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RESUMO

As desordens do metabolismo do propionato, acidemia propidnica
(PAemia) e acidemia metilmalénica (MMAemia), sao doencas hereditarias,
autossébmicas recessivas, bioquimicamente caracterizadas pelo acumulo
predominante dos acidos propidnico (PA) e metilmalénico (MMA),
respectivamente, nos tecidos e fluidos biolégicos dos individuos afetados. Esses
distarbios comprometem o catabolismo dos aminoacidos isoleucina, valina,
metionina e treonina, acidos graxos com numero impar de atomos de carbono e
colesterol. Estas alteracbes no metabolismo levam a episédios de acidose
metabdlica grave no periodo neonatal, hiperamonemia, hipo/hiperglicemia, além
de manifestagdes neuroldgicas, como letargia, hipotonia, convulsées e atraso no
desenvolvimento psicomotor. O tratamento dessas acidemias organicas consiste
na restricdo da ingestdo de proteinas e dos aminodacidos precursores do
propionato, suplementada com uma férmula semi-sintética contendo aminoécidos
essenciais e L-carnitina. Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que os acidos
propidnico e metilmalénico estimulam a oxidacao lipidica e protéica e reduzem as
defesas antioxidantes em cérebro de ratos. Entretanto, os efeitos oxidantes
desses acidos organicos sobre o DNA e a ocorréncia de estresse oxidativo em
pacientes com desordens do metabolismo do propionato tém sido pouco
investigados. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o dano oxidativo a
proteinas e a lipidios, 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 parametros e investigar o efeito in vitro
dos acidos propidnico e metilmalénico sobre o dano ao DNA, na presenca e
auséncia de L-carnitina. Para tanto, foram utilizadas amostras de plasma e urina
de pacientes com essas desordens obtidas no momento do diagnéstico e durante
o tratamento com L-carnitina (100 mg/Kg/dia) e dieta hipoprotéica. Os resultados
demonstraram um aumento significativo nas concentragdes plasmaticas de

malondialdeido e de proteinas carboniladas, e nas concentragdes urinarias de di-
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tirosina e isoprostanos, bem como uma reducao significativa de tidis totais e da
capacidade antioxidante, no plasma e urina respectivamente, de pacientes com
PAemia e MMAemia no momento do diagnostico dessas doencas. Por outro lado,
os pacientes com PAemia e MMAemia em tratamento com dieta hipoprotéica, L-
carnitina e férmula semi-sintética de aminoacidos apresentaram concentragées
significativamente menores de malondialdeido, proteinas carboniladas,
isoprostanos e di-tirosina em relacdo aos pacientes ndo-tratados. Além disso, foi
observada uma relagao inversa entre as concentracées plasmaticas de L-carnitina
livre (r= -0,67, p<0,05) e total (r= -0,66, p<0,05) com as concentracdes de
malondialdeido, bem como entre os marcadores urinarios de dano oxidativo e as
concentracdes de carnitina total e livre. Na continuidade do trabalho, foi
investigado o efeito in vitro da L-carnitina, em concentragdes detectadas no
sangue de pacientes com PAemia e MMAemia ndo-tratados (30 uM) e tratados
(60-150 uM), sobre o dano ao DNA em leucdcitos periféricos humanos saudaveis
induzido pelos acidos propidnico e metilmalénico, através do ensaio do cometa.
Os resultados desse estudo demonstraram que os acidos propidnico (2-5 mM) e
metilmalénico (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 indices de dano ao DNA induzidos por PA e
MMA 5 mM, de maneira dose-dependente. Ainda, o tratamento com L-carnitina
evitou a indugéo de dano classes 3 e 4 pelo MMA, e a concentragao de 150 uM de
L-carnitina preveniu os efeitos lesivos de ambos os &cidos sobre o DNA. Por
ultimo, foi investigada a atividade da enzima butirilcolinesterase e as
concentracdes de malondialdeido no plasma de pacientes com desordens do
metabolismo do propionato ndo-tratados (no momento do diagndstico) e em uso
de L-carnitina e dieta hipoprotéica. Os resultados encontrados mostraram que a
atividade da butirilcolinesterase esta significativamente reduzida, enquanto as
concentragcdes de malondialdeido estdo aumentadas no plasma dos pacientes no
diagnostico. Por outro lado, pacientes em tratamento apresentaram concentracoes
de malondialdeido e atividade da butirilcolinesterase estatisticamente similar ao

grupo controle. Também foi observada uma correlagdo negativa significativa entre
XVI



a atividade da enzima e as concentracées de malondialdeido 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 protecao
contra o dano oxidativo a biomoléculas (lipidios, proteinas e DNA) e a reducao da
atividade da enzima butirilcolinesterase que podem contribuir, a0 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

XIX



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 pM) and treated
patients with PAemia and MMAemia (60-150 uM) 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 uM 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. INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi utilizado pela primeira vez
em 1908 pelo inglés Archibal Garrod, quando observou que individuos portadores
de alcaptonuria, na sua maioria filhos de pais consanguineos, excretavam na urina
quantidades aumentadas de acido homogentisico. Baseado na observagao de que
o acido homogentisico era produzido a partir do catabolismo da tirosina, Garrod
propds que o acumulo ocorria devido a um bloqueio na rota de degradagao dessa
molécula e sugeriu o carater mendeliano recessivo para explicar a acentuada
prevaléncia em irmaos (Waber, 1990; Scriver et al., 2001). Em 1945, Beadle
demonstrou que a sintese protéica esta intimamente relacionada a genes
especificos, permitindo explicar a causa de mutagdes nos genes das enzimas
envolvidas (Mueller e Young, 1995).

Os EIM ocorrem devido a mutagcdes genéticas que resultam em
anormalidades na sintese de uma proteina, geralmente uma enzima, alterando as
suas funcdes. Tal alteragcdo leva a um bloqueio de uma determinada via
metabdlica, com consequente acumulo de substratos da enzima deficiente e
derivados deles, bem como diminuicdo da sintese do produto. Dependendo da
rota afetada, esse bloqueio repercute de maneira clinica muito variavel, sendo
geralmente de sintomatologia grave e muitas vezes letal. A tabela 1 apresenta as
manifestacdes clinicas e laboratoriais mais frequentes nos EIM. Além de enzimas,
os EIM podem ocorrer devido a funcdo deficiente de outras proteinas, como
proteinas transportadoras, receptores, fatores de coagulagédo e transcri¢do, entre
outros (Scriver et al., 2001).



Tabela 1. Principais manifestagcées clinicas e laboratoriais dos erros inatos do
metabolismo no periodo neonatal (Burton, 1987).

Manifestagbes clinicas Manifestagbes laboratoriais
» Voémitos » Acidose metabdlica
> Diarréia » Hipoglicemia
> Letargia » Hiperamonemia
» Coma > Elevacao de transaminases
» Convulsdes » Trombocitopenia
» Hipotonia muscular > Neutropenia
> Hepatomegalia » Anemia
» Deficiéncia de crescimento > Presenca de substancias
» Dificuldade alimentar redutoras na urina
» Dificuldade respiratoria e apnéia
» Anormalidades oculares
» Dismorfias

Os EIM correspondem cerca de 10% do total de doengas genéticas,
sendo descritos aproximadamente 500 disturbios envolvendo defeitos de sintese,
degradagao, transporte ou armazenamento de moléculas no organismo (Gimenez-
Sanchez et al., 2001).

Em 2001, Saudubray e Charpentier classificaram os EIM em trés grandes
grupos:

a) Doencas cujos sintomas sao devidos a uma deficiéncia na producao ou
utilizagado de energia que ocorre no figado, miocardio, musculos, encéfalo ou
outros tecidos. Este grupo pode ser dividido em defeitos do metabolismo
mitocondrial ou citoplasmatico. Os defeitos mitocondriais incluem as acidemias
laticas congénitas, os defeitos na oxidacdo de acidos graxos ou no metabolismo
respiratério mitocondrial. Os transtornos citoplasmaticos incluem defeitos na
glicdlise, no metabolismo do glicogénio, 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 subita.

b) Disturbios na sintese ou degradacdo de macromoléculas complexas:
caracterizam-se, na sua maioria, pela deficiéncia de proteinas relacionadas com o
complexo de Golgi ou lisossomos, acarretando no acumulo de macromoléculas
em tecidos especificos e manifestando-se, geralmente, de forma cronica e
progressiva. Fazem parte desse grupo as doencas lisossémicas de depdsito (ex:
doenca de Gaucher, mucopolissacaridoses, etc.), as doencas peroxissomais (ex:
adrenoleucodistrofia ligada ao X, doenca de Refsum, etc.) e os erros congénitos
da sintese de colesterol.

c) Erros inatos do metabolismo intermediario: caracterizam-se por defeitos
no metabolismo intermediario de moléculas pequenas, levando a um acumulo de
componentes téxicos proximos ao bloqueio metabdlico. Os pacientes afetados por
esses disturbios alternam periodos livres de sintomas com sinais clinicos de
“‘intoxicagdo”, que podem ser agudos (vOmitos, coma, insuficiéncia hepdatica,
complicagbes tromboembdlicas) ou crbnicos (atraso no desenvolvimento, retardo
mental, cardiomiopatia, etc.). Os episddios de crise metabdlica sdo geralmente
precedidos por condi¢cdes de catabolismo acelerado, tais como febre, cirurgias,
infeccbes, jejum e ingesta de alimentos. Pertencem a esse grupo as
aminoacidopatias (ex: fenilcetonuria, tirosinemia, homocistindria, etc.), as
acidemias organicas (ex: acidemia propidnica, metilmaldnica, isovalérica, etc.), os
defeitos do ciclo da uréia (ex: citrulinemia, argininemia, etc.) e as porfirias.

Alguns estudos que investigaram a incidéncia relativa dos varios grupos
de EIM revelaram que dois tercos destes disturbios correspondem as
aminoacidopatias e acidemias organicas, sendo outro terco correspondente a
todas as outras doencas (Hoffmann, 1994). Para a maioria dessas desordens, 0
prognéstico € dependente do diagnéstico precoce e instituicdo de uma terapia
adequada. Quando isso nao é possivel, a ocorréncia de novos casos pode ser
evitada pelo aconselhamento genético a casais de risco (Burton, 1998).



Este trabalho tratara de dois erros inatos do metabolismo pertencentes ao
grupo das acidemias organicas, a acidemia propidnica (PAemia) e a acidemia
metilmalénica (MMAemia), as quais sdo chamadas, em conjunto, de desordens do
metabolismo do propionato.

1.2 DESORDENS DO METABOLISMO DO PROPIONATO: ACIDEMIA
PROPIONICA E ACIDEMIA METILMALONICA

Nos mamiferos, a maior parte do propionil-CoA é gerada pelo catabolismo
dos aminodcidos isoleucina, valina, metionina e treonina, dos acidos nucléicos
timina e uracila, pela B-oxidagdo de &cidos graxos com numero impar de atomos
de carbono e pela degradacao da cadeia lateral do colesterol (Ogier et al., 1990;
Fenton et al., 2001), que ocorre no musculo, figado, rim, cérebro e muitos outros
orgdos. 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 a configuracao L pela metilmalonil-CoA racemase.
O substrato L-metilmalonil-CoA sofre uma reag&o de isomerizacao catalisada pela
enzima metilmalonil-CoA mutase, produzindo succinil-CoA, que é utilizado no ciclo
de Krebs para producao de ATP (figura 1) (Fenton et al., 2001).

A PAemia é uma doenca autossémica recessiva, causada pela atividade
deficiente da enzima propionil-CoA carboxilase (EC 6.4.1.3), cuja prevaléncia é
estimada em 1:40.000 recém nascidos vivos. Esta enzima mitocondrial é
composta por duas subunidades, a e B, codificadas, respectivamente, pelos genes
PCCA do cromossomo 13 e PCCB do cromossomo 3, e requer como cofatores
biotina e Mg*?, que se encontram ligados exclusivamente & subunidade a. Ja
foram descritas cerca de 40 mutagdes 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
acumulo nos tecidos e fluidos biol6gicos de propionil-CoA e, consequentemente,

de propionato, o qual pode atingir concentracdes entre 2,5 e 5 mM, no plasma e
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no liquor, e de 11 a 14,5 mol/mg de creatinina na urina dos pacientes afetados
(Hoffmann et al., 1993). Outros metabdlitos como metilcitrato, propionilglicina e
propionilcarnitina, produzidos pela condensagdo do propionil-CoA com
oxaloacetato, glicina e carnitina, respectivamente, além do acido 3-OH-propiénico
e de intermediarios do catabolismo da leucina (acido tiglico, tigliglicina, 2-metil-3-
hidroxibutirato, 3-hidroxibutirato e metilmalonato) também podem aparecer em
concentracbes aumentadas, principalmente durante os episoédios de crise
(Chalmers e Lawson, 1982; Fenton et al., 2001).

H—C—H Propionil-CoA
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Figura 1. Metabolismo do propionil-CoA. Adaptado de Fenton et al., 2001.



A MMAemia compreende um grupo heterogéneo de desordens do
metabolismo do metilmalonato e da cobalamina, com uma prevaléncia aproximada
de 1:48.000 recém-nascidos vivos (Coulombe et al., 1981; Deodato et al., 2006).
Aproximadamente 50% dos casos se devem a atividade deficiente da enzima
metilmalonil-CoA mutase (EC 5.4.99.2), codificada pelo gene MUT localizado no
cromosssomo 6. A enzima é um dimero de subunidades idénticas (a2) e requer
como cofator adenosilcobalamina, uma das formas da vitamina B1> (Nham et al.,
1990; Fenton et al., 2001). Mutacées no gene MUT podem resultar na deficiéncia
parcial, mut (-), ou total, mut (0), da atividade enzimatica (Van Gosen, 2008). Mais
de 80 mutacdes para esse gene ja foram descritas. Os demais casos de
MMAemia se devem a defeitos na sintese e ativacao (cblA, cbIB, cblC, cbID e
cblE) ou transporte da cobalamina (Fenton et al., 2001).

Tanto a deficiéncia da enzima metilmalonil-CoA mutase, como de seu
cofator, levam ao acumulo de metilmalonil-CoA e, por conseguinte, de acido
metilmalbnico nos tecidos dos pacientes, o qual pode atingir concentracées de até
5 mM, no plasma e no liquor, e de 1.000 — 10.000 mmol/mol de creatina na urina
dos pacientes (Hoffmann et al., 1993; Manoli e Venditti, 2010). Além do acido
metilmalénico, outros metabdlitos, caracteristicos da PAemia, também se
acumulam secundariamente na MMAemia, como os acidos propiénico, 3-OH-
propidnico, tiglico e metilcitrico (Chalmers e Lawson, 1982; Nyhan et al., 2005).

As manifestagdes clinicas da PAemia e da MMAemia sdao semelhantes e
normalmente ocorrem na primeira semana de vida, podendo também manifestar-
se mais tardiamente. No periodo neonatal os sintomas incluem problemas
gastrointestinais, vomitos, recusa alimentar, desidratacdo, ataxia, apnéia,
taquipnéia e hepatomegalia, além de manifesta¢cdes neurolégicas como postura e
movimentos anormais, hipotonia generalizada, letargia e convulsdes. Se nao
forem adequadamente tratados, os pacientes podem progredir até o coma e
morrerem dentro de poucos dias ou desenvolverem dano neurolégico permanente
(Deodato et al., 2006).

Nas formas tardias dessas doencas, a apresentacdo clinica é variavel,
podendo manifestar-se por uma encefalopatia aguda, potencialmente fatal, ou até
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mesmo por sintomas intermitentes e crénicos, tais como ataxia intermitente,
disturbios comportamentais, como, por exemplo, agressividade e déficit de
atencao, anorexia, vémitos recorrentes, insuficiéncia renal, bem como atraso no
crescimento e no desenvolvimento. As crises de descompensacao metabdlica sao
normalmente desencadeadas por situagcdées de catabolismo acelerado (infecgdes,
cirurgias, etc.) ou por ingesta excessiva de proteinas (Fenton et al., 2001; Deodato
et al., 2006).

