to investigate lipid and 

protein oxidative damage, as well as the butyrylcholinesterase activity in patients 

with PAemia MMAemia, verifing the effect of treatment with L-carnitine and low-

protein diet on these parameters, and to investigate in vitro the effect of propionic 

and methylmalonic acids on DNA damage, in the presence or absence of L-

carnitine. For this purpose, plasma and urine samples were obtained from patients 

with Paemia and MMAemia at the moment of diagnosis and during the treatment 

with L-carnitine (100 mg/Kg/day) and low-protein diet. The results demonstrated a 

significant increase of malondialdehyde plasma concentrations and carbonylated 

proteins, and of urinary concentrations of di-tyrosine and isoprostanes, as well as a 

significant reduction of total sulfhydryl groups and the antioxidant capacity, in 

plasma and urine, respectively, from patients with PAemia and MMAemia at 

diagnosis. On the other hand, patients with PAemia and MMAemia under treatment 
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with L-carnitine, low-protein diet and amino acids semi-synthetic formula presented 

a significant reduction of malondialdehyde, protein carbonyl groups, isoprostanes 

and di-tyrosine in relation to untreated patients. Furthermore, it was observed an 

inverse correlation between free (r= -0,67, p<0,05) and total (r= -0,66, p<0,05) 

plasma L-carnitine concentrations and the malondialdehyde levels, as well as 

between the urinary biomarkers of oxidative damage and the free and total L-

carnitine concentrations. Subsequently, it was investigated the in vitro effect of L-

carnitine, at concentrations detected in blood of untreated (30 µM) and treated 

patients with PAemia and MMAemia (60-150 µM) on DNA damage induced by 

propionic and methylmalonic acids in human healthy peripheral leukocytes, using 

the comet assay. The results of this study showed that propionic (2-5 mM) and 

methylmalonic (0.5-5 mM) acids were able to significantly stimulate in vitro DNA 

damage index (DI) when compared to the control group. In vitro treatment with L-

carnitine significantly reduced DNA damage induced by 5 mM PA and MMA, in a 

concentration-dependent manner. Furthermore, L-carnitine prevented cells with 

damage classes 3 and 4 induced by 5 mM MMA, and the dose of 150 µM of this 

compound prevented the harmful effects on DNA by both acids. Finally, it was 

investigated the butyrylcholinesterase activity and the malondialdehyde 

concentrations in plasma from patients with disorders of propionate metabolism at 

diagnosis and under therapy with L-carnitine and low-protein diet. The found 

results showed that the butyrylcholinesterase activity is significantly reduced, 

whereas the malondialdehyde concentrations are increased in plasma from 

patients at diagnosis. On the other hand, patients under treatment presented 

malondialdehyde levels and butyrylcholinesterase activity statistically similar to 

controls. It was also observed a significant negative correlation between this 

enzyme activity and the malondialdehyde concentrations in plasma from the 

affected patients. In conclusion, these results allow to suggest that the treatment 

with L-carnitine and protein restricted diet may offer protection against the oxidative 

damage to biomolecules (lipids, proteins and DNA) and the reduced 

butyrylcholinesterase activity that may contribute, at least in part, to the 

pathophysiology of the disorders of propionate metabolism.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

 

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 

 

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi utilizado pela primeira vez 

em 1908 pelo inglês Archibal Garrod, quando observou que indivíduos portadores 

de alcaptonúria, na sua maioria filhos de pais consanguíneos, excretavam na urina 

quantidades aumentadas de ácido homogentísico. Baseado na observação de que 

o ácido homogentísico era produzido a partir do catabolismo da tirosina, Garrod 

propôs que o acúmulo ocorria devido a um bloqueio na rota de degradação dessa 

molécula e sugeriu o caráter mendeliano recessivo para explicar a acentuada 

prevalência em irmãos (Waber, 1990; Scriver et al., 2001). Em 1945, Beadle 

demonstrou que a síntese protéica está intimamente relacionada a genes 

específicos, permitindo explicar a causa de mutações nos genes das enzimas 

envolvidas (Mueller e Young, 1995).   

Os EIM ocorrem devido a mutações genéticas que resultam em 

anormalidades na síntese de uma proteína, geralmente uma enzima, alterando as 

suas funções. Tal alteração leva a um bloqueio de uma determinada via 

metabólica, com consequente acúmulo de substratos da enzima deficiente e 

derivados deles, bem como diminuição da síntese do produto. Dependendo da 

rota afetada, esse bloqueio repercute de maneira clínica muito variável, sendo 

geralmente de sintomatologia grave e muitas vezes letal. A tabela 1 apresenta as 

manifestações clínicas e laboratoriais mais frequentes nos EIM. Além de enzimas, 

os EIM podem ocorrer devido à função deficiente de outras proteínas, como 

proteínas transportadoras, receptores, fatores de coagulação e transcrição, entre 

outros (Scriver et al., 2001).  
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Tabela 1. Principais manifestações clínicas e laboratoriais dos erros inatos do 

metabolismo no período neonatal (Burton, 1987).  

 

Manifestações clínicas Manifestações laboratoriais 

� Vômitos 

� Diarréia 

� Letargia 

� Coma 

� Convulsões 

� Hipotonia muscular 

� Hepatomegalia 

� Deficiência de crescimento 

� Dificuldade alimentar 

� Dificuldade respiratória e apnéia 

� Anormalidades oculares 

� Dismorfias 

� Acidose metabólica 

� Hipoglicemia 

� Hiperamonemia 

� Elevação de transaminases 

� Trombocitopenia 

� Neutropenia 

� Anemia 

� Presença de substâncias 

redutoras na urina 

 

Os EIM correspondem cerca de 10% do total de doenças genéticas, 

sendo descritos aproximadamente 500 distúrbios envolvendo defeitos de síntese, 

degradação, transporte ou armazenamento de moléculas no organismo (Gimenez-

Sanchez et al., 2001).  

Em 2001, Saudubray e Charpentier classificaram os EIM em três grandes 

grupos:  

a) Doenças cujos sintomas são devidos a uma deficiência na produção ou 

utilização de energia que ocorre no fígado, miocárdio, músculos, encéfalo ou 

outros tecidos. Este grupo pode ser dividido em defeitos do metabolismo 

mitocondrial ou citoplasmático. Os defeitos mitocondriais incluem as acidemias 

láticas congênitas, os defeitos na oxidação de ácidos graxos ou no metabolismo 

respiratório mitocondrial. Os transtornos citoplasmáticos incluem defeitos na 

glicólise, no metabolismo do glicogênio, os hiperinsulinismos, as anomalias no 

metabolismo da creatinina, entre outros. Os sinais comuns deste grupo 
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compreendem hipoglicemia, hiperlacticemia, hepatomegalia, hipotonia 

generalizada intensa, cardiomiopatia e morte súbita.   

b) Distúrbios na síntese ou degradação de macromoléculas complexas: 

caracterizam-se, na sua maioria, pela deficiência de proteínas relacionadas com o 

complexo de Golgi ou lisossomos, acarretando no acúmulo de macromoléculas 

em tecidos específicos e manifestando-se, geralmente, de forma crônica e 

progressiva. Fazem parte desse grupo as doenças lisossômicas de depósito (ex: 

doença de Gaucher, mucopolissacaridoses, etc.), as doenças peroxissomais (ex: 

adrenoleucodistrofia ligada ao X, doença de Refsum, etc.) e os erros congênitos 

da síntese de colesterol.  

c) Erros inatos do metabolismo intermediário: caracterizam-se por defeitos 

no metabolismo intermediário de moléculas pequenas, levando a um acúmulo de 

componentes tóxicos próximos ao bloqueio metabólico. Os pacientes afetados por 

esses distúrbios alternam períodos livres de sintomas com sinais clínicos de 

“intoxicação”, que podem ser agudos (vômitos, coma, insuficiência hepática, 

complicações tromboembólicas) ou crônicos (atraso no desenvolvimento, retardo 

mental, cardiomiopatia, etc.). Os episódios de crise metabólica são geralmente 

precedidos por condições de catabolismo acelerado, tais como febre, cirurgias, 

infecções, jejum e ingesta de alimentos. Pertencem a esse grupo as 

aminoacidopatias (ex: fenilcetonúria, tirosinemia, homocistinúria, etc.), as 

acidemias orgânicas (ex: acidemia propiônica, metilmalônica, isovalérica, etc.), os 

defeitos do ciclo da uréia (ex: citrulinemia, argininemia, etc.) e as porfirias.   

Alguns estudos que investigaram a incidência relativa dos vários grupos 

de EIM revelaram que dois terços destes distúrbios correspondem às 

aminoacidopatias e acidemias orgânicas, sendo outro terço correspondente a 

todas as outras doenças (Hoffmann, 1994).  Para a maioria dessas desordens, o 

prognóstico é dependente do diagnóstico precoce e instituição de uma terapia 

adequada. Quando isso não é possível, a ocorrência de novos casos pode ser 

evitada pelo aconselhamento genético a casais de risco (Burton, 1998).   
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Este trabalho tratará de dois erros inatos do metabolismo pertencentes ao 

grupo das acidemias orgânicas, a acidemia propiônica (PAemia) e a acidemia 

metilmalônica (MMAemia), as quais são chamadas, em conjunto, de desordens do 

metabolismo do propionato.  

 

1.2 DESORDENS DO METABOLISMO DO PROPIONATO: ACIDEMIA 

PROPIÔNICA E ACIDEMIA METILMALÔNICA 

 

Nos mamíferos, a maior parte do propionil-CoA é gerada pelo catabolismo 

dos aminoácidos isoleucina, valina, metionina e treonina, dos ácidos nucléicos 

timina e uracila, pela β-oxidação de ácidos graxos com número ímpar de átomos 

de carbono e pela degradação da cadeia lateral do colesterol (Ogier et al., 1990; 

Fenton et al., 2001), que ocorre no músculo, fígado, rim, cérebro e muitos outros 

órgãos. Para ser utilizado como fonte energética, o propionil-CoA deve ser 

inicialmente carboxilado a D-metilmalonil-CoA, pela enzima propionil-CoA 

carboxilase, o qual é convertido à configuração L pela metilmalonil-CoA racemase. 

O substrato L-metilmalonil-CoA sofre uma reação de isomerização catalisada pela 

enzima metilmalonil-CoA mutase, produzindo succinil-CoA, que é utilizado no ciclo 

de Krebs para produção de ATP (figura 1) (Fenton et al., 2001).   

A PAemia é uma doença autossômica recessiva, causada pela atividade 

deficiente da enzima propionil-CoA carboxilase (EC 6.4.1.3), cuja prevalência é 

estimada em 1:40.000 recém nascidos vivos. Esta enzima mitocondrial é 

composta por duas subunidades, α e β, codificadas, respectivamente, pelos genes 

PCCA do cromossomo 13 e PCCB do cromossomo 3, e requer como cofatores 

biotina e Mg+2, que se encontram ligados exclusivamente à subunidade α. Já 

foram descritas cerca de 40 mutações no PCCA e 60 no PCCB (Fenton et al., 

2001; Sass et al., 2004; Deodato et al., 2006). 

A atividade deficiente da enzima propionil-CoA carboxilase leva ao 

acúmulo nos tecidos e fluidos biológicos de propionil-CoA e, consequentemente, 

de propionato, o qual pode atingir concentrações entre 2,5 e 5 mM, no plasma e 
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no líquor, e de 11 a 14,5 mol/mg de creatinina na urina dos pacientes afetados 

(Hoffmann et al., 1993). Outros metabólitos como metilcitrato, propionilglicina e 

propionilcarnitina, produzidos pela condensação do propionil-CoA com 

oxaloacetato, glicina e carnitina, respectivamente, além do ácido 3-OH-propiônico 

e de intermediários do catabolismo da leucina (ácido tíglico, tigliglicina, 2-metil-3-

hidroxibutirato, 3-hidroxibutirato e metilmalonato) também podem aparecer em 

concentrações aumentadas, principalmente durante os episódios de crise 

(Chalmers e Lawson, 1982; Fenton et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Metabolismo do propionil-CoA. Adaptado de Fenton et al., 2001.  
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A MMAemia compreende um grupo heterogêneo de desordens do 

metabolismo do metilmalonato e da cobalamina, com uma prevalência aproximada 

de 1:48.000 recém-nascidos vivos (Coulombe et al., 1981; Deodato et al., 2006). 

