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RESUMO 
 

A Doença da Urina do Xarope de Bordo (DXB), também conhecida como Leucinose 
e cetoacidúria de cadeia ramificada, compreende um erro inato do metabolismo dos 
aminoácidos de cadeia ramificada (AACR), acarretando no acúmulo de leucina, 
isoleucina e valina, bem como seus α-cetoácidos e hidroxiácidos correspondentes. 
No entanto, estudos vêm demonstrando o envolvimento de estresse oxidativo na 
fisiopatologia da DXB, pressupõe-se que a ocorrência do estresse oxidativo seja 
decorrente dos metabolitos acumulados que induzem a produção de espécies 
reativas e ou a diminuição da capacidade antioxidante, levando a danos nas 
biomoléculas de lipídeos, proteínas e DNA.Observa-se alterações nos parâmetros 
de malondialdeído (MDA), tanto em em plasma de pacientes com DXB, como em 
modelos de animais. Alem disso, mudanças nos níveis de DCF, CAT, SOD, GPx e 
GSH, e teor carbonila. Nesse sentido, sabe-se que a Melatonina estimula enzimas 
antioxidantes, podendo ainda, cruzar membranas biológicas, alcançando os 
compartimentos sub-celulares, protegendo-os dos radicais livres, sem apresentar 
toxicidade.Alem de que, apresenta efeito neuroprotor, capacidade de inibir reações 
deestresse oxidativo, reações inflamatórias agudas e apoptose celular. Para avaliar 
os possíveis efeitos antioxidantes da melatonina, foram utilizados 128 ratos machos 
Wistar, com sete dias de idade, deixados com suas mães, e sendo desmamados aos 
21 dias de vida. O experimento foi dividido em quatro (4) grupos amostrais: (controle, 
melatonina, DXB, DXB + melatonina).Os animais sofreram eutanásia por 
decapitação com guilhotina sem anestesia, sendo dissecadas as estruturas 
cerebrais: córtex cerebral, hipocampo e estriado. Avaliaram-se os parâmetros de 
estresse oxidativo: dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS); determinação do dano oxidativo a proteínas; atividades da Superóxido 
Dismutase e catalase; dosagem do conteúdo de sulfidrilas; medida da oxidação de 
2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH). E dano ao DNA: através do ensaio cometa.Os 
resultados demostraram que a exposição de AACR, induziu um aumento significativo 
de equivalentes de MDA nos grupos DXB quando comparados ao controle nas 
estruturas analisadas, além disso, os animais tratados com melatonina, apresentam 
reversão dos danos ocasionados pela liporexidação. Quanto aos conteúdos 
sulfidrilas, verificou-se uma melhora dos conteúdos no grupo DXB tratado com 
melatonina comparado ao DXB. A enzima SOD teve sua atividade aumentada no 
córtex cerebral e estriado, enquanto que a atividade da CAT foi reduzida no córtex 
cerebral e hipocampo nos grupos DXB. Por fim, observou-se um aumento da 
frequência e índice de danos ao DNA, sendo que o tratamento com melatonina foi 
capaz de reverter tais danos. 
 
 
Palavras-chaves: Doença da urina do xarope do bordo; Estresse oxidativo; dano ao 
DNA; Aminoácidos de cadeira ramificada; Leucinose. 



ABSTRACT 
 

The Syrup Urine Disease (DXB), also known as leucinosis and branched chain 
ketoaciduria, comprises an innate error in the branched-chain amino acid metabolism 
(AACR), leading to accumulation of leucine, isoleucine and valine, as well as α-keto 
acids and corresponding hydroxy acids. However, studies have demonstrated the 
involvement of oxidative stress in the pathophysiology of DXB, it is assumed that the 
occurrence of oxidative stress is due to the accumulated metabolites that induce the 
production of reactive species and / or the reduction of antioxidant capacity, leading 
to damage in biomolecules of lipids, proteins and DNA. Changes in the parameters of 
malondialdehyde (MDA) are observed in both plasma in DXB patients and in animal 
models. In addition, changes in the levels of DCF, CAT, SOD, GPx and GSH, and 
carbonyl content. In this sense, it is known that Melatonin stimulates antioxidant 
enzymes, and can also cross biological membranes, reaching sub-cellular 
compartments, protecting them from free radicals, without presenting toxicity. 
Besides that, it has neuroprotective effect, ability to inhibit reactions of oxidative 
stress, acute inflammatory reactions and cellular apoptosis. To evaluate the possible 
antioxidant effects of melatonin, 128 male Wistar rats, seven days old, left with their 
mothers, and weaned at 21 days of age were used. The experiment was divided into 
four (4) sample groups: (control, melatonin, DXB, DXB + melatonin). The animals 
were euthanized by decapitation with guillotine without anesthesia, and the cerebral 
structures were dissected: cerebral cortex, hippocampus and striatum. The 
parameters of oxidative stress were evaluated: thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS); determination of oxidative damage to proteins; activities of 
Superoxide Dismutase and catalase; dosage of sulfhydryl content; oxidation measure 
of 2 ', 7'-dichlorofluorescein (DCFH). And DNA damage: through the comet assay. 
The results showed that the AACR exposure induced a significant increase of MDA 
equivalents in the DXB groups when compared to the control in the analyzed 
structures; in addition, the animals treated with melatonin showed a reversal of the 
damages caused by the liporexidation. As regards the sulfhydryl contents, there was 
an improvement of the contents in the DXB group treated with melatonin compared to 
DXB. The SOD enzyme had its activity increased in the cerebral cortex and striatum, 
whereas CAT activity was reduced in the cerebral cortex and hippocampus in the 
DXB groups. Finally, an increase in the frequency and index of DNA damage was 
observed, with melatonin treatment capable of reversing such damage. 
 