Os achados laboratoriais mais frequentes nesses pacientes sao
cetoacidose metabdlica, hiperglicinemia, hiperamonemia, episédios alternados de
hipo ou hiperglicemia, acidose latica, anemia, leucopenia, trombocitopenia,
deficiéncia de carnitina livre, bem como aumento de acilcarnitinas (Lehnert et al.,
1994; Van Gosen, 2008). Os achados neuropatolégicos das acidemias
metilmalénica e propibnica sdo similares e incluem desmielinizagdo, atrofia
cerebral, anormalidades na substancia branca e nos géanglios basais (Fenton et
al., 2001; Harting et al., 2008).

Embora a prevaléncia da acidemia propibnica e da acidemia
metilmalénica no Brasil ndo estejam ainda bem estabelecidas, sabe-se que essas
duas desordens estdo entre as mais frequentes acidemias orgéanicas
diagnosticadas em criangas brasileiras (tabela 2), bem como em outros paises
(Wajner et al.,, 2009). O diagnéstico consiste, basicamente, na identificacdo de
padrées anormais na excrec¢ao dos acidos propidnico e metilmalénico, bem como
de seus metabdlitos, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, ou pela andlise do perfil de acilcarnitinas no sangue, especificamente
propionilcarnitina e metilmalonilcarnitina, por espectrometria de massas em
tandem. Também sao observadas outras anormalidades através de cromatografia,
tais como hiperglicinemia e hiperalaninemia (Ogier de Baulny e Saudubray, 2002;
Deodato et al., 2006). O diagnostico definitivo também pode ser realizado através
da determinacao da atividade das enzimas deficientes, propionil-CoA carboxilase
na PAemia e metilmalonil-CoA mutase na MMAemia, em leucdcitos e/ou
fibroblastos dos pacientes. Além disso, em casos de risco durante a gravidez, o

diagnéstico pré-natal rapido e confidvel pode ser realizado pela medida direta dos
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metabdlitos no liquido aminidtico, ou pela determinagcédo da atividade enzimatica
em cultura de células amnidticas ou biépsia de vilosidades coribnicas (Nyhan et
al., 2005). A analise molecular tem demonstrado uma variedade de mutacdes
causadoras dessas doengas (Worgan et al., 2006; Desviat et al., 2009).

Tabela 2. Acidemias organicas diagnosticadas na populacdo pediatrica brasileira
durante o periodo de janeiro de 1994 a julho de 2008 (Wajner et al., 2009).

Doencas Numero de pacientes (%)

Numero de pacientes analisados

Numero de pacientes diagnosticados
Acidemias laticas

Acidemia metilmalénica

Acidemia glutarica tipo |

Acidemia propidénica

Aciduria 3-hidréxi-3-metilglutarica

Aciduria L-2-hidroxi-glutarica

Deficiéncia de multiplas carboxilases
Acidemia glutarica tipo Il

Acidemia isovalérica

Alcaptonuria

Deficiéncia de 3-hidréxi-acil-CoA-desidrogenase
Doenca de Canavan

Aciduria 3-metilglutacénica

Deficiéncia de 3-metil-crotonilglicina-CoA carboxilase
Aciduaria D-2-hidréxi-glutarica

Aciduria D-glicérica

Deficiéncia de glutationa sintetase

Deficiéncia de 3-cetotiolase

Deficiéncia de carnitina palmitoil transferase |

6866

218 (3.17%)
57 (26.1%)
34 (15.6%
33 (15.1%
(8.26%
(7.80%
4.13%)
4.13%

)
)
)
)

)
)
3.21%)
2.29%)
2.29%)
1.83%)
1.83%)
0.92%)
0.46%)
0.46%)
0.46%)
0.46%)

)

18
17
9 (
9 (
8 (
7 (
5(
5 (
4 (
4 (
2 (
1
1
1
1
1




1.2.1 Fisiopatogenia

O acumulo de metabdlitos téxicos nas acidemias propibnica e
metilmaldnica resulta em efeitos inibitérios em vérias vias do metabolismo
intermediario. A inibicdo 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 inibicdo das enzimas piruvato
carboxilase (Oberholzer et al., 1967), B-hidroxibutirato desidrogenase (Dutra et al.,
1993) e lactato desidrogenase (Saad et al., 2006) pelo metilmalonil-CoA, podem
explicar alguns achados clinicos observados nessas doencgas, como hipoglicemia,
hiperamonemia, cetoacidose, hiperglicinemia e acidemia latica (Ogier de Baulny e
Saudubray, 2002).

Embora o acido metilmalénico seja predominantemente produzido no
figado e nos rins, pequenas quantidades desse metabdlito também sao geradas
no cérebro. Assim, é possivel que a neurodegeneracao observada em pacientes
com acidemia metilmal6nica possa resultar do acumulo intracerebral desse acido
organico (Melo et al., 2011). Durante as crises agudas de encefalopatia, os
pacientes com MMAemia apresentam quantidades aumentadas de 4cido latico no
globo palido, sugerindo uma inibigao in vivo da oxidagdo mitocondrial do piruvato
(Trinh et al., 2001). Os efeitos toxicos do acido metilmalénico sobre o metabolismo
mitocondrial e, consequentemente sobre a producao de ATP, tém sido atribuidos a
inibicdo de complexos da cadeia respiratoria, enzimas do ciclo de Krebs e do
complexo Na',K*-ATPase evidenciados através de modelos experimentais da
doenca (Wajner e Coelho, 1997; Brusque et al., 2002; Wyse et al., 2000). Nesse
sentido, de Keyzer e colaboradores (2009) demonstraram deficiéncias nos
complexos da cadeia respiratéria em figado, rins, coracao e musculo esquelético
de pacientes portadores da aciduria metilmalénica. Também foi demonstrado que
o0 acido metilmalénico inibe a enzima creatina quinase mitocondrial em cértex
cerebral de ratos (Schuck et al, 2004), o que pode estar relacionado a menor
producao de ATP observada em culturas de células de estriado expostas ao acido
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metilmalénico (McLaughlin et al. 1998). Além disso, estudos in vivo e in vitro
mostram que excitotoxicidade secundaria, alteracdées na fosforilacdo de proteinas
do citoesqueleto, diminuicdo no conteudo de gangliosidios cerebrais, bem como
estresse oxidativo podem estar envolvidos na etiologia do dano neurolégico
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 metabdlitos acumulados na PAemia também
provocam alteragdes 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 a-cetoglutarato
desidrogenase e piruvato desidrogenase (Schwab et al, 2006), enquanto o
propionato diminui a captacdo de corpos cetdnicos 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 propidnica também foi encontrada
disfuncdo mitocondrial caracterizada por deficiéncias na cadeia respiratéria em
diversos tecidos (Schwab et al., 2006; de Keyzer et al., 2009) e aumento de lactato
no globo palido (Burlina et al.,, 2003). Ainda, foi demonstrado que a injecao
intraestriatal de acido propiénico em cérebro de ratos provoca convulsdes e dano
oxidativo proteico através de mecanismos glutamatérgicos (Rigo et al., 2006).

1.2.2 Tratamento

O tratamento dos pacientes portadores de acidemia propidnica ou
metilmalbnica consiste, basicamente, em restringir a alimentagao protéica (0,5 a
1,5 g/Kg/dia) ou, preferencialmente, reduzir a ingestdo dos aminoacidos
precursores do propionato (Thomas et al., 1994). Os episddios de cetoacidose

devem ser tratados com a retirada total de proteinas da dieta, administracao

10



parenteral de bicarbonato de sédio, bem como de soro glicosado para evitar o
catabolismo. Antibiéticos, como a neomicina ou metronidazol, podem ser utilizados
para diminuir a flora intestinal que contribui para a elevagdo das concentragdes
plasmaticas de propionato. A hiperamonemia pode ser corrigida com a
administracao de carbamilglutamato (50-100 mg/kg/dia) ou benzoato de sodio
(150-250 mg por dia). Além disso, o excesso de metabdlitos tdxicos pode ser
eliminado através de didlise peritoneal ou hemodialise (de Baulny et al., 2005; Van
Gosen, 2008).

Outra estratégia terapéutica é a administracao 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, cbID e cblE da MMAemia. O transplante de figado tem sido realizado em
alguns pacientes com PAemia e MMAemia, na tentativa de corrigir o defeito
metabdlico basico. Entretanto, embora o transplante melhore a qualidade de vida
dos pacientes, a atividade enzimética em outros 6rgaos, particularmente no SNC e
nos rins, ndo é corrigida e os pacientes permanecem com um alto risco de
desenvolverem as complicacées dessas doencas (Deodato et al, 2006; Van
Gosen, 2008).

A L-carnitina possui um papel relevante no tratamento das acidemias
organicas, entre elas a propionica e metilmalénica. Esta substancia é capaz de se
conjugar e aumentar a excregcdo dos 4cidos organicos acumulados nessas
doencas, através da acao da enzima carnitina aciltransferase, que catalisa a
formacgéo de ésteres de carnitina, como a propionilcarnitina e metilmalonilcarnitina.
Além disso, o tratamento com L-carnitina pode resultar em outros efeitos
bioquimicos benéficos aos pacientes, como a restauracao da razao acil-CoA/CoA
livre intramitocondrial e a correcao da deficiéncia secundaria 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 (acido 3-hidrdxi-4-(N-
trimetilaménio) butirico) (figura 2) € um componente de baixo peso molecular,
presente nos mamiferos na forma de carnitina livre e carnitina acilada, que é o

produto da reagéo de transferéncia de grupamentos acil da acil coenzima A (acil-
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CoA). Tipicamente, nos individuos saudaveis, aproximadamente 80 a 85% da L-
carnitina esta presente em sua forma livre no plasma, correspondendo a
concentracoes de aproximadamente 40 a 50 umol/L. Cerca de 75% da L-carnitina
presente no nosso organismo € obtida a partir de fontes dietéticas, que incluem
principalmente produtos animais, particularmente carne vermelha e laticinios,
sendo o restante gerado a partir de biossintese enddégena no figado, rins e
cérebro, a partir dos aminoacidos precursores, lisina e metionina (Bremer, 1983;
Hoppel, 2003).

Hs )

+ O
CHs_T/\]/\N
cH, M o

Figura 2. Estrutura quimica da L-carnitina.

A L-carnitina desempenha um importante papel no metabolismo
energético, uma vez que essa molécula transporta acidos graxos de cadeia longa
presentes no citosol para a matriz mitocondrial, onde sao utilizados na produgao
de ATP através da B-oxidacdo. A L-carnitina também participa na oxidacao
peroxissomal de acidos graxos, na producao de corpos cetbnicos e na oxidacao
de aminoacidos de cadeia ramificada. Devido a sua interacdo em diversos
processos bioenergéticos, a L-carnitina assume especial importancia em doencas
associadas com comprometimento metabdlico e a deficiéncia desse composto
pode provocar efeitos deletérios sobre 0 SNC (Hoppel, 2003; Virmani e Binienda,
2004).

Além dessas funcbes, nos ultimos anos muitos pesquisadores tém
demonstrado propriedades antioxidantes e antiperoxidativas para a L-carnitina. A
acao antiperoxidativa da L-carnitina é atribuida a sua capacidade de quelar ions
Fe*?, evitando a formacdo de espécies reativas através da reagdo 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 oxigénio, como o
radical superdxido (Gulgin, 2006), o perdxido de hidrogénio (H20O2) e o radical
hidroxila (OH") (Reznick et al., 1992; Gulgin, 2006; Derin et al., 2004), impedindo
suas agbes oxidantes. A L-carnitina também demonstrou potencial efeito na
prevencao da peroxidacao lipidica e oxidacdo protéica, no aumento das
concentracoes de glutationa (GSH) e da atividade de enzimas antioxidantes em
algumas doencas, incluindo a doencga de Alzheimer (Rani e Panneerselvam, 2002;
Abdul e Butterfield, 2007; Gomez-Amores et al., 2007; Tastekin et al., 2007; Sitta
et al., 2009a).

1.3 RADICAIS LIVRES E ESPECIES REATIVAS

Os atomos contém um nucleo e os elétrons movem-se ao redor desse
nucleo, usualmente aos pares. Os radicais livres sdao moléculas ou atomos,
capazes de uma existéncia independente, que possuem elétrons ndo pareados no
seu orbital mais externo. Esse desemparelhamento de elétrons, situagcao
energeticamente instavel, confere alta reatividade a essas espécies, fazendo com
que adquiram uma forte tendéncia a iniciar reagdes em cadeia pela retirada de um
elétron da molécula vizinha para completar seu préprio orbital (Halliwell e
Gutteridge, 2007).

Os radicais livres podem ser formados pela perda ou ganho de um elétron
de um ndo-radical. Radicais podem também ser formados em um processo de
fissdo homolitica, no qual uma ligacao covalente € quebrada e cada elétron do par
compartilhado permanece com cada um dos atomos envolvidos (Halliwell e
Gutteridge, 1999a,b).

O termo espécies reativas do oxigénio (ERO) abrange ndo somente
espécies radicalares derivadas do oxigénio, como o anion superéxido (O,") e o
radical OH’, mas também espécies ndo radicalares potencialmente oxidantes,

como o HxO,, o ozénio (O3z), o acido hipocloroso (HOCI), entre outras. Além
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destas, existem as espécies reativas do nitrogénio (ERN), representadas
principalmente pelo éxido nitrico (NO’) e pelo peroxinitrito (ONOO") (Halliwell e
Gutteridge, 2007). O 6éxido nitrico € um radical livre, gerado nos sistemas
biolégicos pela enzima 6éxido nitrico sintase, que desempenha um papel
fundamental na neurotransmissao, na vasodilatacdo e na resposta imune (Giulivi
et al.,, 1998). Apesar de ser um fraco oxidante, o 6xido nitrico pode ser convertido
a peroxinitrito, ao reagir com o radical superéxido, o qual € capaz de oxidar tibis,
lipidios e residuos de aminoacidos em proteinas (Pryor et al., 1994).

As fontes geradoras de radicais livres podem ser enddgenas (subprodutos
do metabolismo aerdbico) ou exdgenas (dieta inadequada, fumo, uso de
quimioterapicos e outras drogas, exposicdo a radiacdo ionizante ou
eletromagnética, etc.). A fosforilagdo oxidativa (sintese de ATP direcionada pela
transferéncia de elétrons ao oxigénio) é uma importante fonte geradora de ERO
(figura 3). Aproximadamente 5% do oxigénio utilizado na cadeia respiratéria
mitocondrial ndo é completamente reduzido a 4gua, podendo ser convertido em
intermediarios reativos como o H.O,, 0 O2" e o radical OH" (Ames et al., 1993;
Drége, 2002).

Além da cadeia respiratéria mitocondrial, 0 HxO. também pode ser
produzido in vivo pela agdo de véarias enzimas, como NADPH oxidases,
monoaminoxidase, a glicolato oxidase e a xantina oxidase (Brodie e Reed, 1987;
Forman, 2007). Embora ndo seja um radical livre, 0 H>O. € capaz de produzir, ao
reagir com metais de transicdo como o Fe*? e o Cu*, a espécie reativa do
oxigénio mais danosa, o radical hidroxila, que, ao contrario do anion O," e do
H.O,, pode atacar e danificar todas as biomoléculas, incluindo lipidios, proteinas e
DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007).