Aproximadamente 50% dos casos se devem à atividade deficiente da enzima 

metilmalonil-CoA mutase  (EC 5.4.99.2), codificada pelo gene MUT localizado no 

cromosssomo 6. A enzima é um dímero de subunidades idênticas (α2) e requer 

como cofator adenosilcobalamina, uma das formas da vitamina B12 (Nham et al., 

1990; Fenton et al., 2001). Mutações no gene MUT podem resultar na deficiência 

parcial, mut (-), ou total, mut (0), da atividade enzimática (Van Gosen, 2008). Mais 

de 80 mutações para esse gene já foram descritas. Os demais casos de 

MMAemia se devem a defeitos na síntese e ativação (cblA, cblB, cblC, cblD e 

cblE) ou transporte da cobalamina (Fenton et al., 2001).   

Tanto a deficiência da enzima metilmalonil-CoA mutase, como de seu 

cofator, levam ao acúmulo de metilmalonil-CoA e, por conseguinte, de ácido 

metilmalônico nos tecidos dos pacientes, o qual pode atingir concentrações de até 

5 mM, no plasma e no líquor, e de 1.000 – 10.000 mmol/mol de creatina na urina 

dos pacientes (Hoffmann et al., 1993; Manoli e Venditti, 2010). Além do ácido 

metilmalônico, outros metabólitos, característicos da PAemia, também se 

acumulam secundariamente na MMAemia, como os ácidos propiônico, 3-OH-

propiônico, tíglico e metilcítrico (Chalmers e Lawson, 1982; Nyhan et al., 2005).   

As manifestações clínicas da PAemia e da MMAemia são semelhantes e 

normalmente ocorrem na primeira semana de vida, podendo também manifestar-

se mais tardiamente. No período neonatal os sintomas incluem problemas 

gastrointestinais, vômitos, recusa alimentar, desidratação, ataxia, apnéia, 

taquipnéia e hepatomegalia, além de manifestações neurológicas como postura e 

movimentos anormais, hipotonia generalizada, letargia e convulsões. Se não 

forem adequadamente tratados, os pacientes podem progredir até o coma e 

morrerem dentro de poucos dias ou desenvolverem dano neurológico permanente 

(Deodato et al., 2006). 

Nas formas tardias dessas doenças, a apresentação clínica é variável, 

podendo manifestar-se por uma encefalopatia aguda, potencialmente fatal, ou até 
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mesmo por sintomas intermitentes e crônicos, tais como ataxia intermitente, 

distúrbios comportamentais, como, por exemplo, agressividade e déficit de 

atenção, anorexia, vômitos recorrentes, insuficiência renal, bem como atraso no 

crescimento e no desenvolvimento. As crises de descompensação metabólica são 

normalmente desencadeadas por situações de catabolismo acelerado (infecções, 

cirurgias, etc.) ou por ingesta excessiva de proteínas (Fenton et al., 2001; Deodato 

et al., 2006). 

Os achados laboratoriais mais frequentes nesses pacientes são 

cetoacidose metabólica, hiperglicinemia, hiperamonemia, episódios alternados de 

hipo ou hiperglicemia, acidose lática, anemia, leucopenia, trombocitopenia, 

deficiência de carnitina livre, bem como aumento de acilcarnitinas (Lehnert et al., 

1994; Van Gosen, 2008). Os achados neuropatológicos das acidemias 

metilmalônica e propiônica são similares e incluem desmielinização, atrofia 

cerebral, anormalidades na substância branca e nos gânglios basais (Fenton et 

al., 2001; Harting et al., 2008).  

Embora a prevalência da acidemia propiônica e da acidemia 

metilmalônica no Brasil não estejam ainda bem estabelecidas, sabe-se que essas 

duas desordens estão entre as mais frequentes acidemias orgânicas 

diagnosticadas em crianças brasileiras (tabela 2), bem como em outros países 

(Wajner et al., 2009). O diagnóstico consiste, basicamente, na identificação de 

padrões anormais na excreção dos ácidos propiônico e metilmalônico, bem como 

de seus metabólitos, por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas, ou pela análise do perfil de acilcarnitinas no sangue, especificamente 

propionilcarnitina e metilmalonilcarnitina, por espectrometria de massas em 

tandem. Também são observadas outras anormalidades através de cromatografia, 

tais como hiperglicinemia e hiperalaninemia (Ogier de Baulny e Saudubray, 2002; 

Deodato et al., 2006). O diagnóstico definitivo também pode ser realizado através 

da determinação da atividade das enzimas deficientes, propionil-CoA carboxilase 

na PAemia e metilmalonil-CoA mutase na MMAemia, em leucócitos e/ou 

fibroblastos dos pacientes. Além disso, em casos de risco durante a gravidez, o 

diagnóstico pré-natal rápido e confiável pode ser realizado pela medida direta dos 
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metabólitos no líquido aminiótico, ou pela determinação da atividade enzimática 

em cultura de células amnióticas ou biópsia de vilosidades coriônicas (Nyhan et 

al., 2005). A análise molecular tem demonstrado uma variedade de mutações 

causadoras dessas doenças (Worgan et al., 2006; Desviat et al., 2009).    

 

Tabela 2. Acidemias orgânicas diagnosticadas na população pediátrica brasileira 

durante o período de janeiro de 1994 a julho de 2008 (Wajner et al., 2009).  

 

Doenças Número de pacientes (%) 

Número de pacientes analisados 

Número de pacientes diagnosticados 

Acidemias láticas 

Acidemia metilmalônica 

Acidemia glutárica tipo I 

Acidemia propiônica 

Acidúria 3-hidróxi-3-metilglutárica 

Acidúria L-2-hidróxi-glutárica 

Deficiência de múltiplas carboxilases 

Acidemia glutárica tipo II 

Acidemia isovalérica 

Alcaptonúria 

Deficiência de 3-hidróxi-acil-CoA-desidrogenase 

Doença de Canavan 

Acidúria 3-metilglutacônica 

Deficiência de 3-metil-crotonilglicina-CoA carboxilase 

Acidúria D-2-hidróxi-glutárica 

Acidúria D-glicérica 

Deficiência de glutationa sintetase 

Deficiência de 3-cetotiolase 

Deficiência de carnitina palmitoil transferase II 

6866 

218 (3.17%) 

57 (26.1%) 

34 (15.6%) 

33 (15.1%) 

18 (8.26%) 

17 (7.80%) 

9 (4.13%) 

9 (4.13%) 

8 (3.67%) 

7 (3.21%) 

5 (2.29%) 

5 (2.29%) 

4 (1.83%) 

4 (1.83%) 

2 (0.92%) 

1 (0.46%) 

1 (0.46%) 

1 (0.46%) 

1 (0.46%) 

1 (0.46%) 
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1.2.1 Fisiopatogenia  

 

O acúmulo de metabólitos tóxicos nas acidemias propiônica e 

metilmalônica resulta em efeitos inibitórios em várias vias do metabolismo 

intermediário. A inibição do complexo piruvato desidrogenase (Gregersen, 1981), 

da carbamoil fosfato sintase (Filipowicz et al., 2006), da N-acetilglutamato sintase 

(Lehnert et al., 1994) e do sistema de clivagem da glicina em serina pelo propionil-

CoA (Fenton et al., 2001), assim como a  inibição das enzimas piruvato 

carboxilase (Oberholzer et al., 1967), β-hidroxibutirato desidrogenase (Dutra et al., 

1993) e lactato desidrogenase (Saad et al., 2006) pelo metilmalonil-CoA, podem 

explicar alguns achados clínicos observados nessas doenças, como hipoglicemia, 

hiperamonemia, cetoacidose, hiperglicinemia e acidemia lática (Ogier de Baulny e 

Saudubray, 2002).  

Embora o ácido metilmalônico seja predominantemente produzido no 

fígado e nos rins, pequenas quantidades desse metabólito também são geradas 

no cérebro. Assim, é possível que a neurodegeneração observada em pacientes 

com acidemia metilmalônica possa resultar do acúmulo intracerebral desse ácido 

orgânico (Melo et al., 2011). Durante as crises agudas de encefalopatia, os 

pacientes com MMAemia apresentam quantidades aumentadas de ácido lático no 

globo pálido, sugerindo uma inibição in vivo da oxidação mitocondrial do piruvato 

(Trinh et al., 2001). Os efeitos tóxicos do ácido metilmalônico sobre o metabolismo 

mitocondrial e, consequentemente sobre a produção de ATP, têm sido atribuídos à 

inibição de complexos da cadeia respiratória, enzimas do ciclo de Krebs e do 

complexo Na+,K+-ATPase evidenciados através de modelos experimentais da 

doença (Wajner e Coelho, 1997; Brusque et al., 2002; Wyse et al., 2000). Nesse 

sentido, de Keyzer e colaboradores (2009) demonstraram deficiências nos 

complexos da cadeia respiratória em fígado, rins, coração e músculo esquelético 

de pacientes portadores da acidúria metilmalônica. Também foi demonstrado que 

o ácido metilmalônico inibe a enzima creatina quinase mitocondrial em córtex 

cerebral de ratos (Schuck et al., 2004), o que pode estar relacionado à menor 

produção de ATP observada em culturas de células de estriado expostas ao ácido 
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metilmalônico (McLaughlin et al. 1998). Além disso, estudos in vivo e in vitro 

mostram que excitotoxicidade secundária, alterações na fosforilação de proteínas 

do citoesqueleto, diminuição no conteúdo de gangliosídios cerebrais, bem como 

estresse oxidativo podem estar envolvidos na etiologia do dano neurológico 

observado na MMAemia (De Mello et al., 1996; Fighera et al., 1999; Fontella et al., 

2000; Okun et al., 2002; de Almeida et al., 2003; Ribeiro et al., 2005; Wajner et al., 

2004; Fernandes et al., 2011).  

De maneira semelhante, os metabólitos acumulados na PAemia também 

provocam alterações no metabolismo energético cerebral. Foi demonstrado que o 

propionil-CoA e um dos seus derivados, o 2-metilcitrato, inibem enzimas do ciclo 

de Krebs, como a succinil-CoA sintase, citrato sintase, aconitase e isocitrato 

desidrogenase (Morath et al., 2008). Além disso, estudos in vitro e in vivo 

mostraram que o propionil-CoA inibe a atividade dos complexos da α-cetoglutarato 

desidrogenase e piruvato desidrogenase (Schwab et al., 2006), enquanto o 

propionato diminui a captação de corpos cetônicos pelo cérebro e a atividade da 

Na+,K+-ATPase em  cérebro de ratos (Dutra et al. 1991; Wyse et al. 1998; Schwab 

et al. 2006). Em pacientes com acidemia propiônica também foi encontrada 

disfunção mitocondrial caracterizada por deficiências na cadeia respiratória em 

diversos tecidos (Schwab et al., 2006; de Keyzer et al., 2009) e aumento de lactato 

no globo pálido (Burlina et al., 2003). Ainda, foi demonstrado que a injeção 

intraestriatal de ácido propiônico em cérebro de ratos provoca convulsões e dano 

oxidativo proteico através de mecanismos glutamatérgicos (Rigo et al., 2006).  

 

1.2.2 Tratamento  

 

O tratamento dos pacientes portadores de acidemia propiônica ou 

metilmalônica consiste, basicamente, em restringir a alimentação protéica (0,5 a 

1,5 g/Kg/dia) ou, preferencialmente, reduzir a ingestão dos aminoácidos 

precursores do propionato (Thomas et al., 1994). Os episódios de cetoacidose 

devem ser tratados com a retirada total de proteínas da dieta, administração 



 

 

11 

parenteral de bicarbonato de sódio, bem como de soro glicosado para evitar o 

catabolismo. Antibióticos, como a neomicina ou metronidazol, podem ser utilizados 

para diminuir a flora intestinal que contribui para a elevação das concentrações 

plasmáticas de propionato. A hiperamonemia pode ser corrigida com a 

administração de carbamilglutamato (50-100 mg/kg/dia) ou benzoato de sódio 

(150-250 mg por dia). Além disso, o excesso de metabólitos tóxicos pode ser 

eliminado através de diálise peritoneal ou hemodiálise (de Baulny et al., 2005; Van 

Gosen, 2008). 