 
Keywords: Maple syrup urine disease; Oxidative stress; DNA damage; Branched 

Chair Amino Acids; Leucinosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 

 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) compreendem um grupo de 

doenças raras, em grande parte de herança autossômica recessiva. O primeiro 

registro de EIM ocorreu em 1908, por Garrod, relatando o caso da alcaptonúria. 

Fundamentado nas leis de Mendel, sugeriu um modelo de herança autossômica 

recessiva para este distúrbio, onde os pacientes apresentavam excesso de ácido 

homogentísico na urina, relacionando dessa forma a doença à um bloqueio na rota 

do catabolismo (Garrod, 1909; Scriver, 2008). 

Sabe-se que os EIM compreendem um grupo de doenças genéticas, em 

torno de 500, caracterizada pela deficiência, ausência ou modificação estrutural de 

uma proteína, que em grande parte é uma enzima (Gimenez-Sanches et al.,2001). 

Embora raros, os EIM correspondem a cerca de 10% das doenças genéticas, 

atigindo dessa forma 1: 1.000 nascidos vivos quando analisados o seu conjunto 

(Scriver et al., 2001).  

A classificação desse grupo de doença se dá conforme a repercussão 

celular e metabólica, apresentando quatro tipos de distúrbios: distúrbios de 

transporte, distúrbios de armazenamento, degradação e secreção, distúrbios de 

síntese e distúrbios do metabolismo intermediário (Karam et al.,2001). Dessa forma, 

os EIM possuem manifestações clínicas variadas e inespecíficas, originadas em 

grande parte, pelas diferenças na atividade enzimática, área do metabolismo e 

tecido afetado. Contudo, sintomas como alteração no desenvolvimento do sistema 

nervoso central (SNC) são comuns entre os EIM (Cockoburn e Giltzelman, 1982). 

 

1.2 DOENÇA DA URINA DO XAROPE DO BORDO 

 

A Doença da Urina do Xarope de Bordo (DXB), também conhecida como 

Leucinose e cetoacidúria de cadeia ramificada, compreende um EIM dos 

aminoácidos de cadeia ramificada (AACR), acarretando no acúmulo de leucina, 

isoleucina e valina, bem como seus α-cetoácidos: ácido α-cetoisocapróico, α-ceto-β-

metilvalérico e α- cetoisovalérico, e hidroxiácidos: ácido α-hidroxiisocapóico (HIC), 

ácido α- hidroxiisvalérico (HIV) e ácido 2-hidroxi 3-metilvalérico (HMV), onde o 
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excesso é desencadeado pela deficiência do complexo dos α-cetoácidos 

desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR) (Chuang e Shih, 2001). 

Tal deficiência ocorre por meio de mutações nas proteínas da subunidade 

E1α ou E1β da enzima E1 ou da enzima E2 do CDCCR (Treacy et al., 1992). 

 

1.2.1Histórico 

 

Os primeiros relatos da Doença da Urina do Xarope do Bordo (DXB), são 

de 1954, onde Menkes e colaboradoresdescreveram quatro casos de uma doença 

cerebral degenerativa, apresentando edema cerebral, convulsões, espasticidade e 

sofrimento respiratório,na primeira semana de vida e evoluindo ao óbito. Percebeu-

se ainda, o forte odor de açúcar queimado na urina, semelhante ao do xarope do 

bordo, dando origem, dessa forma, ao nome Doença da Urina do Xarope do Bordo 

(DXB). Na mesma década, houve também outro relato dos mesmos sintomas, sendo 

observados concentrações elevadas dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR). 

(Menkes et al., 1954; Westall et al.,1957). 

Já durante a década 60, constatou-se a deficiência do complexo 

enzimático, como causa bioquímica da doença, por meio de estudos enzimáticos em 

leucócitos e fibroblastos de pacientes afetados (Dancis et al., 1960). No mesmo 

período, foi sugerido o primeiro tratamento para a doença, baseado em uma dieta 

com restrição dos aminoácidos de cadeia ramificada (Snyderman et al.,1964). 