As espécies reativas do oxigénio, em baixas concentragcdes, Ssao
indispensaveis em muitos processos fisioldgicos, incluindo a regulacdo da
sinalizacao celular, apoptose e defesa do organismo contra agentes infecciosos.
Entretanto, uma producdo excessiva dessas espécies, Ou sua remogao
inadequada, leva a uma condigdo conhecida como estresse oxidativo, que pode

ter como consequéncias a peroxidagado lipidica, a oxidacdo e inativagcdo de
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proteinas, além de lesdes no DNA, podendo levar a perda da funcdo ou, até
mesmo, a morte celular (Drége, 2002; Halliwell e Gutteridge, 2007)
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Figura 3. Diagrama esquematico da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
mostrando a formacdo de espécies reativas do oxigénio e sua remogao 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 sdo constantemente geradas nos
organismos aerobicos em resposta a estimulos internos e externos. Para se
proteger do dano celular que pode ser provocado por essas espécies, 0s sistemas
biolégicos 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 fisicos e mecanismos antioxidantes (Valko et
al., 2007).

Halliwell e Gutteridge definiram um antioxidante como uma substéancia
que, quando presente em baixas concentragbes em relacdo a um substrato
oxidavel, significativamente retarda ou previne a oxidagdo desse substrato. O
termo “substrato oxidavel” inclui todo o tipo de molécula encontrada in vivo
(Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007).

As defesas antioxidantes podem atuar impedindo a geracdo ou
removendo as espécies reativas formadas, minimizando a viabilidade de formagéo
de agentes pro-oxidantes, sequestrando ERO e ERN, sequestrando ions
metdlicos de transi¢do, removendo acidos graxos peroxidados ou promovendo
reducdo enzimatica de peréxidos. Esses sistemas de defesa podem ser divididos
em enzimaticos ou ndo-enzimaticos (Thomas, 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Entre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se as enzimas superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase. A superéxido
dismutase (SOD) catalisa a dismutacao do anion superéxido a O, e a HxO,. Esta
enzima apresenta trés isoformas, a CuZn-SOD, localizada no citosol, lisossomas,
nucleo e peroxissomas; a Mn-SOD, localizada na matriz mitocondrial e a SOD
extracelular. O H>O. pode, por sua vez, ser convertido a agua e O,, através da
reacdo catalisada pela catalase (CAT), enzima presente, principalmente, nos
peroxissomos dos hepatécitos. A glutationa peroxidase (GSH-Px) catalisa a
decomposicao de hidroperéxidos organicos e inorganicos, através da oxidagao da
glutationa reduzida (GSH) ao dissulfeto correspondente (GSSG). Esta enzima

contém um residuo de seleno-cisteina em cada uma das suas quatro
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subunidades, e sua atividade é mais elevada no figado e eritrécitos em relagéo a
outros tecidos. A glutationa oxidada, produzida pela acado da GSH-Px, retorna a
sua forma reduzida através da reagdo catalisada pela glutationa redutase, que
utiliza NADPH como coenzima (Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007;
Salvador e Henriques, 2004).

Os antioxidantes nao enzimaticos podem ser representados por
moléculas sintetizadas no préprio organismo, como a bilirrubina, melatonina, acido
arico, coenzima Q e GSH, ou por compostos obtidos a partir da dieta, como as
vitaminas A, C e E, carotendides, flavondides e polifendis. O mecanismo de
atuacao desses antioxidantes é bastante diverso, podendo envolver a remogao do
oxigénio presente no meio, o sequestro de ERO, a prevencdo de reacodes
formadoras de radicais livres, a quelagdo de ions metalicos, o reparo do DNA,
entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2007). O tripeptideo GSH é um dos mais
efetivos e abundantes antioxidantes, principalmente no cérebro, onde suas
concentragoes alcangam 1-10 mmol/L. A GSH também mantém o equilibrio redox
da célula e inativa EROs (Bast, 1993). No plasma sanguineo, as defesas
antioxidantes sao representadas pela albumina, bilirrubina, acido Urico, vitamina E,
transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina, entre outras moléculas (Halliwell e
Gutteridge, 2007; Fang et al., 2002).

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO

As EROs sao produtos inevitaveis do metabolismo aerdbico. Nosso
organismo esta, normalmente, em equilibrio entre a producao e degradacao de
radicais livres, que existem em baixas concentracbes em todos os tecidos
biolégicos (Drége, 2002).

O termo estresse oxidativo refere-se a um desbalango entre a produgao
de espécies reativas e as defesas antioxidantes. Esse desequilibrio resulta de
situagdes patoldgicas que levam a uma diminui¢do da capacidade antioxidante, ou

a um aumento na producdo de espécies reativas, ou, ainda, combinacédo de

17



ambos, podendo causar danos a todos os tipos de biomoléculas (DNA, RNA,
proteinas e lipidios) (Salvador e Henriques, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2007).

A oxidagéo lipidica (lipoperoxidagédo) € um processo fisiolégico continuo
que ocorre normalmente nas membranas celulares durante sua renovagao, além
de ser essencial na sintese de prostaglandinas, leucotrienos, bem como na
fagocitose e pinocitose. No entanto, quando esse processo € exarcebado devido a
uma formacdo acentuada de espécies reativas, ou por uma insuficiéncia das
defesas antioxidantes, podem ocorrer profundas alteracées na permeabilidade e
fluidez das membranas celulares. Isso podera causar perda de seletividade na
troca ibnica, liberacdo do conteudo de organelas e formacdo de produtos
citotoxicos como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE),
entre outros eventos (Ferreira e Matsubara, 1997).

Proteinas também podem ser modificadas, em suas ligacoes peptidicas
ou na cadeia lateral dos amino&cidos, por acdo direta de espécies reativas ou
pelos produtos da lipoperoxidagdo (MDA e HNE). A oxidagdo protéica pode
resultar na perda da fungdo catalitica ou estrutural da proteina e pode ser
evidenciada pela formagdo de grupamentos carbonilas nas cadeias laterais de
alguns aminoacidos, diminuicdo de grupamentos tidis (SH) e formacdo de
derivados nitrados, como a 3-nitrotirosina (Wajner et al., 2004).

As espécies reativas de oxigénio, especialmente o radical hidroxila,
podem rapidamente atacar o DNA celular, provocando uma variedade de lesdes,
tais como oxidacado e delecao de bases, modificagcbes do grupamento agucar,
formacgéo de ligagbes cruzadas (base/base ou base/proteina), além de quebras de
cadeia do DNA (simples ou duplas), que podem resultar em instabilidade
gendmica. As lesdes do DNA provocadas por espécies reativas, quando nao
eficientemente reparadas pelos mecanismos de defesa celulares, podem levar a
morte celular por apoptose ou necrose, erros de transcricao e replicagéo, inducao
de vias de sinalizagao celular, entre outros eventos, participando, dessa forma,
dos estagios de iniciacdo, promogdo e/ou progressao tumoral, além de
envelhecimento e neurodegeneracao (Klaunig et al., 2011; Halliwell e Gutteridge,
2007).
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1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E NEURODEGENERACAO

Evidéncias mostram que o estresse oxidativo desempenha um papel
importante na fisiopatogenia de um numero cada vez maior de doengas, como as
neoplasias, o diabetes, a aterosclerose, as doencas inflamatoérias, além de
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, a doenca de
Alzheimer, a esclerose multipla, a esclerose lateral amiotréfica 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 concentragcbes de
biomarcadores de dano oxidativo, bem como concentracdes reduzidas de
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos em pacientes com doencgas
neurodegenerativas (Liu et al., 1999; Perry et al., 2003). Além disso, estudos
demonstraram uma diminuicdo na atividade do complexo | da cadeia respiratéria
em cérebros postmortem de pacientes com doenga de Parkinson, o que contribui
para uma maior formagao de espécies reativas (Gu et al., 1996). Na doenca de
Alzheimer, é possivel que o estresse oxidativo tenha um papel chave na morte
neuronal. Tem sido proposto que o peptideo B-amildide possui a capacidade de
gerar radicais livres espontaneamente. Estudos in vivo evidenciaram um aumento
nos marcadores de dano oxidativo a proteinas e a lipidios em cérebros humanos
postmortem de pacientes com doenca de Alzheimer (Nourooz-Zadeh et al., 1999;
Lovell et al., 2000).

Nesse sentido, € importante salientar que o cérebro € um 6rgao altamente
suscetivel ao dano oxidativo, devido ao seu alto consumo de oxigénio necessario
a sua alta demanda energética. Além disso, outros fatores como a presenca de
altas concentragbes de neurotransmissores auto-oxidaveis (ex. dopamina,
serotonina e norepinefrina), o alto grau de insaturacdo dos acidos graxos das
membranas neuronais, 0s baixos niveis de defesas antioxidantes, as altas
concentracoes de ferro, o fluxo acentuado de calcio e a consideravel quantidade

de microglia, macroéfagos residentes do sistema nervoso que podem produzir Oy
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e HxO,, também contribuem para o aumento dessa vulnerabilidade (Halliwell,
2006).

Nos ultimos anos, estudos in vitro e in vivo tém sugerido que o estresse
oxidativo pode contribuir para o desenvolvimento dos achados neurolégicos
observados em alguns erros inatos do metabolismo, como, por exemplo, nas
acidemias glutérica (Latini et al, 2005), propionica (Fontella et al., 2000),
metilmal6nica (Fontella et al., 2000; Richard et al., 2007) e isovalérica (Solano et
al., 2008), nas aminoacidopatias homocistinuria (Matté et al., 2009), tirosinemia
(Bird et al., 1995; Sgaravatti et al., 2008), fenilcetonuria (Sirtori et al., 2005; Sitta et
al., 2006) e doenca da urina do xarope do bordo (Fontella et al., 2002; Barschak et
al., 2006) e, também na doenca peroxissomal adrenoleucodistrofia ligada ao
cromossomo X (Deon et al., 2007).

Nesse sentido, estudos prévios demonstraram que os acidos propidnico e
L-metilmalénico estimulam a peroxidacao lipidica e a oxidagao protéica e reduzem
as defesas antioxidantes em cérebro de ratos (Fontella et al., 2000; Fighera et al.,
2003; Rigo et al., 2006). Aléem disso, a administra¢é@o in vivo de &cido ascoérbico, o-
tocoferol e creatina, diminuiu a duracao dos episédios convulsivos induzidos pela
injecdo intraestriatal aguda de acido metilmalénico 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 diminuigdo de GSH no figado de camundongos nocaute para
o gene mut (Chandler et al., 2009; Murphy et al., 2010), enquanto que em
camundongos nocaute para a enzima éxido nitrico sintase induzivel (NOSII), foi
observada uma diminuicdo do estresse oxidativo e das convulsées causadas pela
administracdo de MMA, sugerindo o envolvimento de espécies reativas do
oxigénio e do nitrogénio nos efeitos causados por esse metabdlito (Ribeiro et al.,
2009). Ainda, foi observado que o MMA induz morte celular em culturas primarias
de neurdnios corticais e que esse efeito é atenuado pela adicdo antioxidantes no
meio de incubacao (McLaughin et al., 1998).

Contribuindo com os achados obtidos nos estudos em animais, foi
demonstrado que o PA estimula in vitro a producdo de anion superdxido em
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neutroéfilos de seres humanos (Nakao et al,, 1998). Também foi verificada uma
diminuicdo nos niveis sanguineos de o-tocoferol e GSH em pacientes com
acidemia propionica e metilmalbnica, 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 conteudo intracelular de espécies reativas do oxigénio e no nivel
de expressdao da Mn-SOD. Recentemente, Mc Guire e colaboradores (2009)
observaram um aumento na excregdo urinaria de isoprostanos e di-tirosina,
marcadores de oxidacao lipidica e protéica, respectivamente, por pacientes com
PAemia e MMAemia. Ainda, um estudo demonstrou uma melhora significativa na
neuropatia 6ptica em um paciente com acidemia metilmal6nica em tratamento com
coenzima Q10 e alfa-tocoferol, dois conhecidos antioxidantes (Pinar-Sueiro et al.,
2010).

Embora o mecanismo responsavel pelo estresse oxidativo nos erros inatos
do metabolismo nao seja totalmente compreendido, é provavel que o acumulo de
metabdlitos téxicos que ocorre nessas doencas induza a formacao excessiva de
espécies reativas. Além disso, o efeito inibitério de alguns metabdlitos sobre os
complexos da cadeia respiratéria e algumas enzimas do metabolismo energético
pode levar a uma maior producdo dessas espécies (Wajner et al., 2004; Indo et
al., 2007).

1.7 BUTIRILCOLINESTERASE

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor sintetizado na terminagao
nervosa a partir de acetato e colina, por acao 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 hidrélise de
ésteres de colina foram realizados, surgiu a idéia da existéncia da
butirilcolinesterase (Stedman et al., 1932). Posteriormente, descobriu-se que havia
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duas enzimas com atividade colinesterasica, sendo uma dessas especifica para o
neurotransmissor acetilcolina, denominada acetilcolinesterase, enquanto a outra
catalisava a hidrdlise de outros ésteres, denominada butirilcolinesterase (Mendel e
Rudney, 1943).

As colinesterases, acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE), sao constituintes ubiquos do sistema colinérgico o qual apresenta
importante papel na funcédo cognitiva (Everitt e Robins, 1997). Essas enzimas
diferenciam-se quanto a sua distribuicao 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 acilicos maiores que o acetato ou propionato. Essa enzima também
hidrolisa a metacolina e € inibida seletivamente por baixas concentracdes de
varios compostos de aménio bis-quaternario. 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 nao
hidrolisa a metacolina e € mais sensivel que a acetilcolinesterase a inibicdo por
certos agentes organofosforados (Massoulié et al,, 1993; Cokugras e Teczan,
1997).

A butirilcolinesterase, também conhecida como pseudocolinesterase ou
colinesterase nao especifica, esta presente no soro, células hematopoiéticas,
figado, coragdo, endotélio vascular, sinapses colinérgicas e também no SNC
(Mack e Robitzki, 2000). Estudos também mostraram a presenga dessa enzima no
cértex cerebral, hipocampo, amigdala e talamo, estruturas que possuem um papel
importante na cognicao (Darvesh et al., 1998; Darvesh et al., 2003).

Tanto a AChE quanto a BUuChE pertencem a classe das serina hidrolases.
Quanto a sua estrutura, a butirilcolinesterase € uma glicoproteina semelhante a
acetilcolinesterase, apresentando uma folha B central rodeada por o hélices. A
hidrélise ocorre através de uma triade catalitica envolvendo um grupamento
hidroxila de um residuo de serina, essencial para a atividade enzimatica, o grupo
imidazol de uma histidina, e um acido glutamico, carregado negativamente, que se
liga a porcao basica da colina (Darvesh et al., 2003) (figura 4).
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Figura 4. Sitio ativo da enzima butirilcolinesterase. A triade catalitica consiste dos

amino&cidos serina (S), histidina (H) e &cido glutdmico (E). O grupo acil do substrato
(nessa figura, a acetilcolina) encaixa na por¢ao acil da enzima (A), enquanto o nitrogénio
quaternario interage com o sitio aniénico que é formado pelo aminoacido triptofano (W).
Os substratos sao guiados em dire¢ao ao sitio ativo através da interagdo com os residuos
de acido aspartico (D) e tirosina (Y) localizados na superficie central do sitio ativo
(Adaptado de Darvesh et al., Nature Reviews Neuroscience 4:131-138, 2003).

Por muito tempo, a butirilcolinesterase foi considerada uma enzima nao
especifica e ndo essencial para a neurotransmissao colinérgica (Darvesh et al.,
2003). Entretanto, nos ultimos anos evidéncias tém sugerido que a BuChE pode
atuar como um co-regulador das concentracdes de acetilcolina no SNC, uma vez
que a inibicdo dessa enzima aumenta de maneira dose-dependente a
concentracao desse neurotransmissor no cérebro (Giacobini, 2000). Na auséncia
da AChE, a BuChE parece substitui-la na manutengéo da integridade estrutural e
fisiolégica do sistema colinérgico. Ainda, a BuChE participa da regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo 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 agregacao do peptidio B-amildide e na maturacao
das placas neuriticas caracteristicas da doenga de Alzheimer (Gémez-Ramos e
Moran, 1997). Além disso, as atividades das colinesterases parecem estar
associadas as alteracbes cognitivas encontradas nesses pacientes (Law et al.,
2001).