Outra estratégia terapêutica é a administração dos cofatores das enzimas 

deficientes, biotina (5-20 mg/dia), nos casos de PAemia, e hidroxicobalamina, via 

oral (1-2 mg/dia) ou intramuscular, aos pacientes com as variantes cblA, cblB, 

cblC, cblD e cblE da MMAemia. O transplante de fígado tem sido realizado em 

alguns pacientes com PAemia e MMAemia, na tentativa de corrigir o defeito 

metabólico básico. Entretanto, embora o transplante melhore a qualidade de vida 

dos pacientes, a atividade enzimática em outros órgãos, particularmente no SNC e 

nos rins, não é corrigida e os pacientes permanecem com um alto risco de 

desenvolverem as complicações dessas doenças (Deodato et al., 2006; Van 

Gosen, 2008).  

A L-carnitina possui um papel relevante no tratamento das acidemias 

orgânicas, entre elas a propiônica e metilmalônica. Esta substância é capaz de se 

conjugar e aumentar a excreção dos ácidos orgânicos acumulados nessas 

doenças, através da ação da enzima carnitina aciltransferase, que catalisa a 

formação de ésteres de carnitina, como a propionilcarnitina e metilmalonilcarnitina. 

Além disso, o tratamento com L-carnitina pode resultar em outros efeitos 

bioquímicos benéficos aos pacientes, como a restauração da razão acil-CoA/CoA 

livre intramitocondrial e a correção da deficiência secundária de carnitina (Hoppel, 

2003; Walter, 2003). As doses empregadas variam de 100 a 200 mg/Kg/dia via 

oral ou intravenosa (Saudubray et al., 2006). A L-carnitina (ácido 3-hidróxi-4-(N-

trimetilamônio) butírico) (figura 2) é um componente de baixo peso molecular, 

presente nos mamíferos na forma de carnitina livre e carnitina acilada, que é o 

produto da reação de transferência de grupamentos acil da acil coenzima A (acil-
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CoA). Tipicamente, nos indivíduos saudáveis, aproximadamente 80 a 85% da L-

carnitina está presente em sua forma livre no plasma, correspondendo a 

concentrações de aproximadamente 40 a 50  µmol/L. Cerca de 75% da L-carnitina 

presente no nosso organismo é obtida a partir de fontes dietéticas, que incluem 

principalmente produtos animais, particularmente carne vermelha e laticínios, 

sendo o restante gerado a partir de biossíntese endógena no fígado, rins e 

cérebro, a partir dos aminoácidos precursores, lisina e metionina (Bremer, 1983; 

Hoppel, 2003).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química da L-carnitina. 

 

 

A L-carnitina desempenha um importante papel no metabolismo 

energético, uma vez que essa molécula transporta ácidos graxos de cadeia longa 

presentes no citosol para a matriz mitocondrial, onde são utilizados na produção 

de ATP através da β-oxidação. A L-carnitina também participa na oxidação 

peroxissomal de ácidos graxos, na produção de corpos cetônicos e na oxidação 

de aminoácidos de cadeia ramificada. Devido a sua interação em diversos 

processos bioenergéticos, a L-carnitina assume especial importância em doenças 

associadas com comprometimento metabólico e a deficiência desse composto 

pode provocar efeitos deletérios sobre o SNC (Hoppel, 2003; Virmani e Binienda, 

2004). 

Além dessas funções, nos últimos anos muitos pesquisadores têm 

demonstrado propriedades antioxidantes e antiperoxidativas para a L-carnitina. A 

ação antiperoxidativa da L-carnitina é atribuída a sua capacidade de quelar íons 

Fe+2, evitando a formação de espécies reativas através da reação de Fenton 
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(Reznick et al., 1992; Muthuswamy et al., 2006). Outros estudos mostraram que a 

L-carnitina é capaz de sequestrar algumas espécies reativas do oxigênio, como o 

radical superóxido (Gülçin, 2006), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical 

hidroxila (OH�) (Reznick et al., 1992; Gülçin, 2006; Derin et al., 2004), impedindo 

suas ações oxidantes. A L-carnitina também demonstrou potencial efeito na 

prevenção da peroxidação lipídica e oxidação protéica, no aumento das 

concentrações de glutationa (GSH) e da atividade de enzimas antioxidantes em 

algumas doenças, incluindo a doença de Alzheimer (Rani e Panneerselvam, 2002; 

Abdul e Butterfield, 2007; Gómez-Amores et al., 2007; Tastekin et al., 2007; Sitta 

et al., 2009a).   

 

1.3 RADICAIS LIVRES E ESPÉCIES REATIVAS 

 

Os átomos contêm um núcleo e os elétrons movem-se ao redor desse 

núcleo, usualmente aos pares. Os radicais livres são moléculas ou átomos, 

capazes de uma existência independente, que possuem elétrons não pareados no 

seu orbital mais externo. Esse desemparelhamento de elétrons, situação 

energeticamente instável, confere alta reatividade a essas espécies, fazendo com 

que adquiram uma forte tendência a iniciar reações em cadeia pela retirada de um 

elétron da molécula vizinha para completar seu próprio orbital (Halliwell e 

Gutteridge, 2007).  

Os radicais livres podem ser formados pela perda ou ganho de um elétron 

de um não-radical. Radicais podem também ser formados em um processo de 

fissão homolítica, no qual uma ligação covalente é quebrada e cada elétron do par 

compartilhado permanece com cada um dos átomos envolvidos (Halliwell e 

Gutteridge, 1999a,b).  

O termo espécies reativas do oxigênio (ERO) abrange não somente 

espécies radicalares derivadas do oxigênio, como o ânion superóxido (O2
•-) e o 

radical OH•, mas também espécies não radicalares potencialmente oxidantes, 

como o H2O2, o ozônio (O3), o ácido hipocloroso (HOCl), entre outras. Além 
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destas, existem as espécies reativas do nitrogênio (ERN), representadas 

principalmente pelo óxido nítrico (NO•) e pelo peroxinitrito (ONOO-) (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). O óxido nítrico é um radical livre, gerado nos sistemas 

biológicos pela enzima óxido nítrico sintase, que desempenha um papel 

fundamental na neurotransmissão, na vasodilatação e na resposta imune (Giulivi 

et al., 1998).  Apesar de ser um fraco oxidante, o óxido nítrico pode ser convertido 

a peroxinitrito, ao reagir com o radical superóxido, o qual é capaz de oxidar tióis, 

lipídios e resíduos de aminoácidos em proteínas (Pryor et al., 1994). 

As fontes geradoras de radicais livres podem ser endógenas (subprodutos 

do metabolismo aeróbico) ou exógenas (dieta inadequada, fumo, uso de 

quimioterápicos e outras drogas, exposição à radiação ionizante ou 

eletromagnética, etc.).  A fosforilação oxidativa (síntese de ATP direcionada pela 

transferência de elétrons ao oxigênio) é uma importante fonte geradora de ERO 

(figura 3). Aproximadamente 5% do oxigênio utilizado na cadeia respiratória 

mitocondrial não é completamente reduzido à água, podendo ser convertido em 

intermediários reativos como o H2O2, o O2
•- e o radical OH• (Ames et al., 1993; 

Dröge, 2002).    

Além da cadeia respiratória mitocondrial, o H2O2 também pode ser 

produzido in vivo pela ação de várias enzimas, como NADPH oxidases, 

monoaminoxidase, a glicolato oxidase e a xantina oxidase (Brodie e Reed, 1987; 

Forman, 2007). Embora não seja um radical livre, o H2O2 é capaz de produzir, ao 

reagir com metais de transição como o Fe+2 e o Cu+2, a espécie reativa do 

oxigênio mais danosa, o radical hidroxila, que, ao contrário do ânion O2
•- e do 

H2O2, pode atacar e danificar todas as biomoléculas, incluindo lipídios, proteínas e 

DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

As espécies reativas do oxigênio, em baixas concentrações, são 

indispensáveis em muitos processos fisiológicos, incluindo a regulação da 

sinalização celular, apoptose e defesa do organismo contra agentes infecciosos. 

Entretanto, uma produção excessiva dessas espécies, ou sua remoção 

inadequada, leva a uma condição conhecida como estresse oxidativo, que pode 

ter como consequências a peroxidação lipídica, a oxidação e inativação de 
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proteínas, além de lesões no DNA, podendo levar à perda da função ou, até 

mesmo, à morte celular (Dröge, 2002; Halliwell e Gutteridge, 2007).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Diagrama esquemático da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, 

mostrando a formação de espécies reativas do oxigênio e sua remoção por enzimas 

antioxidantes (Adaptado de Mehta e Li, J. Cereb Blood Flow Metab. 29:1069-1078, 2009).  
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1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES 

 

Pequenas quantidades de ERO são constantemente geradas nos 

organismos aeróbicos em resposta a estímulos internos e externos. Para se 

proteger do dano celular que pode ser provocado por essas espécies, os sistemas 

biológicos desenvolveram diversos mecanismos de defesa (Matés et al., 1999). O 

processo de defesa contra o estresse oxidativo induzido por radicais livres envolve 

mecanismos de reparo, mecanismos físicos e mecanismos antioxidantes (Valko et 

al., 2007).  

Halliwell e Gutteridge definiram um antioxidante como uma substância 

que, quando presente em baixas concentrações em relação a um substrato 

oxidável, significativamente retarda ou previne a oxidação desse substrato. O 

termo “substrato oxidável” inclui todo o tipo de molécula encontrada in vivo 

(Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007).  

As defesas antioxidantes podem atuar impedindo a geração ou 

removendo as espécies reativas formadas, minimizando a viabilidade de formação 

de agentes pró-oxidantes, sequestrando ERO e ERN, sequestrando íons 

metálicos de transição, removendo ácidos graxos peroxidados ou promovendo 

redução enzimática de peróxidos. Esses sistemas de defesa podem ser divididos 

em enzimáticos ou não-enzimáticos (Thomas, 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007). 

Entre os antioxidantes enzimáticos, destacam-se as enzimas superóxido 

dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase. A superóxido 

dismutase (SOD) catalisa a dismutação do ânion superóxido a O2 e a H2O2. Esta 

enzima apresenta três isoformas, a CuZn-SOD, localizada no citosol, lisossomas, 

núcleo e peroxissomas; a Mn-SOD, localizada na matriz mitocondrial e a SOD 

extracelular. O H2O2 pode, por sua vez, ser convertido à água e O2, através da 

reação catalisada pela catalase (CAT), enzima presente, principalmente, nos 

peroxissomos dos hepatócitos. A glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a 

decomposição de hidroperóxidos orgânicos e inorgânicos, através da oxidação da 

glutationa reduzida (GSH) ao dissulfeto correspondente (GSSG). Esta enzima 

contém um resíduo de seleno-cisteína em cada uma das suas quatro 
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subunidades, e sua atividade é mais elevada no fígado e eritrócitos em relação a 

outros tecidos. A glutationa oxidada, produzida pela ação da GSH-Px, retorna à 

sua forma reduzida através da reação catalisada pela glutationa redutase, que 

utiliza NADPH como coenzima (Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007; 

Salvador e Henriques, 2004).  

Os antioxidantes não enzimáticos podem ser representados por 

moléculas sintetizadas no próprio organismo, como a bilirrubina, melatonina, ácido 

úrico, coenzima Q e GSH, ou por compostos obtidos a partir da dieta, como as 

vitaminas A, C e E, carotenóides, flavonóides e polifenóis. O mecanismo de 

atuação desses antioxidantes é bastante diverso, podendo envolver a remoção do 

oxigênio presente no meio, o sequestro de ERO, a prevenção de reações 

formadoras de radicais livres, a quelação de íons metálicos, o reparo do DNA, 

entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2007). O tripeptídeo GSH é um dos mais 

efetivos e abundantes antioxidantes, principalmente no cérebro, onde suas 

concentrações alcançam 1-10 mmol/L. A GSH também mantém o equilíbrio redox 

da célula e inativa EROs (Bast, 1993). No plasma sanguíneo, as defesas 

antioxidantes são representadas pela albumina, bilirrubina, ácido úrico, vitamina E, 

transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina, entre outras moléculas (Halliwell e 

Gutteridge, 2007; Fang et al., 2002).  