 

1.2.2Epidemiologia 

 

Estima-se que a incidência da Doença da Urina do Xarope do Bordo, seja 

em cerca de 1:185.000 nascidos vivos. Entretanto, ao analisar regiões específicas, 

como o estado da Pensilvânia/Estados Unidos, onde há os Menonitas, há uma 

incidência alta, estimada em 1:176 nascidos vivos (Zhang et al., 1989; CHUANG e 

SHIH, 2001). Já no Brasil, sugere-se uma incidência de 1:100.000 nascidos vivos 

(Herber et al., 2015), podendo esse valor não ser fidedigno devido a doença não 

está inserida no programa de triagem neonatal. 
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1.3 METABOLISMO DOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA RAMIFICADA 

 

O metabolismo dos aminoácidos de cadeias ramificadas (AACR) inicia-se 

com o transporte dos mesmospara o interior da célula, por meio de um sistema de 

transporte específico. Assim, há primeiramente a transaminação reversível nos 

tecidos extra-hepáticos, sendo o processo catalizado pelas isoenzimas de 

aminotranferase de cadeia ramificada, levando ao α- cetoisocapróico da leucina, α-

ceto-β-metilvalérico da isoleucina e α-cetoisovalérico da valina. Com isso, ocorre a 

translocação dos α- cetoácidos para a mitocôndria por meio de um transportador 

específico, onde há então o processo de descarboxilação oxidativa, que é catalisado 

pelo complexo dos α-cetoácidos desidrogenase de cadeia ramificada. Posterior a 

esse processo, a sequência de reações dos respectivos acil-CoA de cadeia 

ramificada apresentam rotas distintas. Ressalta-se que ao final do processo a 

leucina produz acetoacetato e acetilCoA, valina é unicamente succinil CoA e 

isoleucina, tanto acetil CoA como succinil CoA (figura 1)(Chuang e Shih, 2001). 

 

 

Figura 1 - Rota catabólica dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina. 
Inicialmente ocorre a transaminação reversível pela aminotransferase dos AACR, seguida da 
descarboxilação oxidativa dos cetoácidos de cadeia ramificada e esterificação da coenzima A pelo 
complexo α-cetoácido desidrogenase. O destaque demonstra o bloqueio que ocorre na Doença da 
Urina do Xarope do Bordo (DXB), oriundo da deficiência do complexo α-cetoácido desidrogenase de 
cadeia ramificada.Fonte: Adaptado de Chuang e Shih, 2001. 
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1.4 COMPLEXO DOS Α-CETOÁCIDOS DESIDROGENASE DE CADEIA 

RAMIFICADA 

 

O complexo dos α-cetoácidos desidrogenase de cadeia ramificada 

localiza-se na membrana mitocondrial interna das células, onde regula o fluxo dos 

aminoácidos de cadeia ramificada utilizados na obtenção de energia (Chuang e Shil, 

2001). O complexo apresenta os componentes catalíticos: α-cetoácido 

descarboxilase de cadeia ramificada (α2β2) ou E1, sendo esse composto ainda por 

duas subunidades: E1α e E1β, di-hidrolipoil transacilase ou E2 e di-hidrolipoamida 

desidrogenase homodimérica ou E3 (Yeaman, 1986; Reed e Hackert, 1990; Chuang 

et al., 2008). O funcionamento do complexo inicia-se com o componente E1 

catalisando uma descarboxilação dos α- cetoácidos mediada pela tiamina 

pirofosfatase, o que leva à reduçãoda molécula de lipoil que ligada a E2.  Dessa 

forma, o lipoil reduzido e o seu domínio são utilizados para transferir o grupo acil do 

E1 para a CoA, acarretano no aumento da quantidade de acil-CoA. Por fim, o 

componente E3, que é ligado ao FAD, reoxida o resíduo de di-hidrolipoil do E2 tendo 

o NAD+ como último aceptor de elétrons, resultandona produção de acil CoA de 

cadeia ramificada, CO2 e NADH (Danneret al., 1979; Reed e Hackert, 1990; Treacy 

et al., 1992; Peinemann e Danner, 1994;Chuang e Shih, 2001). 

 

1.5 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 

A Doença da Urina do Xarope do Bordo (DXB) apresenta fenótipos 

distintos, sendo eles: clássico, intermediário, intermitente, responsivo à tiamina e 

deficiente de E3 (Chuang e Shih, 2001).A forma clássica compreende a mais comum 

e grave. Os sintomas desse fenótipo iniciam, geralmente, na primeira semana de 

vida, e irá depender do grau de deficiência do complexo enzimático CAACR e da 

quantidade de proteínas ingerida. Manifestações como letargia, deficiência 

intelectual e retardo psicomotor, hipoglicemia, coma, convulsão, perda do apetite, 

perda de peso e alteração progressiva dos sinais neurológicos, cetoacidose e odor 

de açúcar queimado podem ser observados nos pacientes afetados (Chuang e Shih, 

2001; Mortonet al., 2002). 

A forma intermediária, apresenta-se assintomática no período neonatal, 

mas podendo apresentar o odor de xarope do bordo na urina, sendo geralmente 
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diagnosticada entre os 5 meses a 7 anos de vida. As características sintomáticas 

desse fenótipo incluem atraso no desenvolvimento durante e quadro de retardo 

mental inespecífico e progressivo, descompensação metabólica. Nessa forma de 

manifestação da doença, há uma atividade enzimática residual entre 3 a 30% do 

normal (Rittingeret al., 1986;Chuang e SHIH, 2001; Strausset al., 2010). 