Recentemente, foi demonstrado que a atividade da BuChE esté 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 possivel que a atividade alterada dessa enzima possa estar
relacionada com as manifestagdes neurolégicas observadas nessas desordens
(Fossi et al., 1992). Ainda, foi demonstrado um efeito protetor da administragdo de
antioxidantes, tais como as vitaminas E e C, na prevencao da inibigdo da BuChE
(Delwing-de Lima et al., 2010). Outros trabalhos tém demonstrado a existéncia de
uma correlacao inversa entre marcadores da peroxidagao lipidica e a atividade da
BuChE no soro de pacientes portadores de algumas doencas, tais como diabetes
gestacional, e em pacientes hemodialisados (Garcia et al., 2008; Omu et al.,
2010). Em conjunto, esses achados sugerem que uma producdo aumentada de
espécies reativas pode contribuir para a alteragdo da atividade da BuChE em

diferentes patologias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Baseando-se na hip6tese de que o dano oxidativo a biomoléculas pode
ocorrer nas desordens do metabolismo do propionato (acidemia propiénica e
acidemia metilmal6nica) como consequéncia do acumulo de metabdlitos téxicos
que ocorre nessas doencgas, 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 biolégicos (plasma e urina) de pacientes portadores
dessas doengas, bem como avaliar o efeito in vitro deste composto sobre o dano

ao DNA induzido pelos acidos propidnico e metilmalénico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar parametros de estresse oxidativo no plasma e urina de pacientes
com PAemia e MMAemia, no momento do diagnéstico e ao longo do tratamento
com L-carnitina e dieta hipoprotéica.

2.2.2 Correlacionar as concentragdes de carnitina total, livre e esterificada com os
parametros de dano oxidativo avaliados nos dois grupos de pacientes com
PAemia e MMAemia, ndo-tratados (grupo diagnéstico) e em tratamento com L-

carnitina.
2.2.3 Avaliar o efeito in vitro dos &cidos propiénico (PA) e L-metilmalénico (MMA),

isolado ou na presenca de L-carnitina, sobre o dano ao DNA em leucécitos

humanos através do ensaio cometa.

25



2.2.4 Avaliar a atividade da enzima butirilcolinesterase e sua relacdo com o dano
oxidativo a lipidios, no plasma de pacientes com desordens do metabolismo do
propionato no momento do diagndstico dessas doengas e durante o tratamento

com L-carnitina e dieta hipoprotéica.
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3. CAPITULO 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 periédico International Journal of Developmental
Neuroscience 28 (2010) 127-132.
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As desordens do metabolismo do propionato (acidemia propiénica e
acidemia metilmalénica) sdo doencas autossdmicas recessivas clinicamente
caracterizadas por crises metabdlicas agudas no periodo neonatal e
manifestacées neuroldgicas cuja fisiopatologia ndo esta totalmente elucidada.
Evidéncias na literatura tém demonstrado propriedades antioxidantes para a L-
carnitina, que é utilizada no tratamento de pacientes com acidemia propiénica e
metilmalbnica para aumentar a excrecao dos acidos organicos acumulados. Neste
capitulo foram avaliados marcadores de dano oxidativo a lipidios (dosagem de
malondialdeido) e a proteinas (dosagem de proteinas carboniladas e tidis totais)
em amostras de plasma de pacientes com acidemia propiénica e metilmalénica
obtidas no momento do diagnostico dessas doencas e ao longo do tratamento
com L-carnitina (100mg/Kg/dia) e dieta hipoprotéica. A dosagem desses
marcadores também foi correlacionada com as concentracées plasmaticas de L-
carnitina total, livre e esterificada. Foi verificado um aumento significativo nas
concentracoes de malondialdeido e de proteinas carboniladas, bem como uma
reducdo significativa de tidis totais, no plasma dos pacientes ndo-tratados em
relacdo ao grupo controle. Por outro lado, os pacientes em tratamento
apresentaram uma marcante redu¢do na dosagem de proteinas carboniladas e de
malondialdeido em relagdo aos pacientes no momento do diagnostico. Além disso,
foi verificada uma correlacdo negativa significativa entre os niveis de
malondialdeido e as concentragées plasmaticas de L-carnitina total e livre.
Analisados em conjunto, os resultados encontrados indicam que o tratamento
preconizado reduz significativamente o dano oxidativo a proteinas e a lipidios nos
pacientes portadores de desordens do metabolismo do propionato e que a
suplementacao 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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CAPITULO 2: OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN URINE FROM PATIENTS
WITH DISORDERS OF PROPIONATE METABOLISM: A BENEFICIAL EFFECT
OF L-CARNITINE SUPPLEMENTATION

Artigo publicado no periédico Cellular and Molecular Neurobiology 32 (2012)
77-82
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Abstract  Propionic (PA) and methylmalonie (MMA)
acidunas are inhented disorders caused by deficiency
of propionyl-CoA carboxylase and methylmalonyl-CoA
mutase, respectively. Affected patients present acute met-
abolic crises in the neonatal penod and long-term newuro-
logical deficits. Treatments of these discases mnclude a
protein restricted diet and L-carnitine  supplementation.
L-Camitine 15 widely used in the therapy of these diseases to
prevent secondary L-carnmiine deficiency and promote
detoxification, and several recent in vitro and 1n vivo studies

have reported antioxidant and antiperoxidative effects of

this compound. In this study. we evaluated the oxidative
stress parameters, isoprostane and di-tyrosine levels, and
the antioxidant capacity, in unne from patients with PA and
MMA at the diagnosis, and during treatment with L-carni-
tine and protein-restricted diet We verified a significant
increase of isoprostanes and di-tyrosine, as well as a
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significant reduction of the anboxidant capacity in unne
from these pabents at diagnosis, as compared to controls.
Furthermore, reated patients presented a marked reducton
of isoprostancs and di-tyrosine levels i relation to
untreated patients. In addition, patients with higher levels
of protem and hmd oxidative damage, determined by
di-tyrosine and isoprostanes levels, also presented lower
urinary concentrations of total and free c-carnitine. In
conclusion, the present results indicate that treatment with
low protein diet and L-carmtine sigmificantly reduces uri-
nary biomarkers of protein and hipid oxidative damage in
patents with disorders of propionate metabolism and that
L-carniting supplementation may be specially nvolved in
this protection.

Keywords  Propionic aciduria - Methylmalonie aciduna -
Oxidative stress - L-Camitine

Introduction

Propiomic acidunia (PA) and methylmalomie aciduria
(MMA) are relatively frequent organic acidurias cansed by
defects in the catabolism of propionyl-CoA to succinyl-CoA
from the branched-chain amino acids, valine and 1soleucine,
and other propiogenic substrates, such as methionine, thre-
onmine, odd-chain fatty acids, and cholesterol (Pérez et al.
2010). PA results from a severe deficient activity of the
enzyme propionyl-CoA carboxylase, which catalyzes the
motin-dependent conversion of propionyl-CoA to methyl-
malonyl-CoA. MMA results from deficiency of the imme-
diately downstream enzyme methylmalonyl-CoA mutase,
which catalyzes the vitamin B ,-dependent conversion of
methylmalonyl-CoA to succinyl-CoA, or by abnomalities
of its cofactor adenosyleobalamin. Inhented deficiency of
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propionyl-CoA carboxylase or methylmalonyl-CoA mutase
leads w tissue accumulation of propionie or methylmalonic
acids respectively. as well as altemative metabolites from
propionate oxidation, which are exereted and 1dentified 1n
urine (Fenton et al. 2001 ; Deodato et al. 2006).
The above two disorders share many
mmeluding  chroniec newrologic  disabality,
developmental delay, which are related to the frequencies

SYMpLOMmS,
seizures  and

of the acute episodes 1in which higher levels of the aceo-
mulating metabolites are identified in the biological Auids
of the patients (Vivian et al. 2002). Despite the predomi-
nant neurodogic findings and brain abnormalities, the exact
pathomechanisms involved m tissue damages of PA and
MMA are not fully established. Previous studies have
reported that oxidative stress and impaired energy metab-
olism can contnbute to the pathogenesis of these disorders
(Brusque et al. 2002; Schuck et al. 2004; Fontella et al.
2000); Schwab et al. 2006). In this context, in vitro and in
vivo studies showed that proponic and L-methylmalonie
acids stimulate lipid and protein oxidation and reduce the
antioxidant defenses in rat brain (Fontella et al. 2000; Rigo
et al. 2006; Furian et al. 2007). Furthermore, the in vivo
admimstration of antioxidants decreased the convulsions,
as well as prevented behavioral and cogmitive deficits
induced by methylmalonie and propionic acids (Rigo et al.
2006; Fighera et al. 1999; Pettenuzzo et al. 2003, 2002). In
addition to animal studies, significant increases i the
content of intracellular reactive oxygen species (ROS), and
of protein- and lipid- oxidation biomarkers were detected
in patients with PA and MMA (Richard et al. 2007;
Mc Guire et al. 2009; Ribas et al. 2010a).

Therapy for methylmalonie and propionic acidurias 1s
based on the restiction of natural protein and the addigon of
special amino acwd mixtures to maintain normal growth and
nutrition (Towati et al. 2006). Since secondary carnifine
deficiency has been observed in patients with organic
acidunias (Chalmers et al. 1984; D1 Donato et al. 1984),
L-camiting supplementation (approximately 100 mg/kg per
day)1s essential for treatment of PA and MMA patients, not
only to replenish the depleted tissue stores, but also for
detoxification, since carmitine conjugates with propionyl
and methylmalonyl acids, increasing their excretion in the
form of carnitine esters (propionylcamiting and methylm-
alonyleamiting) (Yanmeelh 2006). In addition, antioxidant
properties have also been found for r-carnitine, such as
prevention of hipid, protein, and DNA damage, as well as
inerease of non-enzymatic and enzymatic antioxidant levels
(Derin et al. 2004; Vanella et al. 2000); Rezmick et al. 1992;
Fam and Panneerselvam 2002; Ribas et al. 2010b). In this
study, we aimed to evaluate oxidative stress parameters in
unine from patients with PA and MMA at diagnosis, and
under therapy with protein restoction and L-camitine sup-
plementation. We also comrelated the uninary concentrations
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of total L-camitine with the levels of oxidative damage in
these patients.

Methods
Patients and Controls

Patients with PA and MMA were reermted from the Medical
Genetic Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Brazil. Urine samples obtained from seven patients at diag-
nosis (group A)—three with PA and four with MMA (median
age0.92, range 12 days—3.4 years)—and from cight patients
with these disorders under treatment (group B)—five with
MMA and three with PA (median age 525, mange
11 months—9.7 years), were used for evaluating the different
parameters of oxidatve stress. The median of treatment
duration was 1.5 years (range 6 months-5.7 years). Clinical
presentabion was predominantly charactenzed by neurolog-
ical dysfunction, meluding encephalopathy, delayed neuro-
psychomotor development, hypoactivity, and convulsions,
besides vomiting, dehydration, and hepatomegaly. All the
patents were diagnosed 1 oour laboratory by identficabion
of abnormal patterns of orgame acids in urine using gas
chromatography coupled to mass spectrometry (Sweetman
1991). Treatment consisted of a protein-restricted diet sup-
plemented with L-camitine (100 mg/Kg per day) and a syn-
thetic amino acid formula. The control group consisted of
urine from six age-matched healthy children (median age
3.96, range 2.4-5 years). This study was approved by the
Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
RS, Brazil. Informed consent was obtained according to the
guidelines of the committee.

15-F2t-1soprostane Determination

Isoprostanes are prostaglandin-like compounds which are
produced by free radical-mediated peroxdation of lipo-
proteins. These by-products have a short half-hife and
are eliminated primanly in the urine. Unne from subjects
was thawed and isoprostane levels weme determined
using a competitive enzyme-hinked immunoassay (ELISA)
(Oxford Biomed EABS). In brief, wrine samples were
mixed with an enhanced dilution buffer that essentially
eliminates interference because of non-specific binding. In
this assay, the 15-F2t-isoprostane in the samples competes
with 15-F2t-soprostane conjugated to horseradish peroxi-
dase (HRP) for binding to a polyclonal antibody specific
for 15-F2t-isoprostane coated on the microplate. The HRP
activity results in color development when substrate is
added, the mtensity of which is inversely proportional to
the amount of unconjugated 15-F2t-isoprostane in the
samples and may be measured at 630 nm. Results were
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expressed as nanograms of isoprostanes per mg urinary
creatining.

Di-tymsine Autofluorescence Determination

Di-tyrosme (di-tyr) content, a measure of protemn oxidation,
was determined by awtofluorescence. For di-tyr fluores-
cence determination, 50 pl of thawed urine was added to
950 pl, 6 mol/l urea in 20 mmol/l sodium phosphate buffer
pH 7.4. After 30 mun, di-tyr concentration was measured
using a fluorometer (excitation 315 nm, emission 410 nm).
Results were expressed as fluorescence units per mg uri-
nary creatimne (Kirschbaum 2002).

Antioxidant Capacity Determination

The unnary anboxwudant capacity was determmed using a
chemical assay (Antioxidant Assay Kit, Cayman Chemical,
TO9001). This assay relies on the ability of antioxidants in
the sample to inhibit the oxidation of ABTS (2,2%-azino-di-
3-cthylbenzothiazohne sulfonate) by metmyoglobin. The
amount of oxidized ABTS can be monitored by detwecting
the absorbance at 750 or 405 nm. The antioxidants in the
sample cause suppression of the absorbance to a degree,
which 15 proportional to their concentration. The capacity
of the antioxidants in the sample to prevent ABTS oxida-
tion 5 compared t© that of trolox,
tocopherol analogue, allowing to evaluate the urinary

a  water-soluble

antioxidant status to be expressed as micromolar trolox
equivalents per mg urinary creatinine.

Determination of L-Camitine Levels

Unnary total and free L-carnitine levels were determined
based on the method of De Sousa et al. (1990). Initially, 50
pl of potassium hydroxide (.20 mol/l was added to 50 pl of
urine, and the mixture was incubated at 37°C for 45 min.
The solution to be assayed was added to 50 pl of HEPES
05 mol/l, 20 pl of Nethylmaleimide 4) mmol/l, and
100 pl of [1-14C] acetyl coenzyme A 10 pmol/l. Then,
30 pl of L-carnitine acyltransferase (0.5 mg/ml) was added,
and the mixture was passed down through a column of
Dowex. The total column effluent was collected, the scin-
tillation flusd was added, and the 1sotope content was
determined wsing a hiquid seintillation counter. Free
L-camitine was determined by the same protocol, but
without incubation with potassium hydroxide. Results were
expressed as pmolA.

Statistical Analysis

Data were cxpressed as mean =+ standard deviation.
Comparson between means was analyzed by one-way

ANOVA followed by the Duncan multiple range test, when
the F value was significant, and by the Student’s r test for
unpaired samples. A P value lower than 0,05 was consid-
ered significant. All the analyses were performed using the
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Software,
version 15.0), m a PC-compatible computer.

Besults

In this study, we evaluated in vivo oxidative stress
parameters in urne from untreated MMA and PA patients
{at the moment of diagnosis) (group A), and from patients
under treatment with protein-restricted diet and L-carmitine
plus amino acid formuola supplementation (group B). The
parameters of lipid (isoprostanes levels) and protein (di-
tyrosine levels) oxidative damage, as well as the urinary
anboxidant capacity (AOx) were compared to those of
controls.