 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

As EROs são produtos inevitáveis do metabolismo aeróbico. Nosso 

organismo está, normalmente, em equilíbrio entre a produção e degradação de 

radicais livres, que existem em baixas concentrações em todos os tecidos 

biológicos (Dröge, 2002).  

O termo estresse oxidativo refere-se a um desbalanço entre a produção 

de espécies reativas e as defesas antioxidantes. Esse desequilíbrio resulta de 

situações patológicas que levam a uma diminuição da capacidade antioxidante, ou 

a um aumento na produção de espécies reativas, ou, ainda, combinação de 
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ambos, podendo causar danos a todos os tipos de biomoléculas (DNA, RNA, 

proteínas e lipídios) (Salvador e Henriques, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2007). 

A oxidação lipídica (lipoperoxidação) é um processo fisiológico contínuo 

que ocorre normalmente nas membranas celulares durante sua renovação, além 

de ser essencial na síntese de prostaglandinas, leucotrienos, bem como na 

fagocitose e pinocitose. No entanto, quando esse processo é exarcebado devido a 

uma formação acentuada de espécies reativas, ou por uma insuficiência das 

defesas antioxidantes, podem ocorrer profundas alterações na permeabilidade e 

fluidez das membranas celulares. Isso poderá causar perda de seletividade na 

troca iônica, liberação do conteúdo de organelas e formação de produtos 

citotóxicos como o malondialdeído (MDA) e o 4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE), 

entre outros eventos (Ferreira e Matsubara, 1997).  

Proteínas também podem ser modificadas, em suas ligações peptídicas 

ou na cadeia lateral dos aminoácidos, por ação direta de espécies reativas ou 

pelos produtos da lipoperoxidação (MDA e HNE). A oxidação protéica pode 

resultar na perda da função catalítica ou estrutural da proteína e pode ser 

evidenciada pela formação de grupamentos carbonilas nas cadeias laterais de 

alguns aminoácidos, diminuição de grupamentos tióis (SH) e formação de 

derivados nitrados, como a 3-nitrotirosina (Wajner et al., 2004).  

As espécies reativas de oxigênio, especialmente o radical hidroxila, 

podem rapidamente atacar o DNA celular, provocando uma variedade de lesões, 

tais como oxidação e deleção de bases, modificações do grupamento açúcar, 

formação de ligações cruzadas (base/base ou base/proteína), além de quebras de 

cadeia do DNA (simples ou duplas), que podem resultar em instabilidade 

genômica. As lesões do DNA provocadas por espécies reativas, quando não 

eficientemente reparadas pelos mecanismos de defesa celulares, podem levar à 

morte celular por apoptose ou necrose, erros de transcrição e replicação, indução 

de vias de sinalização celular, entre outros eventos, participando, dessa forma, 

dos estágios de iniciação, promoção e/ou progressão tumoral, além de 

envelhecimento e neurodegeneração (Klaunig et al., 2011; Halliwell e Gutteridge, 

2007).    
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1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E NEURODEGENERAÇÃO 

 

Evidências mostram que o estresse oxidativo desempenha um papel 

importante na fisiopatogenia de um número cada vez maior de doenças, como as 

neoplasias, o diabetes, a aterosclerose, as doenças inflamatórias, além de 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Parkinson, a doença de 

Alzheimer, a esclerose múltipla, a esclerose lateral amiotrófica e alguns erros 

inatos do metabolismo (Reznick e Packer, 1993; Przedborski et al., 1996; Halliwell, 

2006; Valko et al., 2007; Maiese et al., 2007; Wajner et al., 2004).   

Diversos estudos reportaram um aumento nas concentrações de 

biomarcadores de dano oxidativo, bem como concentrações reduzidas de 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos em pacientes com doenças 

neurodegenerativas (Liu et al., 1999; Perry et al., 2003). Além disso, estudos 

demonstraram uma diminuição na atividade do complexo I da cadeia respiratória 

em cérebros postmortem de pacientes com doença de Parkinson, o que contribui 

para uma maior formação de espécies reativas (Gu et al., 1996). Na doença de 

Alzheimer, é possível que o estresse oxidativo tenha um papel chave na morte 

neuronal. Tem sido proposto que o peptídeo β-amilóide possui a capacidade de 

gerar radicais livres espontaneamente. Estudos in vivo evidenciaram um aumento 

nos marcadores de dano oxidativo a proteínas e a lipídios em cérebros humanos 

postmortem de pacientes com doença de Alzheimer (Nourooz-Zadeh et al., 1999; 

Lovell et al., 2000). 

Nesse sentido, é importante salientar que o cérebro é um órgão altamente 

suscetível ao dano oxidativo, devido ao seu alto consumo de oxigênio necessário 

a sua alta demanda energética. Além disso, outros fatores como a presença de 

altas concentrações de neurotransmissores auto-oxidáveis (ex. dopamina, 

serotonina e norepinefrina), o alto grau de insaturação dos ácidos graxos das 

membranas neuronais, os baixos níveis de defesas antioxidantes, as altas 

concentrações de ferro, o fluxo acentuado de cálcio e a considerável quantidade 

de microglia, macrófagos residentes do sistema nervoso que podem produzir O2
•- 
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e H2O2, também contribuem para o aumento dessa vulnerabilidade (Halliwell, 

2006).   

Nos últimos anos, estudos in vitro e in vivo têm sugerido que o estresse 

oxidativo pode contribuir para o desenvolvimento dos achados neurológicos 

observados em alguns erros inatos do metabolismo, como, por exemplo, nas 

acidemias glutárica (Latini et al., 2005), propiônica (Fontella et al., 2000), 

metilmalônica (Fontella et al., 2000; Richard et al., 2007) e isovalérica (Solano et 

al., 2008), nas aminoacidopatias homocistinúria (Matté et al., 2009), tirosinemia 

(Bird et al., 1995; Sgaravatti et al., 2008), fenilcetonúria (Sirtori et al., 2005; Sitta et 

al., 2006) e doença da urina do xarope do bordo (Fontella et al., 2002; Barschak et 

al., 2006) e, também na doença peroxissomal adrenoleucodistrofia ligada ao 

cromossomo X (Deon et al., 2007).   

Nesse sentido, estudos prévios demonstraram que os ácidos propiônico e 

L-metilmalônico estimulam a peroxidação lipídica e a oxidação protéica e reduzem 

as defesas antioxidantes em cérebro de ratos (Fontella et al., 2000; Fighera et al., 

2003; Rigo et al., 2006). Além disso, a administração in vivo de ácido ascórbico, α-

tocoferol e creatina, diminuiu a duração dos episódios convulsivos induzidos pela 

injeção intraestriatal aguda de ácido metilmalônico em ratos, sugerindo que o 

estresse oxidativo possa contribuir para o aparecimento desse sintoma (Fighera et 

al., 1999; Ribeiro et al., 2005). Também foi observado um aumento na atividade da 

MnSOD, bem como diminuição de GSH no fígado de camundongos nocaute para 

o gene mut (Chandler et al., 2009; Murphy et al., 2010), enquanto que em 

camundongos nocaute para a enzima óxido nítrico sintase induzível (NOSII), foi 

observada uma diminuição do estresse oxidativo e das convulsões causadas pela 

administração de MMA, sugerindo o envolvimento de espécies reativas do 

oxigênio e do nitrogênio nos efeitos causados por esse metabólito (Ribeiro et al., 

2009). Ainda, foi observado que o MMA induz morte celular em culturas primárias 

de neurônios corticais e que esse efeito é atenuado pela adição antioxidantes no 

meio de incubação (McLaughin et al., 1998). 

Contribuindo com os achados obtidos nos estudos em animais, foi 

demonstrado que o PA estimula in vitro a produção de ânion superóxido em 
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neutrófilos de seres humanos (Nakao et al., 1998). Também foi verificada uma 

diminuição nos níveis sanguíneos de α-tocoferol e GSH em pacientes com 

acidemia propiônica e metilmalônica, respectivamente (Moyano et al., 1997; 

Treacy et al., 1996). Além disso, Richard e colaboradores (2007) demonstraram 

que fibroblastos de pacientes portadores de MMAemia apresentam um aumento 

significativo no conteúdo intracelular de espécies reativas do oxigênio e no nível 

de expressão da Mn-SOD. Recentemente, Mc Guire e colaboradores (2009) 

observaram um aumento na excreção urinária de isoprostanos e di-tirosina, 

marcadores de oxidação lipídica e protéica, respectivamente, por pacientes com 

PAemia e MMAemia. Ainda, um estudo demonstrou uma melhora significativa na 

neuropatia óptica em um paciente com acidemia metilmalônica em tratamento com 

coenzima Q10 e alfa-tocoferol, dois conhecidos antioxidantes (Pinar-Sueiro et al., 

2010). 

Embora o mecanismo responsável pelo estresse oxidativo nos erros inatos 

do metabolismo não seja totalmente compreendido, é provável que o acúmulo de 

metabólitos tóxicos que ocorre nessas doenças induza a formação excessiva de 

espécies reativas. Além disso, o efeito inibitório de alguns metabólitos sobre os 

complexos da cadeia respiratória e algumas enzimas do metabolismo energético 

pode levar a uma maior produção dessas espécies (Wajner et al., 2004; Indo et 

al., 2007).    

 

1.7 BUTIRILCOLINESTERASE  

 

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor sintetizado na terminação 

nervosa a partir de acetato e colina, por ação da enzima colina-acetiltransferase. 

O efeito da acetilcolina é finalizado pela atividade de colinesterases presentes na 

sinapse (Massoulié, 2002; Mack e Robitzki, 2000). 

Na década de 30, quando os primeiros estudos envolvendo a hidrólise de 

ésteres de colina foram realizados, surgiu a idéia da existência da 

butirilcolinesterase (Stedman et al., 1932). Posteriormente, descobriu-se que havia 
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duas enzimas com atividade colinesterásica, sendo uma dessas específica para o 

neurotransmissor acetilcolina, denominada acetilcolinesterase, enquanto a outra 

catalisava a hidrólise de outros ésteres, denominada butirilcolinesterase (Mendel e 

Rudney, 1943).  

As colinesterases, acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase 

(BuChE), são constituintes ubíquos do sistema colinérgico o qual apresenta 

importante papel na função cognitiva (Everitt e Robins, 1997). Essas enzimas 

diferenciam-se quanto a sua distribuição tecidual, propriedades cinéticas, 

especificidade por substratos sintéticos e naturais e por inibidores seletivos. A 

AChE hidrolisa a acetilcolina em maior velocidade que os ésteres de colina com 

grupos acílicos maiores que o acetato ou propionato. Essa enzima também 

hidrolisa a metacolina e é inibida seletivamente por baixas concentrações de 

vários compostos de amônio bis-quaternário. A butirilcolinesterase, por outro lado, 

hidrolisa outros ésteres de colina além da acetilcolina, como a butirilcolina e a 

succinilcolina (Massoulié et al., 1993). Além disso, a butirilcolinesterase não 

hidrolisa a metacolina e é mais sensível que a acetilcolinesterase à inibição por 

certos agentes organofosforados (Massoulié et al., 1993; Cokugras e Teczan, 

1997).  

A butirilcolinesterase, também conhecida como pseudocolinesterase ou 

colinesterase não específica, está presente no soro, células hematopoiéticas, 

fígado, coração, endotélio vascular, sinapses colinérgicas e também no SNC 

(Mack e Robitzki, 2000). Estudos também mostraram a presença dessa enzima no 

córtex cerebral, hipocampo, amígdala e tálamo, estruturas que possuem um papel 

importante na cognição (Darvesh et al., 1998; Darvesh et al., 2003).  

Tanto a AChE quanto a BuChE pertencem à classe das serina hidrolases. 

Quanto a sua estrutura, a butirilcolinesterase é uma glicoproteína semelhante à 

acetilcolinesterase, apresentando uma folha β central rodeada por α hélices. A 

hidrólise ocorre através de uma tríade catalítica envolvendo um grupamento 

hidroxila de um resíduo de serina, essencial para a atividade enzimática, o grupo 

imidazol de uma histidina, e um ácido glutâmico, carregado negativamente, que se 

liga à porção básica da colina (Darvesh et al., 2003) (figura 4).   
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Figura 4. Sítio ativo da enzima butirilcolinesterase. A tríade catalítica consiste dos 

aminoácidos serina (S), histidina (H) e ácido glutâmico (E). O grupo acil do substrato 

(nessa figura, a acetilcolina) encaixa na porção acil da enzima (A), enquanto o nitrogênio 

quaternário interage com o sítio aniônico que é formado pelo aminoácido triptofano (W). 