O fenótipo intermitente da doença apresenta diagnóstico e sintomas 

tardios, uma vez que há aumento dos níveis de AACRsomente durante as crises 

agudas ou sobrecarga de proteínas na dieta, onde ainda, possuem 5 a 20% de 

atividade normal do CDCCR. Os sintomas iniciam, geralmente, entre o quinto mês e 

o segundo ano de vida, mas podendo ser mais tardio. Nos períodos de estresse 

fisiológico os pacientes podem apresentar características clínicas e bioquímicas da 

forma clássica (Chuang e Shih, 2001; Wendel e Baulny, 2006; Strausset al., 2010; 

de Baulnyet al., 2012;).  

Ao analisar a forma responsiva à tiamina, percebe-se que a mesma é 

similar à intermediária. Nesse tipo de manifestação clinica da doença, a atividade 

residual do CDCCR é de 2 a 40%. Aindapode se observar, que os pacientes não 

apresentam sintomas neonatais, embora na vida adulta, apresentem um curso 

semelhante à forma intermediária. Entretanto, nesse fenótipo, os pacientes 

apresentam melhora do quadro clínico e dos exames laboratoriais quando 

submetidos ao teste terapêutico com tiamina(Chuanget al., 2004). 

Por fim, no fenótipo classificado como deficiência da subunidade E3, a 

sintomatologia pode surgir no período neonatal ou tardio, sendo associada á acidose 

lática, sendo a forma mais rara da doença. Isso ocorre pelo fato de que a 

subunidade E3 do complexo CDCCR também é componente dos complexos α-

cetoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase. Dessa forma, há elevações 

plasmáticas de lactato, piruvato e alanina, onde apresenta sintomas clínico e 

bioquímico distintos.Conforme a tabela 1 (Chuang e Shih, 2001; Strausset al., 

2006).  
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Tabela 1 - Classificação dos fenótipos da Doença da Urina do Xarope do Bordo 
 

Fenótipo 

 

Características 

Atividade 

Enzimática 

Residual 

 

 

Clássico 

Recusa alimentar, letargia, alterações 

neurológicas progressivas, hipoglicemia, coma, 

cetoacidose e convulsões 

 

 

0 a 2% 

 

Intermediário 

Atraso no desenvolvimento, cetoacidose pouco 

frequente, convulsões 

 

0 a 30% 

Intermitente Episódios de ataxia, cetoacidose precipitada por 

infecção ou estresse 

 

5 a 20% 

Responsiva à 

Tiamina 

Semelhante à forma intermediária 2 a 40% 

 

Deficiencia de E3 Ausência de sintomas neonatais, atraso no 

desenvolvimento neuropsicomotor, hipotonia 

 

0-25% 

Fonte:Adaptado de Chuang e Shih (2001). 

 

1.6 DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO 

 

O diagnóstico da DXB baseia-se na triagem neonatal, sendoo exame que 

contempla a Doença não é oferecida pelo Sistema Único de Saúde (SUS) do Brasil. 

O exame para rastreio da doença na triagem neonatal é encontrado somente em 

laboratórios privados (Souza et al., 2002).  

A identificação das altas concentrações plasmáticas e urinárias dos AACR 

ocorre por cromatografia líquida de alta performance (HPLC), autoanalisador de 

aminoácidos ou por espectrometria de massa em Tandem. Já os cetoácidos de 

cadeia ramificada podem ser detectados pela análise de ácidos orgânicos na urina 

através da cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massa (CG-MS) 

(Chuang e Shih, 2001; Chuang et al., 2006).  Além disso, exames complementares 

podem ser realizados para o diagnóstico, como avaliação da atividade enzimática 

CDCCR em linfócitos, biópsia do fígado, fibroblastos da pele e exames de imagem 

(Strauss et al., 2006). 

O tratamento da Doença da Urina do Xarope do Bordo tem como objetivo 

normalizar a homeostase do metabolismo intermediário, evitando dessa forma, 

descompensação metabólica. Para isso, na fase aguda da doença, que compreende 
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a descompensação metabólica, realiza-se uma rápida redução das concentrações 

dos níveis de AACR, suporte nutricional e indução do anabolismo por meio do aporte 

de proteínas hidrolisadas isentas de AACR. Podem ser realizados ainda, 

procedimentos como diálise, hemodiálise, hemofiltração (Strausset al., 2006; 

Cardoenaet al.,2016).  

Na fase de manutenção, há uma dieta pobre em proteínas, apresentando 

baixo conteúdo de AACR e suplementada com uma fórmula semissintética, 

constituída de uma mistura de outros aminoácidos, carboidratos, vitaminas minerais 

e oligoelementos (Ramon e Jauregui, 2005; Strausset al., 2006). Assim, visa-se 

manter os níveis plasmáticos de leucina próximo dos valores de referência, que se 

encontram entre 77 e 153 μmol/Lou, entre 100 e 300 μmol que são limites aceitáveis 

no sentido de evitar danos (Lepage et al., 1997;Morton et al., 2002). Contudo, a 

restrição dietética desses pacientes pode ocasionar um atraso no crescimento e 

desenvolvimento, causando ainda imunodeficiência, desmielinização e lesões de 

pele (morton et al., 2002). 

Dessa forma, recentemente está sendo proposto uma alterantiva com o 

transplante hepático, visando a possibilidade de uma dieta livre, uma vez que levaria 

a um aumento de cerca de 10% do normal do CDCCR sobre o organismo.  