We first verified that the kevels of 1soprostanes, an end
product of arnchidonic acid peroxidation [F(2,18) = 10.31,
P <0.01], and the dityrosine levels [F(2.18) = 5.65,
P = 0.05], a biomarker of oxidative damage W proteins,
were markedly increased in untreated (at diagnosis) MMA
and PA patients (group A) as compared with treated
patients (group B) and controls (Fg. la, b, respectively).
Furthermore, MMA and PA patients under therapy (group
B) presented isoprostanes and di-tyrosine kevels similar to
those of the control group, and significantly lower than
those of group A. We also found that MMA and PA
patents with higher levels of isoprostanes and di-tyrosine
had significantly reduced urnary concentrations of total
and free L-camitine (Table 1).

Next, we measured the urinary antioxidant capacity
(AOx) in both the groups of patents. We found that
untreated and treated MMA and PA pabents had lower
urinary AOx levels in relation to controls [Fi(2.15) = 7.02,
P = 0.01], although these AOx levels m MMA and PA
pabents under treatment did not differ from those of
pabents at diagnosis (Fg. le).

Discussion

Although chronic newrological disability 1s observed in
patients with MMA and PA (Fenton et al. 2001), the
pathomechanisms responsible for tissue damage in these
diseases are still not fully understood. Studies using cell
cultures and anmimal disease models have indicated that
mitochondrial dysfunction occurs
potentially contributing to increased free radicals’ pro-
duction (Brusque et al. 2002; Fontella et al. 2000; Dutra
et al. 1993; Wajner and Coelho 1997; McLaughlin et al.

in these disorders,
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Fig. 1 Isoprostanes (a), di-tyrosine (b) and antiwoxidant capacity
(£) measurement in urine from patients with disorders of propionate
metabolism and controls. Growp A and B mpresent MMA and PA
patients at diagnosis and under treatment, respectively. Data represent
the mean £+ SD (contradsn = 6, group A n = 6-7, group Bn = 6-5).
*#P < 001, *P < 005 compared to contmols (ANOVA followed by
the Duncan multiple range test)

1998). Recently, it was demonstrated that lipid and protein
oxidative damage 15 increased in plasma and urine from
patients with disorders of propionate metabolism (Ribas
et al. 2010a; Mc Guire et al. 2009). Accordingly, Richard
et al. (2007) observed a significant increase of intracellular
reactive oxygen species and of MnSOD expression levels
in fibroblasts from patients with MMA, supporting a pos-
sible role of oxidative stress in the pathophysiology of this
disease. In this study. we quantified markers of oxidative
stress in urine from patients with PA and MMA to mves-
tigate the effect of L-camitine supplementation on this
pathologic process, correlating these parameters with the
unnary concentrabions of L-camitine.

€ Springer

Table 1 Concentrations of total and free L-carniting in patients with
disorders of propionate metabolism according o their urinary levels
of sopmstanes and di4yrosine

Total t~carmtine  Free L-camiting

(uM}) (M)

Isoprostanes < 0.5 ng'mg Cr 13573 £ 1052 123.44 4+ 1042
(n=6)

Isoprostanes 0.5-1.0 ng'mg O 54.56 & 27.97* 19.54 £ 22.00*
(n=13)

Isoprostanes = 1.0 ng'mg Cr 4B.83 <+ 3097° 9.66 + 4.56
(n=4)

Di-tyrosine < 20,000 FU/mg 12317 + 2024  106.88 + 36.49
Crin = 5)

Di-tyrosine = 20,000 FU/mg 69.69 + 4962  37.94 4 54207
Crin =8}

P <00l compared to  isoprostanes < 0.5 ng/mg Cr  gmoup

(ANOVA, followed by the Duncan multiple range test). "F < 0.05
compared to di-tyrosine 20,000 FU/mg Cr group (Student’s ¢ test for
unpaired samples)

We observed a marked increase of isoprostanes, which
are formed by the non-enzymatic peroxidation of arachi-
donic acid, in unne from MMA and PA patients at diag-
nosis. The measure of uninary soprostanes 15 a rehable
indicator of lipd oxidative damage (Nourooz-Zadeh 2008).
These mesults are in accordance with previous studies
showing that malondialdehyde formation, another param-
eter of ipid oxidative damage, 15 induced in vivo and in
vitro in animal tissues by methylmalonic and propionic
acids (Fontella et al. 2000); Malfatti et al. 2003), and was
found to be increased in plasma and urine from MMA and
PA patients (Ribas et al. 2010a; Me Guire et al. 2009).
Besides, Me Guire et al. (2009) showed that urine samples
collected from PA and MMA patients had higher levels of
isoprostanes. We also verified that patients under treatment
with L-carnitine and protein-restricted diet plus essential
amino acids presented significantly lower levels of urinary
isoprostanes in relation to untreated MMA and PA patients.
Besides, MMA and PA patients with higher isoprostanes
levels presented lower concentrations of total and free
L-carniting 1n ther unne. These results reinforee our recent
findings, showing that L-camitine is comelated with the
reduction of lipid peroxidation in plasma from MMA and
PA patients (Ribas et al. 2010a).

Next, we demonstrated that protein oxadative damage,
measured by di-tyrosine  formation, was  significantly
imereased in unne from PA and MMA patients at diagnosis.
Dh-tyrosine 15 formed by the oxidation of adjacent protein
tyrosine residues, leading to the formation of a lughly stable
inter-phenolic bond that does not undergo further metabo-
hsm (Kirschbaum 2002). It was also found that patients
under therapy presented lower urinary levels of di-tyrosine,
as compared with untreated patients, reflecting the protective
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mole of treatment on profein oxidation. These data also agree
with those of animal stwdies, showing that methylmalonic
and propionic acids induce protein-oxidative damage in
brains of rats, as determined by carbonyl formation (Rigo
et al. 2006; Furian et al. 2007). The recent findings, dem-
onstrating that protein carbonyl formation and sulthydryl
oxidation are mereased in plasma from patients with MMA
and PA further renforee the view that oxidative damage to
proteins may be mvolved in the pathophysiology of these
diseases (Ribas et al. 2010a). Qur data in this study demon-
strated that L-camiting supplementation and low protein diet
prevent oxidaton of protem tyrosme residues in these
patients. Since MMA and PA patients with higher di-tyrosine
levels also showed lower concentrations of total and free
L-camitine, it 1s possible that treatment with L-camiting was
mvolved 1n this protective effect.

Decreased wrinary AOx was also observed in patients
with disorders of propionate metabolism at diagnosis.
Similar results were obtained by Fontella and colleagues
(2000)), who demonstrated that propionie and methylma-
lome acids reduced in vitro the total radical-trapping
antioxidant (TR AP) in homogenates of rat brain, indicating
a reduction of brain antioxidant potential by these metab-
olites. Our results 1n this study are also m agreement with
the data reported by Me Guire et al (2009), showing a
marked reduction of urmary AOx in patients with PA.
Interestingly, we found that patients under therapy also
presented deficiency of their urinary AOx. It is presumed
that these alterations can occur because of the treatment
with restricted diets (such as in phenylketonune patients)
which are poor in micronumients necessary for the anti-
oxidant status or, alternatively. by an unosual increase in
metabohic by-products which will directly or indirectly
deplete the cell’s antioxidant capacity (Moyano et al. 1997;
Wajner et al. 2004; Sitta et al. 2011; Ribas et al. 2011).

In this study we verified a significant reduction of the
unnary biomarkers of oxidative damage in treated MMA and
PA patients. However, we cannot conclude with certainty
that this effect was only due to L-carnitine supplementation,
since these patients were also treated with protein-restneted
diets plus synthetic amino acid formulas. However, numer-
ousin vitro and in vivo studies have reported antioxidant and
antiperoxidative effects forL-carniine, which is able to act as
a metal chelator, scavenger of oxygen reactive species, as
well as inerease enzymatie and non-enzymatic antioxidants
levels (Vanella et al. 2000; Rezmick et al. 1992; Dernin et al.
2004; Rani and Panneerselvam 2002; Solarska et al. 2000;
Giilgm 2006; Sitta et al. 2009). Furthermore, it should be
emphasized that because the toxic effects of the accumu-
lating metabolites in MMA and PA patients, the beneficial
effects of L-camitine supplementation, such as correction
of secondary carnitine deficiency, removal of short-chain
acyl-CoA denvatives, and restoration of intramitochondnal

acyl-CoA/CoA ratios, may improve the metabolic status of
these patients (Ribas et al. 2010a; Walter 2003), contributing
to lower levels of oxidatve damage observed in MMA and
PA patients during treatment.

In conclusion, data of this study suggest that L-carmtine
supplementation could be involved in the meduction of
protein- and hpd- oxidative damages in PA and MMA,, as
detected by the improvement of di-tyrosine and 1sopros-
tanes levels, mespectively, in the reated patients. Consid-
enng that urine can easily be collected from these patients,
being wsed for diagnosis and follow-up of organie acidu-
nas, it 15 postulated that 1t could be used to momtor the
treatment efficacy in PA and MMA patgents, by measuning
the markers of oxidadve damage.
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Propionic acidemia (PAemia) and methylmalonic acidemia (MMAemia) are inborn errors of propionate
metabolism characterized by the accumulation of, respectively, propionic and t-methylmalonic acids
(and their metabolites) in the blood and tissues of affected patients. The conditions lead to severe
metabolic complications in the neonatal period and to long-term neurological manifestations. Treat-
ment for these disorders consists of a protein-restricted diet, supplemented with synthetic formulas of
amino acids, but excluding isoleucine, threonine, valine and methionine; and L-carnitine, to promote
detoxication. In vitre and in vive studies have demonstrated that lipid and protein oxidative damage may
be involved in the pathophysiology of these diseases, but DNA damage has not been fully investigated. In
this work, we evaluated in vitro the effects of PA and MMA, in the presence or absence of L-carnitine, on
DMA damage in peripheral leukocytes, as determined by the alkaline comet assay, using silver staining
and visual scoring. PA and MMA induced a DNA damage index (DI} significantly higher than that of the
controd group. L-Carnitine significantly reduced PA- and MMA-induced DNA damage, in a concentration-
dependent manner. Our findings indicate that PA and MMA induce DNA damage and L-carnitine is able

Keywards:
Propionic acid
Methylmalonic acid
DMA damage
r-Carnitine

to prevent this damage,

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The organic acids propienic acid (PA) and L-methylmalonic acid
(MMA) are found at high levels in the bloed and urine of patients
with propionic acidemia (PAemia) and methylmalonic acidemia
(MMAemia), respectively. These inherited disorders are caused by
the reduced activity of the enzymes propionyl-CoA carboxylase and
L-methylmalonyl-CoA mutase, respectively, which catalyze stepsin
the conversion of propionyl-CoA to succinyl-CoA, a key process in
the metabolism of the amino acidsisoleucine, threonine, valine, and
methionine; odd-chain fatty acids; the bases thymine and uracil;
and cholesterol [1-3].

Individuals affected by these disorders are at constant risk for
metabolic decompensation with metabolic acidosis, ketonemia,
hyperammonemia, hyperglycinemia, hypoglycemia, and metabolic

* Corresponding authorsat: Servigo de Genética Médica, HCPA, Rua Ramiro Barce-
los, 2350, CEP %0.035-903, Porto Alegre, RS, Brazil. Tel: +5551 21018011;
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stroke [4]. During the crises of metabolic decompensation, the lev-
els of MMA and PA can be as high as 2.5-5mM in the blood and
cerebrospinal fluid, and even higher in the neuronal cells [5]. Neu-
rological symptoms, such as encephalopathy, lethargy, convulsions
and mental retardation, are common in these disorders, but the
mechanisms underlying the brain damage pathophysiology are not
yet fully established. Mevertheless, there is compelling evidence
that mitochondrial dysfunction, excitotoxicity, and oxidative stress
contribute to the neuropathology of these organic acidurias [6-13].

Treatment of PAemia and MMAemia consists of a low-protein
high-energy diet and synthetic amino acid-based formulas. L-
Carnitine forms conjugates with propionyl and methylmalonyl
acids, increasing their excretion in the form of carnitine esters
(propionylcarnitine and methylmalonylcarnitine) and leading to
secondary carnitine deficiency [3,14]. Therefore, L-carnitine sup-
plementation (approximately 100 mgfkg per day) is essential, to
replenish depleted tissue stores of this compound. Oxidative stress
may play an important role in the pathophysiclogy of some
inborn errors of metabolism, since accumulation of toxic metabo-
lites may lead to excessive production of free radicals [15-17].
which can react with lipids, proteins, DNA, and RNA. The hydroxyl
radical, the most harmful reactive oxygen species, can induce a
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variety of lesions in DNA, including single-strand breaks (55Bs),
double-strand breaks (D5Bs), alkali-labile sites, oxidized purine and
pyrimidine bases, and DNA-protein cross-links [15,18-20].

PA and MMA stimulate lipid peroxidation and protein oxida-
tion, as well as reduce antioxidant defenses in rat brain [9,21,22].
We have demonstrated that, at diagnosis, patients with PAemia
and MMAemia present higher levels of protein and lipid oxida-
tion compared to healthy subjects, and treatment with L-carnitine
may reduce lipid peroxidation in patients with these disorders
[23). 1-Carnitine was also associated with the reduction of lipid
peroxidation in patients with phenylketonuria, an inborn error
of phenylalanine metabolism [16]. Several studies have reported
antioxidant and antiperoxidative properties for this compound,
which can act as a metal chelator and a scavenger of reactive oxy-
gen species, such as hydrogen peroxide (Ha0z ), superoxide radical,
and hydroxyl radical [24-27]. In the present study, using the comet
assay, we have tested the effects of PA and MMA on DNA damage
in vitro and we have tested whether L-carnitine can mitigate such

damage.

2. Materials and methods
21, Invitro induction of DMA domaoge by PA and MMA

This study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Venous blood specimens from healthy volunteers were collected in
heparinized vials under sterile conditions. Leukocytes isolated from whole blood
were incubated with PA (2, 3, or 5 mM) or MMA (05, 2, or 5mM]) at 37 <C for 6h.

22 Effect of L-carmitine on DNA damage in vitro

Leukocytes from healthy volunteers were co-incubated with L-carnitine (30, 60,
90, 120, or 150 pM) and PA {5 mM) or MMA {5 mM) at 37 “C for & h. The final con-
centrations of L-carnitine in the assays were based on previous Aindings for patients
with PAemia and MMAemia, showing that plasma levels of this compound can vary
from 30 pmol/L at diagnosis to almast 100 wmol/L under supplementation [23].

23 Single cell gel electrophoresis {comet assay )

The alkaline comet assay followed the method described by Singh et al. [23] and
was performed in accordance with general guidelines for the assay [29.30]. Isolated
human leukocytes were suspended in agarose and spread onto a glass microscope
slide pre-coated with agarose. Agarose was allowed to set at 4-C for 5min. Slides
were incubated in ice-cold lysis solution to remove cell proteins, leaving DNA as
“nuclecids™. After the lysis procedure, the slides were placed on a horizontal elec-
trophoresis unit and covered with fresh buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA,
pH= 13] at 4°C for 20min, to allow DNA unwinding and the expression of alkali-
labile sites. Electrophoresis was performed for 20min (25V: 300mA; 09V/cm)
Slides were then neutralized, washed in double-distilled water, and stained accord-
ing to a silver-staining protocol [31]. After drying overnight at room temperature,
the gels were analyzed using an optical microscope. One hundred cells (50 cells
from each of the two replicate slides) were selected and analyzed. Cells were visu-
ally scored according to tail length and received scores from 0 (no migration) to 4
{maximal migration) according to tail intensity. Therefore, the damage index (DI}
for cells ranged from O (all cells with no migration) to 400 {all cells with maximal
migration). The slides were analyzed under blind conditions by at least two different
individuals.

24, Statistical analysis

Data were analyzed using the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by
the Mann-Whitney U-test. A p value lower than 0.05 was considered significant. The
values were presented as medians (min; max). All analyses were performed using
Seatistical Package forthe Social Sciences | SP55)software, v. 15.0, on a PC-compatible
COMmputer.