Os substratos são guiados em direção ao sítio ativo através da interação com os resíduos 

de ácido aspártico (D) e tirosina (Y) localizados na superfície central do sítio ativo 

(Adaptado de Darvesh et al., Nature Reviews Neuroscience 4:131-138, 2003). 

 

Por muito tempo, a butirilcolinesterase foi considerada uma enzima não 

específica e não essencial para a neurotransmissão colinérgica (Darvesh et al., 

2003). Entretanto, nos últimos anos evidências têm sugerido que a BuChE pode 

atuar como um co-regulador das concentrações de acetilcolina no SNC, uma vez 

que a inibição dessa enzima aumenta de maneira dose-dependente a 

concentração desse neurotransmissor no cérebro (Giacobini, 2000). Na ausência 

da AChE, a BuChE parece substitui-la na manutenção da integridade estrutural e 

fisiológica do sistema colinérgico. Ainda, a BuChE participa da regulação da 

proliferação e diferenciação neuronal durante o desenvolvimento do SNC 

(Mesulam et al., 2002; Darvesh et al., 2003).  
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Estudos mostraram que a BuChE, juntamente com a acetilcolinesterase, 

possui um papel importante na agregação do peptídio β-amilóide e na maturação 

das placas neuríticas características da doença de Alzheimer (Gómez-Ramos e 

Morán, 1997). Além disso, as atividades das colinesterases parecem estar 

associadas às alterações cognitivas encontradas nesses pacientes (Law et al., 

2001).  

Recentemente, foi demonstrado que a atividade da BuChE está alterada no 

soro de ratos com hiperprolininemia, hiperargininemia e hiperhomocisteinemia 

(Wyse et al., 2004; Stefanello et al., 2005; Delwing et al., 2005). Considerando que 

a BuChE sérica tem sido considerada um marcador periférico do sistema 

colinérgico central, é possível que a atividade alterada dessa enzima possa estar 

relacionada com as manifestações neurológicas observadas nessas desordens 

(Fossi et al., 1992). Ainda, foi demonstrado um efeito protetor da administração de 

antioxidantes, tais como as vitaminas E e C, na prevenção da inibição da BuChE 

(Delwing-de Lima et al., 2010). Outros trabalhos têm demonstrado a existência de 

uma correlação inversa entre marcadores da peroxidação lipídica e a atividade da 

BuChE no soro de pacientes portadores de algumas doenças, tais como diabetes 

gestacional, e em pacientes hemodialisados (Garcia et al., 2008; Omu et al., 

2010). Em conjunto, esses achados sugerem que uma produção aumentada de 

espécies reativas pode contribuir para a alteração da atividade da BuChE em 

diferentes patologias.  
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2 OBJETIVOS 

  

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Baseando-se na hipótese de que o dano oxidativo a biomoléculas pode 

ocorrer nas desordens do metabolismo do propionato (acidemia propiônica e 

acidemia metilmalônica) como consequência do acúmulo de metabólitos tóxicos 

que ocorre nessas doenças, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do 

tratamento com L-carnitina sobre o estresse oxidativo e a atividade da enzima 

butirilcolinesterase em fluidos biológicos (plasma e urina) de pacientes portadores 

dessas doenças, bem como avaliar o efeito in vitro deste composto sobre o dano 

ao DNA induzido pelos ácidos propiônico e metilmalônico.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS   

 

2.2.1 Avaliar parâmetros de estresse oxidativo no plasma e urina de pacientes 

com PAemia e MMAemia, no momento do diagnóstico e ao longo do tratamento 

com L-carnitina e dieta hipoprotéica.   

 

2.2.2 Correlacionar as concentrações de carnitina total, livre e esterificada com os 

parâmetros de dano oxidativo avaliados nos dois grupos de pacientes com 

PAemia e MMAemia, não-tratados (grupo diagnóstico) e em tratamento com L-

carnitina.  

 

2.2.3 Avaliar o efeito in vitro dos ácidos propiônico (PA) e L-metilmalônico (MMA), 

isolado ou na presença de L-carnitina, sobre o dano ao DNA em leucócitos 

humanos através do ensaio cometa.  
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2.2.4 Avaliar a atividade da enzima butirilcolinesterase e sua relação com o dano 

oxidativo a lipídios, no plasma de pacientes com desordens do metabolismo do 

propionato no momento do diagnóstico dessas doenças e durante o tratamento 

com L-carnitina e dieta hipoprotéica.  
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3. CAPÍTULO 1: REDUCTION OF LIPID AND PROTEIN DAMAGE IN PATIENTS 

WITH DISORDERS OF PROPIONATE METABOLISM UNDER TREATMENT: A 

POSSIBLE PROTECTIVE ROLE OF L-CARNITINE SUPPLEMENTATION. 

 

Artigo publicado no periódico International Journal of Developmental 

Neuroscience 28 (2010) 127-132.  
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As desordens do metabolismo do propionato (acidemia propiônica e 

acidemia metilmalônica) são doenças autossômicas recessivas clinicamente 

caracterizadas por crises metabólicas agudas no período neonatal e 

manifestações neurológicas cuja fisiopatologia não está totalmente elucidada. 

Evidências na literatura têm demonstrado propriedades antioxidantes para a L-

carnitina, que é utilizada no tratamento de pacientes com acidemia propiônica e 

metilmalônica para aumentar a excreção dos ácidos orgânicos acumulados. Neste 

capítulo foram avaliados marcadores de dano oxidativo a lipídios (dosagem de 

malondialdeído) e a proteínas (dosagem de proteínas carboniladas e tióis totais) 

em amostras de plasma de pacientes com acidemia propiônica e metilmalônica 

obtidas no momento do diagnóstico dessas doenças e ao longo do tratamento 

com L-carnitina (100mg/Kg/dia) e dieta hipoprotéica. A dosagem desses 

marcadores também foi correlacionada com as concentrações plasmáticas de L-

carnitina total, livre e esterificada. Foi verificado um aumento significativo nas 

concentrações de malondialdeído e de proteínas carboniladas, bem como uma 

redução significativa de tióis totais, no plasma dos pacientes não-tratados em 

relação ao grupo controle. Por outro lado, os pacientes em tratamento 

apresentaram uma marcante redução na dosagem de proteínas carboniladas e de 

malondialdeído em relação aos pacientes no momento do diagnóstico. Além disso, 

foi verificada uma correlação negativa significativa entre os níveis de 

malondialdeído e as concentrações plasmáticas de L-carnitina total e livre. 

Analisados em conjunto, os resultados encontrados indicam que o tratamento 

preconizado reduz significativamente o dano oxidativo a proteínas e a lipídios nos 

pacientes portadores de desordens do metabolismo do propionato e que a 

suplementação com L-carnitina pode estar envolvida neste efeito protetor.  

 

Ribas GS, Manfredini V, de Mari JF, Wayhs CY, Vanzin CS, Biancini GB, Sitta A, Deon M, Wajner 

M, Vargas CR. Reduction of lipid and protein damage in patients with disorders of propionate 

metabolism under treatment: a possible protective role of L-carnitine supplementation. Int J Dev 

Neurosci. 28(2):127-32, 2010.  
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CAPÍTULO 2: OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN URINE FROM PATIENTS 

WITH DISORDERS OF PROPIONATE METABOLISM: A BENEFICIAL EFFECT 

OF L-CARNITINE SUPPLEMENTATION 

 

Artigo publicado no periódico Cellular and Molecular Neurobiology 32 (2012) 

77-82 
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3. CAPÍTULO 3: PREVENTION BY L-CARNITINE OF DNA DAMAGE INDUCED 

BY PROPIONIC AND L-METHYLMALONIC ACIDS IN HUMAN PERIPHERAL 

LEUKOCYTES IN VITRO 

 

Artigo publicado no periódico Mutation Research/ Genetic Toxicology and 

Environmental Mutagenesis 702 (2010) 123-128. 
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3. CAPÍTULO 4: REDUCTION OF BUTYRYLCHOLINESTERASE ACTIVITY IN 

PLASMA FROM PATIENTS WITH DISORDERS OF PROPIONATE 

METABOLISM IS PREVENTED BY TREATMENT WITH L-CARNITINE AND 

PROTEIN RESTRICTION.  

 

Artigo publicado no periódico Clinical Biochemistry 45 (2012) 77-81 
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Nos últimos anos, estudos têm demonstrado que o estresse oxidativo 

pode estar relacionado às alterações na neurotransmissão colinérgica que ocorre 

em modelos animais de alguns erros inatos do metabolismo (Wyse et al., 2004). A 

butirilcolinesterase (BuChE), ou pseudocolinesterase, tem sido considerada um 

marcador periférico do sistema colinérgico central, por atuar como um co-

regulador dos níveis de acetilcolina e, ainda, por participar da regulação da 

proliferação e diferenciação neuronal durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso central. Neste capítulo nós avaliamos a atividade da enzima 

butirilcolinesterase e os níveis de malondialdeído (MDA), um produto final da 

peroxidação lipídica, em amostras de plasma de pacientes portadores de 

desordens do metabolismo do propionato, antes e após o tratamento com L-

carnitina (100mg/Kg/dia) e dieta hipoprotéica. Foi verificada uma redução 

significativa da atividade da BuChE, bem como um aumento nas concentrações de 

MDA no plasma dos pacientes não-tratados em relação ao grupo controle. Por 

outro lado, os pacientes em tratamento com L-carnitina e dieta hipoprotéica 

apresentaram uma dosagem de MDA e atividade da BuChE estatisticamente 

semelhante aos controles. Além disso, a atividade da BuChE apresentou uma 

correlação negativa significativa com as concentrações de MDA nos pacientes 

portadores dessas desordens. Em conclusão, estes resultados sugerem que uma 

formação aumentada de espécies reativas pode estar envolvida com a redução da 

atividade da BuChE nas desordens do metabolismo do propionato, possivelmente 

contribuindo para a fisiopatologia dessas doenças, e que o tratamento com L-

carnitina e dieta hipoproteica é capaz de prevenir esta alteração.   

 

Ribas GS, Scherer EB, Ferreira AG, Schmitz F, Wyse AT, Rodrigues D, Nascimento S, Garcia SC, 

Wajner M, Vargas CR. Reduction of butyrylcholinesterase activity in plasma from patients with 

disorders of propionate metabolism is prevented by treatment with L-carnitine and protein 

restriction. Clin Biochem. 45(1-2):77-81, 2012.  
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 

 

 

As acidemias propiônica e metilmalônica são doenças hereditárias, 

autossômicas recessivas, que comprometem o catabolismo dos aminoácidos 

valina, isoleucina, metionina e treonina, dos ácidos graxos de cadeia ímpar e do 

colesterol. Bioquimicamente, os pacientes afetados com PAemia e MMAemia 

apresentam elevadas concentrações séricas e urinárias dos ácidos propiônico e 

metilmalônico, respectivamente, bem como de outros metabólitos do PA (ácidos 3-

OH-propiônico e metilcítrico, propionilglicina e propionilcarnitina), além de severa 

acidose metabólica, acidemia lática, cetose/cetonúria e hiperamonemia, podendo 

levar ao óbito nos primeiros dias de vida. Sintomas neurológicos como hipotonia, 

letargia, encefalopatia, convulsões e graus variáveis de retardo mental e 

psicomotor também são observados nessas desordens, sugerindo que os 

mecanismos envolvidos no dano cerebral dessas doenças ainda precisam ser 

melhor investigados (de Mattos-Dutra et al., 1998; Fenton et al., 2001).   