Entretanto, problemas cirúrgicos, bem como os riscos de imunossupressão limitam 

tal opção(Strauss et al., 2006; Serra et al., 2010; Mazariegos et al., 2012; Blackburn 

et al., 2017). 

A terapia objetiva manter os níveis plasmáticos dos AACR mais próximos 

possíveis dos valores de referência, diminuindo os efeitos da doença para mantera 

qualidade de vida do paciente.Até o presente momento não existe tratamento efetivo 

pra DXB. Dessa forma, considerando as alterações de estresse oxidativo e de dano 

o DNA presentes na doença, pensou-se no tratamento com melatonina como uma 

potencial terapia adjuvante. 

 

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

O estresse oxidativo compreende o desequilíbrio entre agentes oxidantes 

e sistemas de defesa antioxidante, ocorrendo durante este processo a oxidação de 

biomoléculas, onde há perda de suas funções biológicas e/ou desequilíbrio 



21 

homeostático (Halliwell e Gutteridge, 1999; Dalle-donneet al., 2003; Halliwelle 

Whiteman, 2004). 

Neste processo, há o envolvimento de radicais livres, consistndo em 

estruturas químicas apresentando um elétron desemparelhado, que atuam em 

reações de óxido-redução (Schneider e oliveira, 2004; Halliwelle Gutteridge, 2007). 

Assim, os principais oxidantes envolvem espécie reativa ao oxigênio (ERO) e 

espécie reativa ao nitrogênio (ERN). A fim de se evitar os danos causados pelas 

EROs e pelas ERNs, há o sistema de de defesa por antioxidantes, que agem contra 

a toxicidade dessas espécies, mantendo a homeostase entre a produção e a 

eliminação de espécies reativas (Halliwelle Gutteridge, 2007). 

Tal mecanismos é composto por sistemas enzimáticos e não enzimáticos. 

Dessa forma, antioxidantes enzimáticos agem na desintoxicação celular das 

espécies reativas, como por exemplo as enzimas superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Já compostos não enzimáticos, são 

sintetizados pelo organismo, apresentando poder antioxidantes, como por exemplo, 

bilirrubina, o ácido lipoico, melatonina, a coenzima Q, o ácido úrico e a GSH (Halliwel 

e Gutterdge, 2007). 

 

1.8 ESTRESSE OXIDATIVO NA DOENÇA DA URINA DO XAROPE DO BORDO 

 

O estresse oxidativo tem sido proposto como uma importante 

característica de vários EIM, incluindo acidúrias orgânicas, fenilcetunúria, DXB, 

defeitos do ciclo da ureia e homocistenúria (Guire; Parikh; Diaz, 2009). Além do 

mais,estudos em animais demonstraram que os AACR (leucina, isoleucina e valina) 

e seus respectivos α-cetoácidos acumulados na DXB estimulam a lipoperoxidação 

em homogeneizado de cérebro de ratos. (Fontella et al., 2002).Recentemente, 

estudos relataram que tanto os AACR como a administração de CIC, foram capazes 

de ocasionar mudanças nos níveis MDA, teor de carbonila, níveis de DCF, CAT, 

SOD, GPx, G6PD e GSH (Mescka et al.,2016; Taschetto et al.,2017). 

Estudos vêm demonstrando o envolvimento do estresse oxidativo na 

fisiopatologia da DXB, alterações de parâmetros de malondialdeído (MDA), tanto em 

em plasma de pacientes com DXB, como em animais (Barschak et al., 2006; 

Barschak et al., 2008a; Barschak et al., 2008b; Barschak et al., 2009, Mescka et 

al.,2013, Mescka et al.,2016).  
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Embora o mecanismo responsável pelo estresse oxidativo nos erros 

inatos do metabolismo não seja totalmente compreendido, é possível que o acúmulo 

de metabólitos tóxicos induza a formação excessiva de radicais livres (Artuch et al., 

2004). 

 

1.9DANO AO DNA 

 

O dano no DNA celular se apresenta como uma grande ameaça para a 

estabilidade do genoma, com isto pode ocorrer à perda ou aumento da atividade 

cromossômica e consequentemente modificações na expressão genica (Kawanishi, 

Hiraku; Oikawa; 2004, Lee; Koo; Min, 2003). 

As espécies reativas de oxigênio podem causar danos extensivos ao 

DNA, proteínas e lipídeos (Orhan et al.,2016). A ocorrência do estresse oxidativo na 

doença da urina do xarope do bordo pressupõe-se que os metabolitos acumulados 

na doença induzem a produção de espécies reativas de oxigênio e ou a diminuição 

da capacidade antioxidante, levando a danos nas biomoléculas de lipídeos, 

proteínas e DNA (Sitta et al., 2014). 

O dano ao DNA pode ocorrer de duas principais formas distintas: a 

primeira acontece naturalmente por meio de moléculas endógenas à célula, e a 

segunda forma ocorre por meio de radiação e xenobióticos (Rao, 2007).O teste de 

ensaio de cometa detecta danos ao DNA referentes aos agentes alquilantes, 

intercalantes e oxidantes (Silva; Erdtmann; Henriques, 2003). 