3. Results

Figs. 1 and 2 show the effects of PA and MMA, respectively, on
DMA damage in white blood cells in vitre. All concentrations of PA
and MMA tested resulted in a DNA damage index (DI} significantly
higher than that of the control (p<0.01). Mo significant difference
was found in DNA damage between 2 and 5mM MMA, or among
the tested concentrations of PA. The DI values and the number of
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Fig. 1. In vitro effect of propionic acid (2, 3 and SmM]) on DNA damage [comet
ass5ay] in leukocytes from whole blood. Data represent median (min; max) of three
independent experiments (individuals). a, p<0.01 compared to the contral group
(Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney U-test ).

cells found in each damage class for PA and MMA, obtained from
three independent experiments, are presented in Tables 1 and 2,
respectively.

Mext, we evaluated the effect of L-carnitine on DNA dam-
age induced by 5mM PA (Fig. 3) or 5mM MMA (Fig. 4) in
vifro. L-Carnitine reduced the DI induced by PA or MMA. in
a concentration-dependent manner, with a particularly large
inhibitory effect on MMA. Tables 3 and 4 show DI values and the
numbers of cells found in each damage class for PA and MMA,
respectively, after the addition of L-carnitine.

4. Discussion

The disorders of propionate metabolism PAemia and MMAemia
are genetic diseases characterized by accumulation of, predom-
inantly, PA and MMA, respectively. Patients affected by these
disorders present acute episodes of metabolic acidosis with neu-
rological manifestations, including coma and convulsions, and
long-term neurological symptoms. Treatment with L-carnitine
increases excretion of propionylcarnitine and methylmalonylcar-
nitine, thereby promoting detoxication [1-3].

Oxidative stress is involved in alarge number of human diseases,
including neurodegenerative diseases and some inborn errors of
metabolism [15,32,33]. Free radicals can attack cellular DNA, caus-
ing lesions ranging from base and sugar damage to DNA breaks
and DMA-protein cross-links [34]. DNA lesions may hamper pro-
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Fig. 2. Invitroeffect of methylmalonicacid (0.5, 2 and 5 mM) on DNA damage (comet
assay) in leukocytes from whole blood. Data represent median (min; max) of three
independent experiments (individuals). a, p<0.01 compared to the control group
and b, p<0.01 compared to the 0.5 miM MMA group (Kruskal-Wallis test followed
by Mann-Whitney U-test).
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Table 1

DI values and number of cells found in each damage class induced by different concentrations of propionic acid (2-5 mM).

Groups Experiments ol Damage class
o 1 2 3 4
Control 1 14 87 12 1 ] 0
2 11 29 11 a 0 0
k| 11 39 11 L] 0 0
E 285 34 1 ] 0
2mM PA 1 26 T4 26 1] 0 0
2 31 70 29 1 o 0
3 29 T2 Ir 1 0 0
¥ 216 82 2 0 0
ImM PA 1 an 71 28 1 o 0
2 35 &7 31 2 0 0
3 32 [5t] 30 1 o 0
B 207 29 4 0 0
SmM PA 1 31 T0 29 1 o 0
2 34 4] 30 2 0 0
3 e 67 31 2 o ]
% 205 a0 5 0 0
DI: damage index.
Table 2
DI values and number of cells found in each damage class induced by different concentrations of methylmalonic acid (0.5-5 mM).
Groups Experiments ol Damage class
0 1 2 3 4
Control 1 14 a7 12 1 0 0
2 11 0 11 LI} 0 0
3 11 0 11 o 0 0
¥ 265 34 1 0 0
0.5 mM MMA 1 50 &6 24 & 2 2
o 57 e 24 6 3 3
3 51 &7 22 6 3 2
N 197 70 18 E 7
2 mM MMA 1 73 L 29 i 4 4
2 &9 58 ) 7 4 4
3 i 57 28 i, 4 4
B 170 84 2 12 12
5mM MMA 1 72 56 26 B 6 4
2 B8 56 N 5 5 3
3 70 55 31 [ 5 3
E 167 83 19 16 10

DI: damage index.

cesses such as transcription and replication, resulting in cell cycle
arrest, cell death. or mutagenesis, and have been implicated in sev-
eral inherited diseases, in carcinogenesis, in genetic disorders, and
in aging [35].

Some in vivo and in vitro studies have demonstrated that PA
and MMA stimulate lipid peroxidation and protein carbonylation in

B0
B & A
%Edﬂ *% i%
=
ZEW
0=
0 T - .

rat brain [9,21,22] and inhibit respiratory chain complex activities
and other enzymes of energy metabolism [4,7,11,13], suggesting
that free radicals may contribute to the tissue damage observed in
PAemia and MMAemia. Recently, we showed that oxidative dam-
age to lipids and proteins is detectable in plasma from patients with
PAemia and MMAemia, at diagnosis, and that L-carnitine supple-

Contral 5 mM PA i

Y 3
E2 # ﬂ
I l . :
60 %0 120 150

5 mM PA + L-carnitine (pM)

Fig. 3. In vitro effect of t-carnitine (30, 60, 20, 120 and 150 pM) on DMA damage {comet assay) induced by 5 mM PA in leukocytes from whole blood. Mata represent median
{min; max) of three independent experiments (individuals). =p<0.01 compared to the contrel group and *p<001 compared to the 5 mM PA group (Kruskal-Wallis test

followed by Mann-"Whitney U-test).
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Table 3
Effect of different concentrations of L-carnitine (30-150 pM) on DI valwes and number of cells found in each damage class induced by 5 mM PA.
Groups Experiments DI Damage class
] 1 2 3 4
5 mbd PA+30 pM 1 33 ] 31 1 o LI}
L-Carnitine 2 34 ] 30 2 o LI}
3 35 66 33 1 o 1]
i 202 04 + 1] 0
S mM PA+ G0 pM 1 3z 69 30 1 o L]
L-Carnitine 2 34 &7 3z 1 o 0
3 e &b 33 1 o 0
> 202 95 3 ] 0
5 mM PA+90 pM 1 30 70 30 a o LI}
L-Camnitine 2 25 77 21 2 o L]
3 ELl] 70 30 a o 0
VT 217 81 2 1] 0
LmM PA+ 120 nM 1 23 T8 21 1 o 0
L-Carnitine 2 23 77 23 (1] o 0
E | 19 a1 19 a o 0
¥ 236 63 | ] 0
5 mbd PA+ 150 M 1 15 a5 5 a o L]
L-Camitine 2 14 a6 1 a o i}
3 17 a4 15 1 o L]
E 255 1 o L]
Di: damage index.
Table 4
Effect of different concentrations of c-carnitine (30-150 pM) on DI valwes and number of cells found in each damage class induced by 5 mM MMA
Groups Experiments DI Damage class
] 1 3 4
5 m MMA +30 pM 1 73 41 a7 10 2 L]
L-Camnitine 2 70 42 48 8 2 L]
3 68 42 49 8 1 L]
B 125 144 26 5 0
5 mb MMA +60 M 1 56 48 49 2 1 0
L-Carmitine 2 54 48 50 2 o 0
3 55 47 51 2 o 0
0 143 150 15 1 0
5 mbd MMA +90 pM 1 43 58 41 1 o L]
L-Camnitine 2 3a &1 39 a o i}
3 40 &0 40 a o L]
5 179 120 1 0 0
5 mM MMA + 120 M 1 27 73 7 1] o 0
L-Carnitine 2 29 i 29 1] o 0
3 7 73 I a o i}
o 217 83 0 ] 0
5 mbl MMA + 150 1M 1 15 a5 15 a o a
L-Camnitine 2 12 a8 12 1] o 0
3 14 836 14 1] o [i]
VT 259 41 0 o 0
Di: damage index.
mentation protects against attack by reactive species [23]. Despite
0 . - - evidence that PA and MMA can induce oxidative damage to lipids
) s and proteins, the effects of these acids on DNA damage have not

-

DA damage
[arbitrary unitsh
&

Costal Sl MWA ] &0 B 12 50

& mM MMA + L-carntine (M}

Fig. 4. In vitro effect of L-carnitine (30, 60, 90, 120 and 150 pM}) on DNA damage
{comet assay) induced by 5 mM MMA in leukocytes from whole blood. Data repre-
sent median (min; max) of three independent experiments (individuals). **p<0.01
compared to the control group and ®*p<0.01 compared to the 5mM MMA group
(Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney U-test).

been investigated.

In this work, we report the effects of L-carnitine on DMA dam-
age induced by PA or MMA in leukocytes in vitro, with the alkaline
comet assay (DMNA strand breakage) as endpoint. In the alkaline
comet assay (single cell gel electrophoresis), developed by Singh et
al. [28), increased DNA migration is associated with sites of incom-
plete DNA excision repair [29,30]. This assay has the advantages of
high sensitivity, low cost, and speed [31].

We verified significantly greater levels of DNA migration/DNA
damage in leukocytes treated with PA or MMA, compared to the
control group. DNA damage induced by MMA was higher than



5. Ribas et al. / Mutation Research 702 (20010) 123-128 127

that induced by PA. Comparing the distribution of damage classes
induced by PA, one ohserves that the differences were primarily
caused by an increased number of cells in damage classes 1 and 2,
reflecting a homogeneous increase in the number of slightly dam-
aged cells, rather than a few highly damaged cells. MMA, in contrast,
led to a significant increase of cells in damage classes 3 and 4.

The comet assay is not able to discriminate the etiology of DNA
damage, but DNA damage induced by PAor MMA may be due to pro-
duction of free radicals; previous studies have shown that PA and
MMA can increase ROS generation and oxidative damage to cells
[11-13 36]. This hypothesis is reinforced by the work of McLaugh-
lin et al. [37], demonstrating that exposure of striatal and cortical
cultures from embryonic rat brain to MMA for 24 h provoked DNA
laddering and dose-dependent cell death, which was attenuated
by antioxidants. PA and MMA stimulate lipid peroxidation in rat
brain and in the plasma of patients with PAemia and MMAemia
[9,21,23]. In this context, products of lipid peroxidation, such as 4-
hydroxynonenal, may modify DNA bases, leading to formation of
bulky exocyclic adducts and resulting in mutagenesis [38].

L-Carnitine reduced DNA damage induced by PA or MMA. L-
Carnitine plays important metabolic functions, including transport
of long chain fatty acids into mitochondria, for B-oxidation, par-
ticipation in trans-esterification and excretion of acyl-CoA esters
and scavenging of oxygen reactive species, reducing lipid perox-
idation and increasing enzymatic and non-enzymatic antioxidant
levels [24,26,27.39,40]. In addition, some authors have shown that
L-carnitine can reduce oxidative damage to DNA and accelerate the
disappearance of single-strand breaks induced by oxygen radicals
and alkylating agents [20.41,42]. This effect has been attributed to
its ability to scavenge ROS, activate the repair enzyme poly(ADP-
riboze)polymerase and other repair mechanisms, and enhance
energy production by cells [20,41]. Alternatively, L-carnitine may
reduce MMA- and PA-induced DNA damage by reduction of toxic
intracellular levels of propionyl-CoA and methylmalonyl-Cof

McLaughlin et al. [ 37] observed neuronal death and DNA ladder-
ing characteristic of apoptosis in primary neuronal striatal cultures
exposed in vitro to MMA for 24h. The authors attributed their
findings to disturbance of mitoechondrial homeostasis, involving
reduced ATP synthesis and free radical proeduction that cause neu-
ronal damage and DNA laddering. To our knowledge, our report
is the first to show that MMA and PA provoke marked DMA
damage in leukocytes. Furthermore, we showed that L-carnitine
can prevent DNA injury induced by these compounds, reinforc-
ing the clinical significance of L-carnitine treatment in PAemia and
MMAemia.
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3. CAPITULO 4: REDUCTION OF BUTYRYLCHOLINESTERASE ACTIVITY IN
PLASMA FROM PATIENTS WITH DISORDERS OF PROPIONATE

METABOLISM IS PREVENTED BY TREATMENT WITH L-CARNITINE AND
PROTEIN RESTRICTION.
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Nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo
pode estar relacionado as alteragdes na neurotransmissao 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 niveis de acetilcolina e, ainda, por participar da regulacao da
proliferagdo e diferenciagdo neuronal durante o desenvolvimento do sistema
nervoso central. Neste capitulo nés avaliamos a atividade da enzima
butirilcolinesterase e os niveis de malondialdeido (MDA), um produto final da
peroxidacdo lipidica, em amostras de plasma de pacientes portadores de
desordens do metabolismo do propionato, antes e apds o tratamento com L-
carnitina (100mg/Kg/dia) e dieta hipoprotéica. Foi verificada uma reducao
significativa da atividade da BuChE, bem como um aumento nas concentragdes de
MDA no plasma dos pacientes ndo-tratados em relacdo 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
correlacdo negativa significativa com as concentragdes de MDA nos pacientes
portadores dessas desordens. Em conclusao, estes resultados sugerem que uma
formagcao aumentada de espécies reativas pode estar envolvida com a reducao da
atividade da BuChE nas desordens do metabolismo do propionato, possivelmente
contribuindo para a fisiopatologia dessas doencgas, e que o tratamento com L-

carnitina e dieta hipoproteica é capaz de prevenir esta alteracao.

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. DISCUSSAO GERAL

As acidemias propidnica e metilmalénica sdo doencas hereditérias,
autossGmicas recessivas, que comprometem o catabolismo dos aminoéacidos
valina, isoleucina, metionina e treonina, dos acidos graxos de cadeia impar e do
colesterol. Bioquimicamente, os pacientes afetados com PAemia e MMAemia
apresentam elevadas concentragdes séricas e urindrias dos &cidos propibénico e
metilmalbnico, respectivamente, bem como de outros metabdlitos do PA (4cidos 3-
OH-propidnico e metilcitrico, propionilglicina e propionilcarnitina), além de severa
acidose metabdlica, acidemia latica, cetose/cetonuria e hiperamonemia, podendo
levar ao 6bito nos primeiros dias de vida. Sintomas neurolégicos como hipotonia,
letargia, encefalopatia, convulsbes e graus variaveis de retardo mental e
psicomotor também sao observados nessas desordens, sugerindo que o0s
mecanismos envolvidos no dano cerebral dessas doencas ainda precisam ser
melhor investigados (de Mattos-Dutra et al., 1998; Fenton et al., 2001).

Nesse sentido, estudos in vitro e in vivo tém sugerido que excitotoxicidade
secundaria, inibicdo do metabolismo energético e producdo de radicais livres
causadas pelo excesso de propionato e metilmalonato podem estar relacionadas
com o dano neuroldgico caracteristico das acidemias propiénica e metilmal6nica,
respectivamente (de Mattos-Dutra et al., 2000; Fontella et al., 2000). Vasques e
colaboradores (2006) mostraram que as alteragdes comportamentais induzidas
pela administracdo de MMA em hipocampo de ratos podem ser prevenidas por
creatina, sugerindo um possivel comprometimento do metabolismo energético
cerebral pelo MMA. Outros autores também demonstraram que o MMA inibe in
vitro a atividade das enzimas succinato desidrogenase, B-hidroxibutirato
desidrogenase e lactato desidrogenase, além de complexos da cadeia respiratéria
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 diminuicdo na produgédo de CO, e ATP, além de maior consumo de
oxigénio e producédo de &cido latico (Wajner et al., 1992; Royes et al., 2003;
Toyoshima et al., 1995).

O acido propibnico, presente em altas concentracées nos tecidos e fluidos
biolégicos de pacientes com PAemia, também apresenta efeitos tdxicos sobre o
sistema nervoso central. Esses efeitos sao atribuidos em parte a hiperamonemia,
provocada pela inibicdo da enzima N-acetilglutamato sintase (Coude et al., 1979),
comprometimento do metabolismo energético mitocondrial, através de seus efeitos
inibitérios sobre o ciclo de Krebs (Evangeliou et al., 1985; Schwab et al., 2006;
Brock e Buckel, 2004) e fosforilacao oxidativa (Schwab et al, 2006). Severa
disfungcao mitocondrial, com inibicdo dos complexos I-IV da cadeia respiratoria, foi
demonstrada em tecidos de bidpsia muscular de pacientes com PAemia (Schwab
et al., 2006).