Nesse sentido, estudos in vitro e in vivo têm sugerido que excitotoxicidade 

secundária, inibição do metabolismo energético e produção de radicais livres 

causadas pelo excesso de propionato e metilmalonato podem estar relacionadas 

com o dano neurológico característico das acidemias propiônica e metilmalônica, 

respectivamente (de Mattos-Dutra et al., 2000; Fontella et al., 2000). Vasques e 

colaboradores (2006) mostraram que as alterações comportamentais induzidas 

pela administração de MMA em hipocampo de ratos podem ser prevenidas por 

creatina, sugerindo um possível comprometimento do metabolismo energético 

cerebral pelo MMA. Outros autores também demonstraram que o MMA inibe in 

vitro a atividade das enzimas succinato desidrogenase, β-hidroxibutirato 

desidrogenase e lactato desidrogenase, além de complexos da cadeia respiratória 

de elétrons e a Na+,K+-ATPase (Brusque et al., 2002; Dutra et al., 1993; Saad et 

al., 2006; Pettenuzzo et al., 2006; Wyse et al., 2000) em cérebro de ratos, levando 
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a uma diminuição na produção de CO2 e ATP, além de maior consumo de 

oxigênio e produção de ácido lático (Wajner et al., 1992; Royes et al., 2003; 

Toyoshima et al., 1995).  

O ácido propiônico, presente em altas concentrações nos tecidos e fluidos 

biológicos de pacientes com PAemia, também apresenta efeitos tóxicos sobre o 

sistema nervoso central. Esses efeitos são atribuídos em parte à hiperamonemia, 

provocada pela inibição da enzima N-acetilglutamato sintase (Coude et al., 1979), 

comprometimento do metabolismo energético mitocondrial, através de seus efeitos 

inibitórios sobre o ciclo de Krebs (Evangeliou et al., 1985; Schwab et al., 2006; 

Brock e Buckel, 2004) e fosforilação oxidativa (Schwab et al., 2006). Severa 

disfunção mitocondrial, com inibição dos complexos I-IV da cadeia respiratória, foi 

demonstrada em tecidos de biópsia muscular de pacientes com PAemia (Schwab 

et al., 2006).   

Nos últimos anos, muitas patologias humanas, como neoplasias, diabetes, 

aterosclerose, doenças inflamatórias crônicas e cardiovasculares, têm sido 

associadas com os efeitos danosos provocados pelas espécies reativas (Salvador 

e Henriques, 2004; Valko et al., 2007; Maiese et al., 2007). O cérebro é um órgão 

especialmente sensível ao dano oxidativo, devido ao seu elevado consumo de 

oxigênio, níveis relativamente baixos de defesas antioxidantes, presença de 

grandes quantidades de ácidos graxos poliinsaturados nas membranas neuronais, 

entre outros fatores (Halliwell, 2006). Dessa forma, o estresse oxidativo também 

possui um papel relevante na fisiopatogenia de doenças neurodegenerativas, 

como a doença de Parkinson, doença de Alzheimer, esclerose múltipla, esclerose 

lateral amiotrófica e epilepsia (Reznick e Packer, 1993; Ben-Menachem et al., 

2000; Halliwell, 2006).   

Levando em consideração esses aspectos, pesquisas vêm sendo 

realizadas na área de erros inatos do metabolismo no intuito de investigar se o 

estresse oxidativo pode estar relacionado com as manifestações neurológicas 

características desses distúrbios, visando buscar novas estratégias terapêuticas 

que proporcionem maior expectativa e melhor qualidade de vida aos pacientes.  

Dessa forma, estudos in vitro e in vivo têm demonstrado que os metabólitos 
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acumulados em algumas aminoacidopatias e acidemias orgânicas podem 

promover um desequilíbrio redox nas células, aumentando a produção de 

espécies reativas e/ou alterando a qualidade ou quantidade dos antioxidantes 

teciduais (Wajner et al., 2004).  

Sgaravatti e colaboradores (2008, 2009) mostraram que as altas 

concentrações de tirosina estimulam, in vitro, a oxidação lipídica e reduzem as 

concentrações de antioxidantes não enzimáticos em córtex cerebral de ratos. 

Resultados semelhantes foram encontrados em cérebro de ratos para os 

metabólitos acumulados na Doença do Xarope do Bordo (DXB) (Fontella et al., 

2002; Bridi et al., 2005). Ainda no que se refere às aminoacidopatias, Kienzle 

Hagen e colaboradores (2002) mostraram que a lipoperoxidação está aumentada 

e que o potencial antioxidante total (TRAP) está diminuído em cérebro de ratos 

hiperfenilalaninêmicos.  

A ocorrência de estresse oxidativo em pacientes portadores de DXB e de 

fenilcetonúria está sendo cada vez mais confirmada. Pacientes com DXB 

apresentam, no plasma, elevadas concentrações de espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), indicando um aumento da lipoperoxidação, bem como uma 

diminuição da reatividade antioxidante total (TAR), antes e durante o tratamento 

dietético. Além disso, pacientes com DXB em tratamento apresentam uma 

importante redução da atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) em 

seus eritrócitos, bem como dos níveis plasmáticos de selênio, que é o cofator 

dessa enzima antioxidante (Barschak et al., 2006, 2007, 2008). Pacientes com 

fenilcetonúria também apresentam, no plasma, aumento da lipoperoxidação, bem 

como diminuição da reatividade antioxidante total e da atividade da GSH-Px, antes 

e durante o tratamento. Além disso, pacientes com fenilcetonúria com boa 

aderência ao tratamento apresentam deficiência de carnitina no plasma que 

parece estar correlacionada com o aumento da lipoperoxidação e diminuição do 

TAR nesses pacientes. Ainda, foram demonstrados elevados índices de dano ao 

DNA de leucócitos periféricos em pacientes fenilcetonúricos, especialmente 

naqueles com elevados níveis de fenilalanina plasmática (Sirtori et al., 2005; Sitta 

et al., 2006, 2009a,b).  
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Os ácidos orgânicos, entre eles os ácidos propiônico e metilmalônico, 

também apresentam potencial de induzir dano oxidativo às células. Os ácidos 3-

metilglutacônico, 3-metilglutárico e 3-hidróxi-isovalérico, acumulados na acidúria 3-

metilglutacônica, bem como o ácido 3-hidróxi-3-metilglutárico, acumulado na 

acidúria 3-hidróxi-3-metilglutárica, estimulam a oxidação lipídica e protéica em 

cérebro de ratos (Leipnitz et al., 2008a,b). Os ácidos glutárico e 3-hidroxiglutárico, 

principais metabólitos da acidemia glutárica do tipo I, também promovem estresse 

oxidativo em cérebro de ratos. O ácido glutárico induz lipoperoxidação, reduz o 

potencial antioxidante total e a atividade da enzima glutationa peroxidase (de 

Oliveira Marques et al., 2003), enquanto o ácido 3-OH-glutárico estimula a 

produção de NO•, H2O2 e de malondialdeído, bem como diminui as concentrações 

de alguns antioxidantes, como a glutationa (Latini et al., 2005; Latini et al., 2002).   

Estudos demonstraram que os ácidos propiônico e metilmalônico induzem 

lipoperoxidação e diminuem a capacidade antioxidante total em cérebro de ratos in 

vitro (Fontella et al., 2000). Corroborando com esses dados, as administrações 

intracerebral e sistêmica de MMA aumentaram a produção de espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (Marisco et al., 2003; Malfatti et al., 2003; Fighera et al., 2003; 

Pettenuzzo et al., 2003), sugerindo que o MMA também induz lipoperoxidação in 

vivo. Outros autores também mostraram que a injeção de PA e MMA em estriado 

de ratos provoca convulsões e aumenta a formação de proteínas carboniladas 

nessa estrutura cerebral (Royes et al., 2005; Rigo et al., 2006). Ainda, Wyse e 

colaboradores (2000) demonstraram que a inibição da Na+,K+-ATPase pelo MMA 

em córtex cerebral de ratos é totalmente prevenida pela administração de 

glutationa. De fato, estudos têm revelado que as convulsões e os prejuízos de 

aprendizagem provocados pelo MMA podem ser atenuados por antioxidantes 

como o ácido ascórbico e o α-tocoferol (Fighera et al., 1999; Pettenuzzo et al., 

2003), assim como os déficits cognitivos causados pela administração crônica de 

PA (Pettenuzzo et al., 2002). Esses achados em animais reforçam que o estresse 

oxidativo contribui para o dano neurológico presente nas desordens do 

metabolismo do propionato. Entretanto, poucos estudos na literatura têm 

investigado a ocorrência desse processo patológico nos pacientes portadores 
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dessas desordens. Em 1997, Moyano e colaboradores mediram os níveis de α-

tocoferol em eritrócitos de pacientes com erros inatos do metabolismo e 

observaram que esse importante antioxidante está diminuído na PAemia. Outro 

estudo demonstrou que fibroblastos de pacientes com MMAemia apresentam um 

aumento significativo no conteúdo de ERO e no nível de expressão da MnSOD 

(Richard et al., 2007).  Mais recentemente, Mc Guire e colaboradores (2009) 

verificaram que os níveis de isoprostanos e de di-tirosina, que são marcadores de 

oxidação lipídica e protéica, respectivamente, estão aumentados, enquanto que a 

capacidade antioxidante está diminuída, na urina de pacientes com PAemia.  

Considerando então que existem poucas evidências na literatura 

demonstrando a ocorrência de estresse oxidativo em pacientes portadores de 

desordens do metabolismo do propionato, bem como a ausência de dados sobre o 

efeito da L-carnitina nesse processo, nós objetivamos, nos capítulos 1 e 2 deste 

trabalho, avaliar marcadores de dano oxidativo a proteínas (quantificação de 

proteínas carboniladas e de tióis totais no plasma e de di-tirosina na urina) e a 

lipídios (quantificação de malondialdeído no plasma e de isoprostanos na urina), 

bem como a capacidade antioxidante urinária, em amostras de pacientes com 

PAemia e MMAemia, obtidas no momento do diagnóstico dessas desordens e 

durante o tratamento com dieta hipoprotéica e L-carnitina (100mg/Kg/dia).   

Nossos resultados mostraram que os níveis de malondialdeído, um 

produto final da peroxidação de ácidos graxos de membrana (Halliwell e 

Gutteridge, 2007), e de isoprostanos, um derivado formado a partir da peroxidação 

do ácido araquidônico, estão significativamente aumentados no plasma e urina, 

respectivamente, de pacientes com PAemia e MMAemia no momento do 

diagnóstico, provavelmente como consequência de uma produção aumentada de 

espécies reativas. Esse mesmo grupo de pacientes apresentou aumento nas 

concentrações de proteínas carboniladas e na oxidação de grupamentos tióis no 

plasma, bem como uma maior excreção urinária de di-tirosina, que é produzida 

pela oxidação de resíduos de tirosina adjacentes em proteínas. Esses achados 

estão de acordo com estudos prévios que mostraram que os ácidos propiônico e 

metilmalônico são capazes de estimular a peroxidação lipídica in vivo e in vitro em 
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tecidos animais (Fontella et al., 2000; Ribeiro et al., 2005; Malfatti et al., 2003; 

Royes et al., 2006) e a carbonilação protéica em cérebro de ratos (Rigo et al., 

2006; Royes et al., 2006; Furian et al., 2007; Ribeiro et al., 2005). Além disso, 

nossos resultados reforçam os achados obtidos por Mc Guire et al. (2009), 

mostrando uma maior excreção de isoprostanos e di-tirosina por pacientes com 

PAemia e MMAemia em relação a indivíduos saudáveis.       

É importante enfatizar que cerca de 60-70% dos grupamentos sulfidrilas 

são ligados a proteínas, ao passo que 30-40% desses grupos são ligados a 

moléculas menores, tais como a glutationa (Requejo et al., 2010), indicando que a 

diminuição nos níveis desses grupos observada no plasma de pacientes com 

PAemia e MMAemia no diagnóstico representa, predominantemente, dano 

oxidativo protéico. A maioria dos grupamentos tióis de proteínas estão presentes 

nos resíduos de cisteína, e a oxidação desses grupos leva à formação de pontes 

dissulfeto, o que altera o estado redox da molécula, sua estrutura e 

funcionalidade. Assim, a oxidação protéica pode comprometer a atividade de 

enzimas, receptores e proteínas transportadoras (Levine et al., 1990; Halliwell e 

Whiteman, 2004), tendo relevância fisiopatológica. Por outro lado, a oxidação 

lipídica promove alterações na permeabilidade, seletividade e fluidez das 

membranas celulares, interferindo na homeostase celular (Halliwell, 2006). Além 

disso, o malondialdeído é um composto altamente tóxico, que pode reagir com 

proteínas e bases do DNA, causando alterações nos resíduos de aminoácidos e 

provocando mutações (Halliwell e Gutteridge, 2007). Dessa forma, é provável que 

o dano oxidativo a proteínas e a lipídios seja um processo importante na 

fisiopatogenia da PAemia e MMAemia, contribuindo para o desenvolvimento das 

manifestações clínicas apresentadas pelos pacientes.    