 

1.10 PROPRIEDADES DA MELATONINA 

 

O dermatologista Aaron Lerner e colaboradores, descreveram inicialmente 

a melatonina em 1958 (Lerner et al., 1958) nomeando-a assim, devido à sua 

capacidade de contração dos melanóforos de melanócitos de sapos (Claustrat et 

al.,2005). A Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), possui sua produção realizada 

na glândula pineal, tendo uma maior produção no escuro. Sua sintetize se dá a partir 

da serotonina de acordo com a seguinte sequência de reações: conversão do 

triptofano em serotonina; conversão da serotonina em N-acetilserotonina (mediada 

pela aril-alcil-amina-Nacetiltransferase); conversão da N-acetilserotonina em MEL 

(mediada pela hidroxi-indol-O-metiltransferase) (Claustrat et al.,2005). 
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A melatonina sincroniza o ritmo circadiano, protege contra estresse 

oxidativo, regula o metabolismo energético, modula sistema imunológico e retarda o 

processo de envelhecimento (Tan et al., 2007; De Pedro Martinez – Alvarez e 

Delgado 2008; calabero et al., 2009; shieh et al., 2009; Hardland 2010; Tan et al., 

2010).Alem disso, é um antioxidante que age diretamente pela eliminação de 

radicais livres e regulando o perfil de expressão gênica de enzimas antioxidantes 

como catalase, glutationa peroxidase e superóxido dismutase (Majidinia et al., 2017). 

Em relação ao estresse oxidativo, a Melatonina estimula enzimas 

antioxidativas, podendo cruzar membranas biológicas, alcançando os 

compartimentos sub-celulares, protegendo-os dos radicais livres, sem apresentar 

toxicidade (Costa et al., 1995; Marin et al., 1997; Guerrero, 2002; Millan-Plano et al., 

2003). Alem do mais, estudos apontam que o tratamento de melatonina foi capaz de 

inibir estresse oxidativo, reações inflamatórias agudas e apoptose celular (Ghobadi 

et al., 2017; Wang et al.,2018; Wei et al., 2018). Deste modo, o presente estudo visa 

investigar os efeitos antioxidantes da melatonina como uma possível terapia 

adjuvante no tratamentoda DXB. 

 

1.11 JUSTIFICATIVA 

 

Na DXB os metabolitos acumulados levamalteração de marcadores de 

lipídios, proteínas e danos oxidantes de DNA,demonstrando uma produção de 

radicais livres e estresse oxidativo na doença, que esta relacionado a disfunção 

neurológica, cujo, mecanismos do dano cerebral desses pacientes ainda são pouco 

conhecidos.  

Uma vez que a melatonina sintética vem sendo utilizada para a prevenção 

e tratamento de numerosas condições patológicas, a mesma apresenta efeito 

neuroprotetor eatividade antioxidante,sendo assim, o tratamento com melatonina 

seria uma nova abordagem terapeutica adjuvante para a doença, já que os modelos 

animais e também pacientes têm demonstrado a ocorrência de estresse oxidativo na 

DXB.  

O presente estudobusca do ponto de vista científico melhor compreender 

a complexidade da fisiologia celular e molecular envolvida em torno dos danos 

neuroquímicos, relacionados aos altos níveis de aminoácidos de cadeia ramificada e 
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seus respectivos α-cetoácidos, trazendo a melatonina com uma possível terapia 

adjuvante minimizando os efeitos da doença. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos antioxidantes da melatonina em ratos Wistar jovens 

submetidos à administração crônica de um pool de aminoácidos de cadeias 

ramificadas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar o efeito da melatonina na atividade de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT) em córtex cerebral, hipocampo e estriado de 

animais submetidos a administração crônica de aminoácidos de 

cadeias ramificadas; 

 Verificaro efeito da melatonina na oxidação de 2’,7’-

diclorofluoresceína (DCFH) em córtex cerebral, hipocampo e estriado 

de animais submetidos a administração crônica de aminoácidos de 

cadeias ramificadas; 

 Analisar o efeito da melatonina no dano a lipídeos e a proteínas, em 

córtex cerebral, hipocampo e estriado de animais submetidos a 

administração crônica de aminoácidos de cadeias ramificadas; 

 Avaliar o efeito da melatonina sobre o dano ao DNA, através dos 

parâmetros de frequência e índice de dano, em córtex cerebral, 

hipocampo e estriado de animais submetidos a administração crônica 

de aminoácidos de cadeias ramificadas; 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados 128 ratos (Rattus norvegicus) machos, linhagem Wistar, 

com sete dias de idade, sendo fornecidos por meio do biotério da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os neonatos foram deixados com suas mães, 

sendo desmamados aos 21 dias de vida. Posteriormente, os animais foram alojados 

em gaiolas em grupos de cinco, com iluminação (ciclos de claro-escuro de ±12 h), 

exaustão e temperatura controladas (24 ± 1 ºC). Além disso, possuiram livre acesso 

à água e ao alimento. Os procedimentos experimentais forão realizados de acordo 

com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins 

Científicos e Didáticos. O projeto deste trabalho de pesquisa possui aprovação pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense, sob o protocolo número 017/2017-02 (ANEXO A).  