Nos ultimos anos, muitas patologias humanas, como neoplasias, diabetes,
aterosclerose, doencgas inflamatérias crénicas e cardiovasculares, tém 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 6érgao
especialmente sensivel ao dano oxidativo, devido ao seu elevado consumo de
oxigénio, niveis relativamente baixos de defesas antioxidantes, presenca de
grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados nas membranas neuronais,
entre outros fatores (Halliwell, 2006). Dessa forma, o estresse oxidativo também
possui um papel relevante na fisiopatogenia de doencas neurodegenerativas,
como a doencga de Parkinson, doenca de Alzheimer, esclerose multipla, esclerose
lateral amiotréfica e epilepsia (Reznick e Packer, 1993; Ben-Menachem et al.,
2000; Halliwell, 20086).

Levando em consideracdo esses aspectos, pesquisas vém sendo
realizadas na area de erros inatos do metabolismo no intuito de investigar se o
estresse oxidativo pode estar relacionado com as manifestacdes neuroldgicas
caracteristicas desses disturbios, visando buscar novas estratégias terapéuticas
que proporcionem maior expectativa e melhor qualidade de vida aos pacientes.

Dessa forma, estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que os metabdlitos
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acumulados em algumas aminoacidopatias e acidemias organicas podem
promover um desequilibrio redox nas células, aumentando a produgdo 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
concentracdes de tirosina estimulam, in vitro, a oxidagao lipidica e reduzem as
concentracdes de antioxidantes nao enzimaticos em cortex cerebral de ratos.
Resultados semelhantes foram encontrados em cérebro de ratos para os
metabdlitos acumulados na Doenga do Xarope do Bordo (DXB) (Fontella et al.,
2002; Bridi et al., 2005). Ainda no que se refere as aminoacidopatias, Kienzle
Hagen e colaboradores (2002) mostraram que a lipoperoxidacao esta aumentada
e que o potencial antioxidante total (TRAP) esta diminuido em cérebro de ratos
hiperfenilalaninémicos.

A ocorréncia de estresse oxidativo em pacientes portadores de DXB e de
fenilcetondria estd sendo cada vez mais confirmada. Pacientes com DXB
apresentam, no plasma, elevadas concentragdes de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), indicando um aumento da lipoperoxidagéo, bem como uma
diminuicao da reatividade antioxidante total (TAR), antes e durante o tratamento
dietético. Além disso, pacientes com DXB em tratamento apresentam uma
importante reducado da atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) em
seus eritrocitos, bem como dos niveis plasmaticos de selénio, que € o cofator
dessa enzima antioxidante (Barschak et al., 2006, 2007, 2008). Pacientes com
fenilcetondria também apresentam, no plasma, aumento da lipoperoxidagéo, bem
como diminui¢do da reatividade antioxidante total e da atividade da GSH-Px, antes
e durante o tratamento. Além disso, pacientes com fenilcetonuria com boa
aderéncia ao tratamento apresentam deficiéncia de carnitina no plasma que
parece estar correlacionada com o aumento da lipoperoxidagdo e diminuicao do
TAR nesses pacientes. Ainda, foram demonstrados elevados indices de dano ao
DNA de leucdcitos periféricos em pacientes fenilcetonaricos, especialmente
naqueles com elevados niveis de fenilalanina plasmatica (Sirtori et al., 2005; Sitta
et al., 2006, 2009a,b).
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Os acidos orgéanicos, entre eles os acidos propionico e metilmaldnico,
também apresentam potencial de induzir dano oxidativo as células. Os &cidos 3-
metilglutacénico, 3-metilglutarico e 3-hidréxi-isovalérico, acumulados na aciduria 3-
metilglutacénica, bem como o &cido 3-hidréxi-3-metilglutarico, acumulado na
aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica, estimulam a oxidagao lipidica e protéica em
cérebro de ratos (Leipnitz et al., 2008a,b). Os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico,
principais metabdlitos da acidemia glutarica do tipo |, também promovem estresse
oxidativo em cérebro de ratos. O acido glutarico induz lipoperoxidacao, reduz o
potencial antioxidante total e a atividade da enzima glutationa peroxidase (de
Oliveira Marques et al.,, 2003), enquanto o acido 3-OH-glutarico estimula a
producéo de NO°, H.O, e de malondialdeido, bem como diminui as concentragdes
de alguns antioxidantes, como a glutationa (Latini et al., 2005; Latini et al., 2002).

Estudos demonstraram que os acidos propidnico e metilmalénico induzem
lipoperoxidacao e diminuem a capacidade antioxidante total em cérebro de ratos in
vitro (Fontella et al., 2000). Corroborando com esses dados, as administracdes
intracerebral e sistémica de MMA aumentaram a producao de espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico (Marisco et al., 2003; Malfatti et al., 2003; Fighera et al., 2003;
Pettenuzzo et al., 2003), sugerindo que o MMA também induz lipoperoxidag¢ao in
vivo. Outros autores também mostraram que a injegédo de PA e MMA em estriado
de ratos provoca convulsées e aumenta a formagédo de proteinas carboniladas
nessa estrutura cerebral (Royes et al., 2005; Rigo et al., 2006). Ainda, Wyse e
colaboradores (2000) demonstraram que a inibicdo da Na*,K*-ATPase pelo MMA
em cortex cerebral de ratos € totalmente prevenida pela administracdo de
glutationa. De fato, estudos tém revelado que as convulsdes e 0s prejuizos de
aprendizagem provocados pelo MMA podem ser atenuados por antioxidantes
como o acido ascoérbico e o a-tocoferol (Fighera et al., 1999; Pettenuzzo et al.,
2003), assim como os déficits cognitivos causados pela administracao crénica de
PA (Pettenuzzo et al., 2002). Esses achados em animais reforcam que o estresse
oxidativo contribui para o dano neuroldégico presente nas desordens do
metabolismo do propionato. Entretanto, poucos estudos na literatura tém
investigado a ocorréncia desse processo patoldégico nos pacientes portadores
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dessas desordens. Em 1997, Moyano e colaboradores mediram os niveis de o-
tocoferol em eritrocitos de pacientes com erros inatos do metabolismo e
observaram que esse importante antioxidante estd diminuido na PAemia. Outro
estudo demonstrou que fibroblastos de pacientes com MMAemia apresentam um
aumento significativo no conteudo de ERO e no nivel de expressdao da MnSOD
(Richard et al., 2007). Mais recentemente, Mc Guire e colaboradores (2009)
verificaram que os niveis de isoprostanos e de di-tirosina, que sdo marcadores de
oxidagao lipidica e protéica, respectivamente, estdo aumentados, enquanto que a
capacidade antioxidante esta diminuida, na urina de pacientes com PAemia.

Considerando entdo que existem poucas evidéncias na literatura
demonstrando a ocorréncia de estresse oxidativo em pacientes portadores de
desordens do metabolismo do propionato, bem como a auséncia de dados sobre o
efeito da L-carnitina nesse processo, nos objetivamos, nos capitulos 1 e 2 deste
trabalho, avaliar marcadores de dano oxidativo a proteinas (quantificacdo de
proteinas carboniladas e de tidis totais no plasma e de di-tirosina na urina) e a
lipidios (quantificagdo de malondialdeido no plasma e de isoprostanos na urina),
bem como a capacidade antioxidante urinaria, em amostras de pacientes com
PAemia e MMAemia, obtidas no momento do diagndstico dessas desordens e
durante o tratamento com dieta hipoprotéica e L-carnitina (100mg/Kg/dia).

Nossos resultados mostraram que o0s niveis de malondialdeido, um
produto final da peroxidacdo de acidos graxos de membrana (Halliwell e
Gutteridge, 2007), e de isoprostanos, um derivado formado a partir da peroxidagao
do &cido araquidénico, estdo significativamente aumentados no plasma e urina,
respectivamente, de pacientes com PAemia e MMAemia no momento do
diagnéstico, provavelmente como consequéncia de uma produ¢cao aumentada de
espécies reativas. Esse mesmo grupo de pacientes apresentou aumento nas
concentragdes de proteinas carboniladas e na oxidagdo de grupamentos tidis no
plasma, bem como uma maior excrecao urinaria de di-tirosina, que é produzida
pela oxidacdo de residuos de tirosina adjacentes em proteinas. Esses achados
estdo de acordo com estudos prévios que mostraram que os acidos propidnico e
metilmalénico sdo capazes de estimular a peroxidagao lipidica 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 carbonilagdo 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 reforcam os achados obtidos por Mc Guire et al. (2009),
mostrando uma maior excrecdao de isoprostanos e di-tirosina por pacientes com
PAemia e MMAemia em relacdo a individuos saudaveis.

E importante enfatizar que cerca de 60-70% dos grupamentos sulfidrilas
sdo ligados a proteinas, ao passo que 30-40% desses grupos sao ligados a
moléculas menores, tais como a glutationa (Requejo et al., 2010), indicando que a
diminuicdo nos niveis desses grupos observada no plasma de pacientes com
PAemia e MMAemia no diagnéstico representa, predominantemente, dano
oxidativo protéico. A maioria dos grupamentos tidis de proteinas estdo presentes
nos residuos de cisteina, e a oxidacao desses grupos leva a formacao de pontes
dissulfeto, o que altera o estado redox da molécula, sua estrutura e
funcionalidade. Assim, a oxidagdo protéica pode comprometer a atividade de
enzimas, receptores e proteinas transportadoras (Levine et al., 1990; Halliwell e
Whiteman, 2004), tendo relevancia fisiopatolégica. Por outro lado, a oxidagao
lipidica promove alteragbes na permeabilidade, seletividade e fluidez das
membranas celulares, interferindo na homeostase celular (Halliwell, 2006). Além
disso, o malondialdeido € um composto altamente tdxico, que pode reagir com
proteinas e bases do DNA, causando alteragcdes nos residuos de aminoacidos e
provocando mutacdes (Halliwell e Gutteridge, 2007). Dessa forma, € provavel que
o dano oxidativo a proteinas e a lipidios seja um processo importante na
fisiopatogenia da PAemia e MMAemia, contribuindo para o desenvolvimento das
manifestac¢des clinicas apresentadas pelos pacientes.

Nossos resultados também mostraram que pacientes com desordens do
metabolismo do propionato em tratamento com dieta hipoprotéica e L-carnitina
apresentam niveis mais baixos de MDA e de isoprostanos em comparagao com os
pacientes do grupo diagnéstico. A dosagem de proteinas carboniladas e de di-
tirosina também foi significativamente menor no plasma e urina, respectivamente,

dos pacientes sob tratamento em relagdo aos pacientes do grupo diagnéstico, nao
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apresentando diferengcas em relacdo ao grupo controle. Nenhuma diferenga foi
observada, entretanto, na dosagem plasmatica de tidis totais entre os pacientes
com PAemia e MMAemia tratados e nao-tratados. Embora as dosagens de
grupamentos tidis e de proteinas carboniladas reflitam o dano oxidativo sobre
proteinas, os grupamentos carbonilas (aldeidos e cetonas) sdo produzidos
principalmente pela oxidacdo das cadeias laterais protéicas, especialmente nos
residuos de prolina, arginina, lisina e treonina, enquanto que a diminuicdo de
grupamentos tidis protéicos reflete a oxidagcdo em residuos de cisteina das
proteinas. Dessa forma, uma vez que essas dosagens avaliam diferentes
mecanismos de oxidacao protéica, os resultados desse trabalho sugerem que o
tratamento com L-carnitina € mais eficaz na prevencao da carbonilagdo protéica e
da oxidagao de residuos de tirosina em proteinas, o que € evidenciado pela menor
excrecao urinaria de di-tirosina pelos pacientes em tratamento.

No6s também observamos que pacientes com desordens do metabolismo
do propionato apresentam uma menor capacidade antioxidante urinaria em
relacdo a individuos saudaveis, mesmo durante o tratamento com dieta
hipoprotéica e L-carnitina. Estudos prévios mostraram que os &cidos propiénico e
metilmalénico sdo capazes de reduzir o potencial antioxidante total (TRAP) em
homogeneizados de cérebro de ratos (Fontella et al., 2000), sugerindo que o
acumulo desses metabdlitos possa provocar uma diminuicdo das defesas
antioxidantes nos tecidos dos pacientes afetados. Nesse estudo, nés verificamos
que o tratamento com L-carnitina ndo foi capaz de corrigir essa alteragao, o que
pode ter ocorrido devido a 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 peroxidagao
lipidica e o dano oxidativo protéico, que estdo aumentados nos pacientes com
PAemia e MMAemia no momento do diagnostico. Além disso, n6s também
verificamos uma correlagdo negativa significativa entre os niveis de MDA e as

concentracoes plasmaticas de carnitina total e livre nos pacientes com PAemia e
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MMAemia, o que sugere que a L-carnitina esta diretamente envolvida na
prevencao da peroxidacao lipidica. Contribuindo com esses achados, foi
observado que pacientes com maiores concentragdes urinarias de isoprostanos e
di-tirosina também apresentavam menor excregao urinaria de carnitina total e livre,
reforcando ainda mais o papel da L-carnitina na prevencdo do dano oxidativo
nessas desordens.

A L-carnitina € um composto de baixo peso molecular que desempenha
um importante papel no transporte de acidos graxos de cadeia longa para o
interior da mitocbndria, para que possam ser utilizados como fonte energética
através da P-oxidagdo. A L-carnitina normalmente esta presente no plasma na
forma de carnitina livre. Entretanto, nas doencas em que ocorre um acumulo de
acidos organicos, a L-carnitina se conjuga com esses acidos formando ésteres de
carnitina  (acilcarnitinas), como a propionilcarnitina, na PAemia, e
metilmalonilcarnitina, na MMAemia, aumentando a excrecao desses metabdlitos e,
consequentemente, reduzindo os seus efeitos téxicos (Hoppel, 2003; Virmani e
Binienda, 2004; Nyhan et al., 2005). Dessa forma, é possivel que a redugédo da
oxidacao protéica e lipidica nos pacientes com PAemia e MMAemia em tratamento
esteja relacionada, ao menos em parte, com a reducdo das concentracdes
intracelulares téxicas de MMA, PA e seus derivados, reduzindo os efeitos
oxidantes dessas moléculas.

Por outro lado, numerosos estudos in vitro e in vivo tém demonstrado
efeitos antioxidantes e antiperoxidativos da L-carnitina. A L-carnitina € capaz de
sequestrar espécies reativas do oxigénio, como o anion superdxido (Gulgin, 2006),
o peréxido de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila (Reznick et al., 1992; Gilgin,
2006; Derin et al, 2004), além de quelar fons Fe*? (Reznick et al, 1992;
Muthuswamy et al., 2006), que participam na formacao do radical hidroxila. Além
disso, alguns pesquisadores mostraram que a L-carnitina aumenta os niveis de
antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos (Rani e Panneerselvam, 2002;
Augustyniak e Skrzydlewska, 2009). Ainda, a L-carnitina facilita o transporte de
acidos graxos para o interior da mitocéndria, diminuindo a disponibilidade de
lipidios para a peroxidacdo (Rajasekar et al., 2005). Nesse sentido, estudos
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prévios mostraram que a peroxidacao lipidica que ocorre no plasma de pacientes
com fenilcetondria esta inversamente relacionada com os niveis de L-carnitina
(Sitta et al.,, 2009a). Nesse trabalho, nés observamos uma menor peroxidacao
lipidica nos pacientes com desordens do metabolismo do propionato em
tratamento, a qual parece estar relacionada a fragao livre da L-carnitina. Assim, é
provavel que as propriedades antioxidantes e antiperoxidativas da L-carnitina
também tenham contribuido para os menores niveis de dano oxidativo observados
nos pacientes com PAemia e MMAemia sob tratamento.