Nossos resultados também mostraram que pacientes com desordens do 

metabolismo do propionato em tratamento com dieta hipoprotéica e L-carnitina 

apresentam níveis mais baixos de MDA e de isoprostanos em comparação com os 

pacientes do grupo diagnóstico. A dosagem de proteínas carboniladas e de di-

tirosina também foi significativamente menor no plasma e urina, respectivamente, 

dos pacientes sob tratamento em relação aos pacientes do grupo diagnóstico, não 
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apresentando diferenças em relação ao grupo controle. Nenhuma diferença foi 

observada, entretanto, na dosagem plasmática de tióis totais entre os pacientes 

com PAemia e MMAemia tratados e não-tratados. Embora as dosagens de 

grupamentos tióis e de proteínas carboniladas reflitam o dano oxidativo sobre 

proteínas, os grupamentos carbonilas (aldeídos e cetonas) são produzidos 

principalmente pela oxidação das cadeias laterais protéicas, especialmente nos 

resíduos de prolina, arginina, lisina e treonina, enquanto que a diminuição de 

grupamentos tióis protéicos reflete a oxidação em resíduos de cisteína das 

proteínas. Dessa forma, uma vez que essas dosagens avaliam diferentes 

mecanismos de oxidação protéica, os resultados desse trabalho sugerem que o 

tratamento com L-carnitina é mais eficaz na prevenção da carbonilação protéica e 

da oxidação de resíduos de tirosina em proteínas, o que é evidenciado pela menor 

excreção urinária de di-tirosina pelos pacientes em tratamento.   

Nós também observamos que pacientes com desordens do metabolismo 

do propionato apresentam uma menor capacidade antioxidante urinária em 

relação a indivíduos saudáveis, mesmo durante o tratamento com dieta 

hipoprotéica e L-carnitina. Estudos prévios mostraram que os ácidos propiônico e 

metilmalônico são capazes de reduzir o potencial antioxidante total (TRAP) em 

homogeneizados de cérebro de ratos (Fontella et al., 2000), sugerindo que o 

acúmulo desses metabólitos possa provocar uma diminuição das defesas 

antioxidantes nos tecidos dos pacientes afetados. Nesse estudo, nós verificamos 

que o tratamento com L-carnitina não foi capaz de corrigir essa alteração, o que 

pode ter ocorrido devido à falta de micronutrientes essenciais para o sistema 

antioxidante, causada pelo uso de dietas altamente restritivas, o que tem sido 

observado em outros EIM (Barschak et al., 2008; Sitta et al., 2006).    

Esses resultados indicam, portanto, que o tratamento preconizado para os 

pacientes com desordens do metabolismo do propionato reduz a peroxidação 

lipídica e o dano oxidativo protéico, que estão aumentados nos pacientes com 

PAemia e MMAemia no momento do diagnóstico. Além disso, nós também 

verificamos uma correlação negativa significativa entre os níveis de MDA e as 

concentrações plasmáticas de carnitina total e livre nos pacientes com PAemia e 
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MMAemia, o que sugere que a L-carnitina está diretamente envolvida na 

prevenção da peroxidação lipídica. Contribuindo com esses achados, foi 

observado que pacientes com maiores concentrações urinárias de isoprostanos e 

di-tirosina também apresentavam menor excreção urinária de carnitina total e livre, 

reforçando ainda mais o papel da L-carnitina na prevenção do dano oxidativo 

nessas desordens.  

A L-carnitina é um composto de baixo peso molecular que desempenha 

um importante papel no transporte de ácidos graxos de cadeia longa para o 

interior da mitocôndria, para que possam ser utilizados como fonte energética 

através da β-oxidação. A L-carnitina normalmente está presente no plasma na 

forma de carnitina livre. Entretanto, nas doenças em que ocorre um acúmulo de 

ácidos orgânicos, a L-carnitina se conjuga com esses ácidos formando ésteres de 

carnitina (acilcarnitinas), como a propionilcarnitina, na PAemia, e 

metilmalonilcarnitina, na MMAemia, aumentando a excreção desses metabólitos e, 

consequentemente, reduzindo os seus efeitos tóxicos (Hoppel, 2003; Virmani e 

Binienda, 2004; Nyhan et al., 2005). Dessa forma, é possível que a redução da 

oxidação protéica e lipídica nos pacientes com PAemia e MMAemia em tratamento 

esteja relacionada, ao menos em parte, com a redução das concentrações 

intracelulares tóxicas de MMA, PA e seus derivados, reduzindo os efeitos 

oxidantes dessas moléculas.  

Por outro lado, numerosos estudos in vitro e in vivo têm demonstrado 

efeitos antioxidantes e antiperoxidativos da L-carnitina. A L-carnitina é capaz de 

sequestrar espécies reativas do oxigênio, como o ânion superóxido (Gülçin, 2006), 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (Reznick et al., 1992; Gülçin, 

2006; Derin et al., 2004), além de quelar íons Fe+2 (Reznick et al., 1992; 

Muthuswamy et al., 2006), que participam na formação do radical hidroxila. Além 

disso, alguns pesquisadores mostraram que a L-carnitina aumenta os níveis de 

antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos (Rani e Panneerselvam, 2002; 

Augustyniak e Skrzydlewska, 2009). Ainda, a L-carnitina facilita o transporte de 

ácidos graxos para o interior da mitocôndria, diminuindo a disponibilidade de 

lipídios para a peroxidação (Rajasekar et al., 2005). Nesse sentido, estudos 
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prévios mostraram que a peroxidação lipídica que ocorre no plasma de pacientes 

com fenilcetonúria está inversamente relacionada com os níveis de L-carnitina 

(Sitta et al., 2009a). Nesse trabalho, nós observamos uma menor peroxidação 

lipídica nos pacientes com desordens do metabolismo do propionato em 

tratamento, a qual parece estar relacionada à fração livre da L-carnitina. Assim, é 

provável que as propriedades antioxidantes e antiperoxidativas da L-carnitina 

também tenham contribuído para os menores níveis de dano oxidativo observados 

nos pacientes com PAemia e MMAemia sob tratamento.   

Nossos achados, juntamente com outros obtidos de estudos em animais, 

sugerem um provável envolvimento de espécies reativas na fisiopatogenia das 

desordens do metabolismo do propionato. Os radicais livres são átomos ou 

moléculas altamente instáveis que podem provocar diversos efeitos danosos 

sobre as células, oxidando lipídios, proteínas, DNA e RNA celulares (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). Assim, uma vez que estudos demonstraram que os ácidos 

propiônico e metilmalônico são capazes de estimular a oxidação lipídica e protéica 

in vitro e in vivo, nós objetivamos, no capítulo 3 deste trabalho, investigar o efeito 

in vitro desses ácidos orgânicos sobre o DNA, através do ensaio cometa, sem e 

com a adição de L-carnitina.  

O ensaio cometa é uma técnica rápida, simples, sensível e de baixo 

custo, para mensurar e analisar as lesões e detectar efeitos de reparo no DNA em 

células individuais expostas a agentes genotóxicos. Os danos mais facilmente 

detectados no DNA são quebras (simples ou duplas), danos alcali-lábeis, 

crosslinks e quebras resultantes de reparo por excisão. O ensaio cometa 

apresenta algumas vantagens sobre as técnicas bioquímicas e citogenéticas, uma 

vez que pode ser utilizado para qualquer tipo de célula, sendo necessário apenas 

um pequeno número das mesmas e não requerer células em divisão (Singh, 1988; 

Tice e Strauss, 1995; Speit e Hartmann, 1995).  

Durante as crises de descompensação metabólica, os pacientes com 

PAemia e MMAemia apresentam no sangue concentrações elevadas de ácido 

propiônico e metilmalônico, respectivamente, que podem variar de 2,5 a 5,0 mM 

(Hoffmann et al., 1993). Os resultados do ensaio cometa mostraram que essas 
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concentrações de ácido propiônico (2,0; 3,0 e 5,0 mM) e de ácido metilmalônico 

(0,5; 2,0 e 5,0 mM) foram capazes de aumentar significativamente, in vitro, os 

índices de dano ao DNA em leucócitos periféricos humanos, em relação aos níveis 

dos controles. Essas diferenças foram provocadas principalmente por um aumento 

significativo de células com classes de dano 1 e 2. Entretanto, o ácido 

metilmalônico, além de ter gerado índices de dano ao DNA maiores que o ácido 

propiônico, também levou a um aumento significativo de células com classes de 

dano 3 e 4, o que sugere que a indução do dano ao DNA pelo MMA é mais 

proeminente que a provocada pelo PA.  

Embora não seja possível, através do ensaio cometa, verificar qual o 

mecanismo envolvido na indução do dano ao DNA, é provável que o dano ao DNA 

induzido pelo PA e MMA tenha ocorrido através de uma ação oxidativa direta ou 

indireta dessas moléculas, tendo em vista os estudos que mostraram que o PA e o 

MMA podem produzir um desequilíbrio redox nas células, provavelmente devido a 

uma produção aumentada de espécies reativas de oxigênio via inibição da cadeia 

respiratória (Brusque et al., 2002; Schwab et al., 2006; Indo et al., 2007). Essa 

hipótese é reforçada por um estudo que demonstrou que a exposição de 

neurônios de córtex e estriado de ratos ao ácido metilmalônico levou a um padrão 

de fragmentação do DNA característico de morte celular por apoptose, o qual foi 

prevenido com a adição de antioxidantes ao meio (McLaughlin et al., 1998).  Em 

um estudo publicado recentemente por Fernandes e colaboradores (2011), foi 

demonstrado que o ácido propiônico (0,2-10 mM) não foi capaz de induzir in vitro 

dano oxidativo a proteínas e a lipídios em sinaptossomas de cérebro de ratos, ao 

contrário do ácido metilmalônico, que demonstrou um importante efeito oxidativo. 

Esses achados corroboram com os nossos resultados, mostrando uma maior 

indução in vitro de dano ao DNA em leucócitos humanos pelo ácido metilmalônico 

em comparação com o ácido propiônico.  

O dano oxidativo ao DNA, provocado pelo ataque de espécies reativas do 

oxigênio ou por produtos da peroxidação lipídica, pode gerar modificações 

químicas nas bases do DNA ou na estrutura da desoxirribose, podendo levar a 

quebras de cadeia ou ligações cruzadas entre o DNA e proteínas. Essas 
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alterações podem provocar um pareamento inadequado de bases e erros na 

transcrição do DNA, gerando mutações, perda de heterozigosidade, aberrações 

cromossômicas, citotoxicidade e crescimento neoplásico (Cooke et al., 2006; 

Altieri et al., 2008).    

Ainda, mostramos nesse estudo que o tratamento in vitro com L-carnitina, 

nas doses de 90 a 150 µM, reduziu significativamente os índices de dano ao DNA 

provocados pelo PA e MMA, de maneira dose-dependente. Entretanto, para o 

ácido metilmalônico, o efeito da L-carnitina iniciou com a dose de 60 µM. A L-

carnitina 30 µM, que é a concentração detectada no sangue dos pacientes com 

PAemia e MMAemia no momento do diagnóstico, não provocou alterações 

significativas nos índices de dano ao DNA provocados pelos ácidos metilmalônico 

e propiônico. Já as concentrações de L-carnitina detectadas no sangue dos 

pacientes em tratamento (90-150 µM), foram capazes de reduzir o dano ao DNA 

induzido por PA e MMA, o que corrobora para a hipótese de que o dano oxidativo 

a biomoléculas ocorre nas desordens do metabolismo do propionato e que o 

tratamento com L-carnitina pode contribuir para a prevenção desse dano. Ainda, a 

concentração de 150 µM de L-carnitina foi capaz de prevenir o dano ao DNA pelos 

ácidos propiônico e metilmalônico, mantendo os índices de dano ao DNA 

estatisticamente iguais aos do grupo controle. Nossos resultados estão de acordo 

com os de outros autores que mostraram que a L-carnitina reduz o dano oxidativo 

ao DNA (Boerrigter et al., 1993; Vanella et al., 2000; Thangasamy et al., 2009). Os 

mecanismos provavelmente envolvidos nessa ação protetora incluem a 

capacidade da L-carnitina de sequestrar espécies reativas do oxigênio, melhorar a 

produção energética das células e estimular mecanismos de reparo do DNA, como 

a atividade da enzima poli (ADP-ribose) polimerase (Boerrigter et al., 1993; 

Vanella et al., 2000; Thangasamy et al., 2009).       