 

3.2 GRUPOS 

 

O tamanho amostral deste projeto (128 animais) foi baseado em dados da 

literatura e em estudos prévios elaborado em nosso laboratório. Os grupos 

experimentais seguem abaixo:  

 

– Grupo 1: Controle (Salina - subcutâneo + Salina - intraperitoneal); 

– Grupo 2: Melatonina 10 mg/Kg (Salina - subcutâneo + Melatonina - 

intraperitoneal); 

– Grupo 3: DXB (Pool de AACR - subcutâneo + Salina - intraperitoneal); 

– Grupo 4: DXB + Melatonina (Pool de AACR - subcutâneo + Melatonina- 

intraperitoneal). 

 

3.3 MODELO DXB 

 

Para o presente estudo, foi utilizado um modelo animal quimicamente 

induzido da DXB conforme Bridi et al. (2006). De acordo com o estudo, a indução 

ocorre através da administração subcutânea de uma associação de AACR, contento 
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leucina (190 mmol/L), isoleucina (59 mmol/L) e valina (69 mmol/L), levando a 

altereações dos aminoácidos, assim como visto nos pacientes acometidos pela 

doença.  Diante disso, os ratos infantes, com 7 dias de idade, receberam duas 

administrações diárias de um pool de AACR (15,8 µL/g de peso corporal), com 

intervalo de 12 horas entre as administrações, por via subcutânea, durante 21 dias 

(grupo DXB). Os animais do grupo controle foram submetidos ao mesmo protocolo, 

porém receberam solução salina 0,9%. Após a primeira administração do pool de 

aminoácidos os animais foram suplementados com administração intraperitoneal de 

melatonina (10 mg/kg) (Giusti et al.,1996; Ahmad et al., 2011; Wu et al.,2016) a cada 

24 horas ou solução salina via intraperitoneal, com o mesmo intervalo de tempo, 

durante 21 dias, sendo um experimento crônico, de acordo com a seguinte figura 2.   

 

Figura 2 - Desenho esquemático representativo do protocolo experimental. Fonte: Do autor. 

 

3.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

3.4.1 Preparo das amostras 

 

Os animais sofreram eutanásia por decapitação com guilhotina e sem 

anestesia, sendo dissecadas as estruturas cerebrais(córtex cerebral, hipocampo e 

estriado) e coleta de sangue venoso. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados 

na proporção 1:10, em tampão fosfato de sódio 20 mM + KCl 140 mM pH 7,4. Em 

seguida, centrifugou-se o homogenato a 3500 rpm por 10 minutos a 4ºC, sendo o 

sobrenadante armazenado. Posteriormente, os homogeinizados foram mantidos a - 
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80 °C até o momento da realização das avaliações dos parâmetros de estresse 

oxidativo. 

O sangue venoso coletadofoi armazenado em tubos eppendorf com 

solução de congelamento contendo heparina, as amostras de sangue foram 

mantidas a - 80 °C, posteriormente foi descongelado para a realização do teste 

ensaio cometa. 

 

3.4.2 Análise dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (tbars) 

 

Para determinação dos níveis de TBA-RS, o homogeneizado foi 

precipitado através de uma reação ácida com ácido tricloroacético (TCA) a 10 % 

com sulfato de sódio adicionado ao sobrenadante na proporção 1:1 (v/v). Seguida da 

centrifugação, o sobrenadante foi tratado com ácido tiobarbitúrico 0,67 % na 

proporção de 1:1(v/v), sendo a mistura levada a um banho fervente durante 2 horas, 

com resfriamento em água à temperatura ambiente. A absorvância obtida através da 

coloração rósea resultante foi medida em espectrofotômetro a 532 nm. 

Concomitantemente, foi realizada uma curva de calibração com 1,1,3,3-

tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos como nmol de equivalentes de 

malondialdeído.mg de proteína-1 (Esterbauer e Cheeseman, 1990).  

 

3.4.3 Dosagem do conteúdo de sulfidrilas 

 

Os conteúdos de sulfidrilas foram determinados conforme Aksenov e 

Markesbery (2001). As amostras foram homogeneizadas na proporção 1:10, em 

tampão fosfato de sódio 20 mM + KCl 140 mM pH 7,4, sendo centrifugadas a 3500 

rpm por 10 minutos a 4ºC. Em uma placa de Elisa, foi preprarado o branco para 

cada amostra e um branco reagente. Será pipetado 12 µL de amostra e 238 µL de 

Tampão PBS com EDTA 1 M no branco amostra, 242,9 µL Tampão PBS com EDTA 

1 M e 7,1 µL no branco reagente, e será utilizado 12 µL de amostra, 230,9 µL de 

Tampão PBS com EDTA 1 M e 7,1 µL de DTNB, para a determinação dos conteúdo 

das sulfidrilas. Após pipetar o DTNB, a placa foi deixada em temperatura ambiente, 

protegida da luz, por 30 minutos, sendo posteriormente, realizada a leitura em 

espectrofotômetro a 412 nm. Os resultados foram expressos em nmols de TNB/mg 

de proteína. 
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3.4.4 Medida da oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína (dcfh) 

 

De acordo com Le Bel et al. (1992), foi determinada a produção de 

espécies reativas. As amostras foram previamente homogeneizadas, adicionadas 

diacetato do DCF, onde as alíquotas foram incubadas durante 30 minutos à 37 ºC. 