Nossos achados, juntamente com outros obtidos de estudos em animais,
sugerem um provavel envolvimento de espécies reativas na fisiopatogenia das
desordens do metabolismo do propionato. Os radicais livres sdo atomos ou
moléculas altamente instaveis que podem provocar diversos efeitos danosos
sobre as células, oxidando lipidios, proteinas, DNA e RNA celulares (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Assim, uma vez que estudos demonstraram que os acidos
propiénico e metilmalénico sdo capazes de estimular a oxidagao lipidica e protéica
in vitro e in vivo, nos objetivamos, no capitulo 3 deste trabalho, investigar o efeito
in vitro desses acidos organicos sobre o DNA, através do ensaio cometa, sem e
com a adicao de L-carnitina.

O ensaio cometa é uma técnica rapida, simples, sensivel e de baixo
custo, para mensurar e analisar as lesées e detectar efeitos de reparo no DNA em
células individuais expostas a agentes genotdxicos. Os danos mais facilmente
detectados no DNA sdo quebras (simples ou duplas), danos alcali-labeis,
crosslinks e quebras resultantes de reparo por excisdo. O ensaio cometa
apresenta algumas vantagens sobre as técnicas bioguimicas e citogenéticas, uma
vez que pode ser utilizado para qualquer tipo de célula, sendo necessario apenas
um pequeno numero das mesmas e nao requerer células em divisdo (Singh, 1988;
Tice e Strauss, 1995; Speit e Hartmann, 1995).

Durante as crises de descompensacao metabdlica, os pacientes com
PAemia e MMAemia apresentam no sangue concentragbes elevadas de &cido
propiénico e metilmalénico, 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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concentracoes de acido propibénico (2,0; 3,0 e 5,0 mM) e de &cido metilmaldnico
(0,5; 2,0 e 5,0 mM) foram capazes de aumentar significativamente, in vitro, os
indices de dano ao DNA em leucdcitos periféricos humanos, em relagao aos niveis
dos controles. Essas diferengas foram provocadas principalmente por um aumento
significativo de células com classes de dano 1 e 2. Entretanto, o acido
metilmalbnico, além de ter gerado indices de dano ao DNA maiores que o acido
propidnico, também levou a um aumento significativo de células com classes de
dano 3 e 4, o que sugere que a inducdo do dano ao DNA pelo MMA é mais
proeminente que a provocada pelo PA.

Embora ndo seja possivel, através do ensaio cometa, verificar qual o
mecanismo envolvido na inducao do dano ao DNA, é provavel que o dano ao DNA
induzido pelo PA e MMA tenha ocorrido através de uma ag¢do oxidativa direta ou
indireta dessas moléculas, tendo em vista os estudos que mostraram que o PA e o
MMA podem produzir um desequilibrio redox nas células, provavelmente devido a
uma producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio via inibicdo da cadeia
respiratéria (Brusque et al., 2002; Schwab et al., 2006; Indo et al., 2007). Essa
hipétese € reforcada por um estudo que demonstrou que a exposicao de
neurdnios de cortex e estriado de ratos ao 4cido metilmaldnico levou a um padrao
de fragmentacdo do DNA caracteristico de morte celular por apoptose, o qual foi
prevenido com a adigdo de antioxidantes ao meio (McLaughlin et al., 1998). Em
um estudo publicado recentemente por Fernandes e colaboradores (2011), foi
demonstrado que o &cido propibénico (0,2-10 mM) nao foi capaz de induzir in vitro
dano oxidativo a proteinas e a lipidios em sinaptossomas de cérebro de ratos, ao
contrario do &cido metilmalénico, que demonstrou um importante efeito oxidativo.
Esses achados corroboram com o0s nossos resultados, mostrando uma maior
inducao in vitro de dano ao DNA em leucécitos humanos pelo acido metilmalénico
em comparag¢ao com o cido propibnico.

O dano oxidativo ao DNA, provocado pelo ataque de espécies reativas do
oxigénio ou por produtos da peroxidacdo lipidica, pode gerar modificacoes
quimicas nas bases do DNA ou na estrutura da desoxirribose, podendo levar a

quebras de cadeia ou ligagdes cruzadas entre o DNA e proteinas. Essas
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alteragdes podem provocar um pareamento inadequado de bases e erros na
transcricdo do DNA, gerando mutacdes, perda de heterozigosidade, aberracdes
cromossOmicas, citotoxicidade e crescimento neoplasico (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 uM, reduziu significativamente os indices de dano ao DNA
provocados pelo PA e MMA, de maneira dose-dependente. Entretanto, para o
acido metilmalénico, o efeito da L-carnitina iniciou com a dose de 60 uM. A L-
carnitina 30 uM, que é a concentracao detectada no sangue dos pacientes com
PAemia e MMAemia no momento do diagnéstico, ndo provocou alteracoes
significativas nos indices de dano ao DNA provocados pelos acidos metilmaldnico
e propidnico. Ja as concentracdoes de L-carnitina detectadas no sangue dos
pacientes em tratamento (90-150 uM), foram capazes de reduzir o dano ao DNA
induzido por PA e MMA, o que corrobora para a hipdtese 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 prevengéao desse dano. Ainda, a
concentracao de 150 uM de L-carnitina foi capaz de prevenir o dano ao DNA pelos
acidos propidnico e metilmaldénico, mantendo os indices de dano ao DNA
estatisticamente iguais aos do grupo controle. Nossos resultados estdo 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 acdo protetora incluem a
capacidade da L-carnitina de sequestrar espécies reativas do oxigénio, melhorar a
producao 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 manifestagées clinicas
presentes nas desordens do metabolismo do propionato. Cabe salientar que,
embora os acidos propidnico e metilmaldénico sejam considerados os principais

agentes neurotoxicos nessas desordens, é provavel que o efeito sinérgico dos
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diferentes acidos orgénicos acumulados, tais como os subprodutos dos acidos
propidnico e metilmalénico, seja mais importante que o efeito isolado de cada um
desses acidos (Morath et al., 2008).

Assim como o estresse oxidativo, as alteracdes colinérgicas também sao
eventos importantes associados a fisiopatologia de alguns disturbios
neurodegenerativos (Ballard et al., 2005). Tendo em vista que alguns estudos tém
demonstrado que a atividade de colinesterases esta alterada em alguns EIM,
provavelmente como consequéncia de uma producdo aumentada de espécies
reativas pelos metabdlitos acumulados nessas doencgas (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 capitulo 4 desse trabalho nés 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 relacdo com o
dano oxidativo a lipidios observado nesses pacientes.

Nossos resultados mostraram que a atividade da enzima
butirilcolinesterase esta reduzida no plasma de pacientes com desordens do
metabolismo do propionato no momento do diagndéstico, enquanto os niveis de
MDA nesse grupo estao significativamente aumentados em relagdo aos controles,
conforme ja observado no capitulo 1. Por outro lado, pacientes em tratamento
apresentaram niveis de MDA significativamente menores que os pacientes nao
tratados e atividade enzimatica estatisticamente igual aos controles. Cabe
salientar que esse € o primeiro trabalho a avaliar a atividade da butirilcolinesterase
nessas desordens.

Nossos achados sugerem que a inibicdo da enzima butirilcolinesterase
nas desordens do metabolismo do propionato pode ser decorrente de uma
producdo aumentada de espécies reativas que ocorre nessas doengas, uma vez
que a atividade dessa enzima apresentou uma correlagdo negativa com os niveis
de MDA. Esses resultados corroboram com os dados obtidos por outros autores
mostrando uma relacdo inversa entre a peroxidagdo lipidica e a atividade da
butirilcolinesterase em outras patologias (Garcia et al., 2008; Valentini et al.,

62



2010). Nesse contexto, Schallreuter e colaboradores (2006) mostraram que a
butirilcolinesterase pode ser inativada pela oxidacdo mediada por H>O. nos
residuos de metionina e triptofano presentes em seu sitio ativo, sendo mais
vulneravel ao dano oxidativo que a acetilcolinesterase.

A L-carnitina combinada a dieta hipoprotéica foi capaz de prevenir a
alteracdo 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 inibicdo da acetilcolinesterase no cérebro de
ratos e nao alterou a atividade da BuChE no plasma e no figado desses animais,
apds a administracdo de galantamina, um inibidor de colinesterases. E importante
salientar que a L-carnitina, por si sO, ndo apresenta efeito inibitério sobre a
atividade de colinesterases, mas é capaz de aumentar a penetracdo da
galantamina no cérebro, acentuando a sua agao (Bajgar et al., 2007). Com relagao
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 inibigcéo
da enzima por meio de espécies reativas (Vanella et al., 2000; Gulgin et al., 2006;
Reznick et al., 1992; Derin et al., 2004). Outros autores também demonstraram
que a administragdo de antioxidantes, tais como as vitaminas A e C, € capaz de
corrigir a inibicdo da BuChE que ocorre, por exemplo, em modelos animais de
hiperhomocisteinemia e hiperargininemia (Stefanello et al, 2005; Wyse et al.,
2004).

Considerando, entdo, que nos ultimos anos estudos tém sugerido que a
butirilcolinesterase desempenha funcbées importantes no SNC, tais como no
controle dos niveis de acetilcolina, manutengdo da integridade estrutural e
fisioldgica do sistema colinérgico (Mesulam et al., 2002), bem como na regulagéao
da proliferacédo e diferenciacdo neuronal (Mack e Robitzki, 2000), é provavel que a
inibicdo dessa enzima possa ter relevancia na fisiopatogenia das desordens do
metabolismo do propionato, reforcando a importancia do tratamento com L-

carnitina e dieta hipoprotéica para a prevengao desse dano.
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Assim, analisados em conjunto, os resultados desse trabalho fornecem
evidéncias de que o dano oxidativo a biomoléculas (lipidios, proteinas e DNA) e a
inibicdo da enzima butirilcolinesterase ocorre em pacientes portadores de
desordens do metabolismo do propionato, provavelmente devido a uma producao
aumentada de espécies reativas decorrente do acumulo de metabdlitos toxicos
que ocorre nessas doencas. Além disso, nossos resultados sugerem que o0
tratamento com L-carnitina pode atuar como um provavel agente antioxidante,
auxiliando na prevencao desses processos potencialmente patologicos.
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5. CONCLUSOES

Principais resultados encontrados:

a) Os niveis de malondialdeido e de proteinas carboniladas estéo
significativamente aumentados no plasma de pacientes com PAemia e MMAemia

no momento do diagnédstico, em relagédo a individuos saudaveis.

b) A dosagem de grupamentos tidis totais estd significativamente diminuida no
plasma de pacientes com PAemia e MMAemia no diagnéstico, em relagédo a
individuos saudaveis.

c) Pacientes com PAemia e MMAemia em tratamento com L-carnitina, dieta
hipoprotéica e formula sintética de aminoacidos apresentam concentragoes
significativamente mais baixas de malondialdeido e de proteinas carboniladas em

relagao aos individuos com PAemia e MMAemia nao tratados.

d) As concentracoes plasmaticas de carnitina total e de carnitina livre nos
pacientes com desordens do metabolismo do propionato apresentam uma
correlacdo inversa com as concentragées plasmaticas de malondialdeido nos

pacientes com PAemia e MMAemia.

e) Pacientes com desordens do metabolismo do propionato apresentam, no
momento do diagndstico, concentra¢des urindrias significativamente aumentadas
de isoprostanos e di-tirosina, marcadores de oxidacao lipidica e protéica,

respectivamente.
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f) Pacientes em tratamento com L-carnitina e dieta hipoprotéica apresentam
concentragdes urinarias de isoprostanos e di-tirosina estatisticamente iguais aos

do grupo controle.

g) Niveis maiores dos biomarcadores urinarios de dano a lipidios e a proteinas
foram observados nos pacientes com PAemia e MMAemia que apresentavam

menores concentracdes urinarias de carnitina total e livre.

h) A medida da capacidade antioxidante urinéria esta significativamente diminuida
nos pacientes com desordens do metabolismo do propionato, antes e durante o

tratamento.

i) Os acidos propidnico (2,0; 3,0 e 5 mM) e metilmalénico (0,5; 2,0 e 5 mM)
provocam, in vitro, danos ao DNA de leucécitos periféricos saudaveis humanos, os
quais sao atribuidos, 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 € 4 para o
MMA.

j) O tratamento in vitro com L-carnitina (90-150 uM) reduziu significativamente o
dano ao DNA induzido por PA 5mM, de maneira dose-dependente.

k) O tratamento in vitro com L-carnitina (60-150 uM) reduziu significativamente o
dano ao DNA induzido por MMA 5 mM, de maneira dose-dependente, e preveniu a

formacao de células com classes de dano 3 e 4.

[) A concentragdo de 150 uM de L-carnitina preveniu os efeitos do PA e MMA
sobre o dano ao DNA.

m) A atividade da enzima butirilcolinesterase esta significativamente diminuida no

plasma dos pacientes com desordens do metabolismo do propionato ndo-tratados.
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n) O tratamento com L-carnitina e dieta hipoprotéica € capaz de prevenir a
reducdo da atividade da butirilcolinesterase nos pacientes com PAemia e
MMAemia.

0) A atividade da butirilcolinesterase estéd negativamente correlacionada com os
niveis plasmaticos de malondialdeido nos pacientes com desordens do
metabolismo do propionato.

Conclusao final:

Os resultados desse trabalho permitem concluir que o dano oxidativo a
proteinas e a lipidios, bem como a redugéo da atividade da enzima BuChE, ocorre
em pacientes com desordens do metabolismo do propionato, o que pode,
possivelmente, contribuir para o desenvolvimento das manifestagbes clinicas
apresentadas por esses pacientes. Os acidos propidnico e metilmalénico, que séo
os principais metabdlitos acumulados na PAemia e MMAemia, respectivamente,
induzem, in vitro, danos ao DNA de leucécitos, possivelmente através de
mecanismos oxidativos, e, se esse processo for confirmado in vivo nos pacientes
afetados, reforcara o seu envolvimento na fisiopatogenia das desordens do
metabolismo do propionato. O tratamento com L-carnitina parece estar envolvido
direta ou indiretamente na reducdo in vivo do dano oxidativo a proteinas e a
lipidios e na corregdo da atividade da BuChE nos pacientes com PAemia e
MMAemia, além de reduzir, in vitro, o dano ao DNA provocado pelo acumulo de
acido propibnico e acido metilmaldénico. Em conjunto, esses resultados reforgam a
importancia do tratamento com L-carnitina na prevencdo do dano oxidativo a
biomoléculas (lipidios, proteinas e DNA), que pode estar envolvido nas

complicagbes dessas doengas.
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6. PERSPECTIVAS

Na continuidade deste trabalho pretendemos:

- Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes catalase, superéxido dismutase e
glutationa peroxidase em eritrocitos de pacientes com PAemia e MMAemia, antes

e durante o tratamento com L-carnitina.

- Analisar o dano ao DNA em leucécitos de pacientes com desordens do

metabolismo do propionato, antes e durante o tratamento com L-carnitina.

- Avaliar os parametros de estresse oxidativo no plasma e urina de pacientes com

PAemia e MMAemia em diferentes tempos de tratamento com L-carnitina.

- Correlacionar as concentragdes dos principais metabdlitos acumulados nessas
doencas com diferentes parametros de estresse oxidativo.

- Avaliar marcadores inflamatérios, tais como TNF-a, IL-1 e NF-xB no sangue de
pacientes com acidemia propidnica e metilmalénica, antes e apds o tratamento

com L-carnitina, correlacionando com os marcadores de dano oxidativo.

- Avaliar biomarcadores da agdo das ERN no sangue e urina de pacientes com
PAemia e MMAemia, antes e durante o tratamento com L-carnitina.
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