Os resultados deste estudo em conjunto com os de outros autores, 

sugerem que o estresse oxidativo possa contribuir para as manifestações clínicas 

presentes nas desordens do metabolismo do propionato. Cabe salientar que, 

embora os ácidos propiônico e metilmalônico sejam considerados os principais 

agentes neurotóxicos nessas desordens, é provável que o efeito sinérgico dos 
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diferentes ácidos orgânicos acumulados, tais como os subprodutos dos ácidos 

propiônico e metilmalônico, seja mais importante que o efeito isolado de cada um 

desses ácidos (Morath et al., 2008).  

Assim como o estresse oxidativo, as alterações colinérgicas também são 

eventos importantes associados à fisiopatologia de alguns distúrbios 

neurodegenerativos (Ballard et al., 2005). Tendo em vista que alguns estudos têm 

demonstrado que a atividade de colinesterases está alterada em alguns EIM, 

provavelmente como consequência de uma produção aumentada de espécies 

reativas pelos metabólitos acumulados nessas doenças (Delwing et al., 2005; 

Wyse et al., 2004; Stefanello et al., 2005), e que a butirilcolinesterase é 

considerada um marcador periférico do sistema colinérgico central (Fossi et al., 

1992), no capítulo 4 desse trabalho nós investigamos o efeito do tratamento com 

dieta hipoprotéica e L-carnitina sobre a atividade da enzima butirilcolinesterase no 

plasma de pacientes com PAemia e MMAemia, estabelecendo sua relacão com o 

dano oxidativo a lipídios observado nesses pacientes.    

Nossos resultados mostraram que a atividade da enzima 

butirilcolinesterase está reduzida no plasma de pacientes com desordens do 

metabolismo do propionato no momento do diagnóstico, enquanto os níveis de 

MDA nesse grupo estão significativamente aumentados em relação aos controles, 

conforme já observado no capítulo 1. Por outro lado, pacientes em tratamento 

apresentaram níveis de MDA significativamente menores que os pacientes não 

tratados e atividade enzimática estatisticamente igual aos controles. Cabe 

salientar que esse é o primeiro trabalho a avaliar a atividade da butirilcolinesterase 

nessas desordens.  

Nossos achados sugerem que a inibição da enzima butirilcolinesterase 

nas desordens do metabolismo do propionato pode ser decorrente de uma 

produção aumentada de espécies reativas que ocorre nessas doenças, uma vez 

que a atividade dessa enzima apresentou uma correlação negativa com os níveis 

de MDA.  Esses resultados corroboram com os dados obtidos por outros autores 

mostrando uma relação inversa entre a peroxidação lipídica e a atividade da 

butirilcolinesterase em outras patologias (Garcia et al., 2008; Valentini et al., 
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2010). Nesse contexto, Schallreuter e colaboradores (2006) mostraram que a 

butirilcolinesterase pode ser inativada pela oxidação mediada por H2O2 nos 

resíduos de metionina e triptofano presentes em seu sítio ativo, sendo mais 

vulnerável ao dano oxidativo que a acetilcolinesterase.   

A L-carnitina combinada à dieta hipoprotéica foi capaz de prevenir a 

alteração da BuChE no plasma dos pacientes em tratamento. Esses resultados 

diferem daqueles reportados por Bajgar et al. (2007), mostrando que o pré-

tratamento com carnitina aumentou a inibição da acetilcolinesterase no cérebro de 

ratos e não alterou a atividade da BuChE no plasma e no fígado desses animais, 

após a administração de galantamina, um inibidor de colinesterases. É importante 

salientar que a L-carnitina, por si só, não apresenta efeito inibitório sobre a 

atividade de colinesterases, mas é capaz de aumentar a penetração da 

galantamina no cérebro, acentuando a sua ação (Bajgar et al., 2007). Com relação 

aos resultados do nosso trabalho, o efeito protetor do tratamento em prevenir a 

atividade alterada da BuChE pode ter ocorrido através das propriedades 

antioxidantes e antiperoxidativas da L-carnitina, evitando, dessa forma, a inibição 

da enzima por meio de espécies reativas (Vanella et al., 2000; Gülçin et al., 2006; 

Reznick et al., 1992; Derin et al., 2004). Outros autores também demonstraram 

que a administração de antioxidantes, tais como as vitaminas A e C, é capaz de 

corrigir a inibição da BuChE que ocorre, por exemplo, em modelos animais de 

hiperhomocisteinemia e hiperargininemia (Stefanello et al., 2005; Wyse et al., 

2004).  

Considerando, então, que nos últimos anos estudos têm sugerido que a 

butirilcolinesterase desempenha funções importantes no SNC, tais como no 

controle dos níveis de acetilcolina, manutenção da integridade estrutural e 

fisiológica do sistema colinérgico (Mesulam et al., 2002), bem como na regulação 

da proliferação e diferenciação neuronal (Mack e Robitzki, 2000), é provável que a 

inibição dessa enzima possa ter relevância na fisiopatogenia das desordens do 

metabolismo do propionato, reforçando a importância do tratamento com L-

carnitina e dieta hipoprotéica para a prevenção desse dano.  
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Assim, analisados em conjunto, os resultados desse trabalho fornecem 

evidências de que o dano oxidativo a biomoléculas (lipídios, proteínas e DNA) e a 

inibição da enzima butirilcolinesterase ocorre em pacientes portadores de 

desordens do metabolismo do propionato, provavelmente devido a uma produção 

aumentada de espécies reativas decorrente do acúmulo de metabólitos tóxicos 

que ocorre nessas doenças.  Além disso, nossos resultados sugerem que o 

tratamento com L-carnitina pode atuar como um provável agente antioxidante, 

auxiliando na prevenção desses processos potencialmente patológicos.    
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 

Principais resultados encontrados:  

 

a) Os níveis de malondialdeído e de proteínas carboniladas estão 

significativamente aumentados no plasma de pacientes com PAemia e MMAemia 

no momento do diagnóstico, em relação a indivíduos saudáveis.  

 

b) A dosagem de grupamentos tióis totais está significativamente diminuída no 

plasma de pacientes com PAemia e MMAemia no diagnóstico, em relação a 

indivíduos saudáveis.  

 

c) Pacientes com PAemia e MMAemia em tratamento com L-carnitina, dieta 

hipoprotéica e fórmula sintética de aminoácidos apresentam concentrações 

significativamente mais baixas de malondialdeído e de proteínas carboniladas em 

relação aos indivíduos com PAemia e MMAemia não tratados.  

 

d) As concentrações plasmáticas de carnitina total e de carnitina livre nos 

pacientes com desordens do metabolismo do propionato apresentam uma 

correlação inversa com as concentrações plasmáticas de malondialdeído nos 

pacientes com PAemia e MMAemia.  

 

e) Pacientes com desordens do metabolismo do propionato apresentam, no 

momento do diagnóstico, concentrações urinárias significativamente aumentadas 

de isoprostanos e di-tirosina, marcadores de oxidação lipídica e protéica, 

respectivamente.  
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f) Pacientes em tratamento com L-carnitina e dieta hipoprotéica apresentam 

concentrações urinárias de isoprostanos e di-tirosina estatisticamente iguais aos 

do grupo controle. 

 

g) Níveis maiores dos biomarcadores urinários de dano a lipídios e a proteínas 

foram observados nos pacientes com PAemia e MMAemia que apresentavam 

menores concentrações urinárias de carnitina total e livre.      

 

h) A medida da capacidade antioxidante urinária está significativamente diminuída 

nos pacientes com desordens do metabolismo do propionato, antes e durante o 

tratamento.    

 

i) Os ácidos propiônico (2,0; 3,0 e 5 mM) e metilmalônico (0,5; 2,0 e 5 mM) 

provocam, in vitro, danos ao DNA de leucócitos periféricos saudáveis humanos, os 

quais são atribuídos, principalmente, a um aumento significativo de células com 

classes de dano 1 e 2 para o PA, e células com classes de dano 1,2, 3 e 4 para o 

MMA.   

 

j) O tratamento in vitro com L-carnitina (90-150 µM) reduziu significativamente o 

dano ao DNA induzido por PA 5mM, de maneira dose-dependente.  

 

k) O tratamento in vitro com L-carnitina (60-150 µM) reduziu significativamente o 

dano ao DNA induzido por MMA 5 mM, de maneira dose-dependente, e preveniu a 

formação de células com classes de dano 3 e 4.  

 

l) A concentração de 150 µM de L-carnitina preveniu os efeitos do PA e MMA 

sobre o dano ao DNA.  

 

m) A atividade da enzima butirilcolinesterase está significativamente diminuída no 

plasma dos pacientes com desordens do metabolismo do propionato não-tratados.  
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n) O tratamento com L-carnitina e dieta hipoprotéica é capaz de prevenir a 

redução da atividade da butirilcolinesterase nos pacientes com PAemia e 

MMAemia.  

 

o) A atividade da butirilcolinesterase está negativamente correlacionada com os 

níveis plasmáticos de malondialdeído nos pacientes com desordens do 

metabolismo do propionato.  

 

Conclusão final:  

 

Os resultados desse trabalho permitem concluir que o dano oxidativo a 

proteínas e a lipídios, bem como a redução da atividade da enzima BuChE, ocorre 

em pacientes com desordens do metabolismo do propionato, o que pode, 

possivelmente, contribuir para o desenvolvimento das manifestações clínicas 

apresentadas por esses pacientes. Os ácidos propiônico e metilmalônico, que são 

os principais metabólitos acumulados na PAemia e MMAemia, respectivamente, 

induzem, in vitro, danos ao DNA de leucócitos, possivelmente através de 

mecanismos oxidativos, e, se esse processo for confirmado in vivo nos pacientes 

afetados, reforçará o seu envolvimento na fisiopatogenia das desordens do 

metabolismo do propionato. O tratamento com L-carnitina parece estar envolvido 

direta ou indiretamente na redução in vivo do dano oxidativo a proteínas e a 

lipídios e na correção da atividade da BuChE nos pacientes com PAemia e 

MMAemia, além de reduzir, in vitro, o dano ao DNA provocado pelo acúmulo de 

ácido propiônico e ácido metilmalônico. Em conjunto, esses resultados reforçam a 

importância do tratamento com L-carnitina na prevenção do dano oxidativo a 

biomoléculas (lipídios, proteínas e DNA), que pode estar envolvido nas 

complicações dessas doenças.  
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6. PERSPECTIVAS 

 

 

 

Na continuidade deste trabalho pretendemos:  

 

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes catalase, superóxido dismutase e 

glutationa peroxidase em eritrócitos de pacientes com PAemia e MMAemia, antes 

e durante o tratamento com L-carnitina.  

 

- Analisar o dano ao DNA em leucócitos de pacientes com desordens do 

metabolismo do propionato, antes e durante o tratamento com L-carnitina.  

 

- Avaliar os parâmetros de estresse oxidativo no plasma e urina de pacientes com 

PAemia e MMAemia em diferentes tempos de tratamento com L-carnitina.  

 

- Correlacionar as concentrações dos principais metabólitos acumulados nessas 

doenças com diferentes parâmetros de estresse oxidativo.  

 

- Avaliar marcadores inflamatórios, tais como TNF-α, IL-1 e NF-κβ no sangue de 

pacientes com acidemia propiônica e metilmalônica, antes e após o tratamento 

com L-carnitina, correlacionando com os marcadores de dano oxidativo.   

 

- Avaliar biomarcadores da ação das ERN no sangue e urina de pacientes com 

PAemia e MMAemia, antes e durante o tratamento com L-carnitina.  
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ANEXO 1 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre 
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