As espécies reativas de oxigênio realizam a oxidação de dois elétrons de DCFH, 

levando a produção do produto fluorescente 2’,7’-diclofluoresceína (DCF) (Tampo et 

al.,2003; Lee et al.,2009). A fluorescência foi determinada utilizando comprimentos 

de onda de 488 nm (excitação) e 525 nm (emissão), sendo a curva de calibração 

realizada utilizando-se DCF padrão (0-10 µM). Os resultados obtidos foram 

expressos como µmol de DCF.mg de proteína.  

 

3.4.5 Determinação de proteínas 

 

A determinação de proteínas, necessárias para os cálculos das análises 

de estresse oxidativo, ocorreram conforme descrito por Lowry et al. (1951). 

 

3.4.6 Avaliação das atividades das enzimas antioxidantes 

 

3.4.6.1Atividade da superóxido dismutase (sod) 

 

Conforme Bannister e Calabrese (1987), foi determinada a atividade da 

SOD.  Realizou-se inicialmente leituras da auto-oxidação da adrenalina. Em uma 

placa de Elisa, pipetaram-se 190 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase no branco; 

5 µL de amostra, 185 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a primeira 

amostra; 10 µL de amostra, 180 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a 

segunda amostra; 15 µL de amostra, 175 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase 

para a terceira amostra. Foi realizado em seguida a leitura pontual em 

espectrofotômetro a 480 nm. Em seguida, pipetou-se 5 µL de adrenalina em todos 

os poços, sendo realizado uma nova leitura em espectrofotômetro a 412 nm durante 

20 minutos, com leitura de 40 em 40 segundos. A atividade da enzima expressa foi 

expressa em U/mg de proteína (unidade de atividade da SOD por mg de proteína) 

(Bannister e Calabrese, 1987).  
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3.4.6.2 Atividade da catalase (cat) 

 

Para a determinação da atividade da CAT, as amostras foram suspensas 

em tampão PBS (cloreto de sódio 137 mM, cloreto de potássio 2,7 mM, fosfato de 

potássio monobásico 1,4 mM, fosfato de sódio dibásico 4,3 mM, pH 7,4) e uma 

alíquota desta suspensão foi diluída em PBS. Em seguida, uma alíquota desta 

diluição foi novamente diluída em tampão PBS. Posterior à centrifugação, foi 

preparado o meio reacional com a adição de peróxido de hidrogênio 8,8 M e tampão 

CAT. Já o branco foi preparado sem a adição de H2O2. A atividade da CAT foi 

determinada pela medida da taxa de decaimento da absorbância do H2O2 em 240 

nm à temperatura ambiente nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos. A atividade da 

CAT foi expressa em U/mg de proteína (unidade de atividade da CAT por mg de 

proteína) (Aebi,1984).  

 

3.4.7 Dano ao DNA 

 

O Ensaio Cometa foi realizado conforme o protocolo descrito por Singh et 

al. (1988) e com as modificações sugeridas por Tice et al. (2000). O preparo das 

lâminas foi realizado a partir da mistura de 5μL de homogenato (com tampão PBS) 

sangue total com 90μL de agarose Low Melting Point (0,75%). Colocou-se então, a 

mistura (células/agarose) em lâmina de microscópio pré-revestida com 300μL de 

agarose normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma lamínula e levando, 

então, à geladeira por aproximadamente 5 minutos para solidificação. Logo após as 

lamínulas foram cuidadosamente retiradas e as lâminas imersas em tampão de lise 

(2,5M NaCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adição na hora do uso 

de 1% de Triton X-100 e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) a 4ºC por um período 

mínimo de 1 hora e máximo de 2 semanas. Após este período, as lâminas foram 

incubadas em tampão alcalino (300 mM hidróxido de sódio (NaOH) e 1mM EDTA, 

pH>13) por 20 minutos ocorrendo o desenovelamento do DNA. Realizou-se a corrida 

eletroforética a 25 v e 300 mA por 15 minutos. Todas as etapas ocorreram sob luz 

amarela indireta. Posteriormente as lâminas foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 

7,5) e, ao final, o DNA foi corado com brometo de etídio (20μg/mL) para análise em 

microscópio de fluorescência com aumento de 400x. Avaliou-se 100 células por 
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indivíduo (50 células em cada lâmina duplicada). Tais células foram avaliadas 

visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da 

cauda, sendo a classificação para ausência de cauda, até 4 para o comprimento 

máximo (Collins, 2004). Desta forma, tem-se um Índice de Danos (ID), onde células 

foram visualizadas de acordo com o tamanho da cauda, sendo a classificação para 

ausência de cauda. Calculou-se a frequência de danos (FD em %) em cada amostra 

com base no número de células com cauda versus o número de células sem cauda. 

Utilizou-se controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de 

assegurar a confiabilidade do procedimento.  

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para as análises os resultados foram apresentados como a média ± 

desvio padrão. As comparações estatísticas foram realizadas utilizando análise de 

variância (ANOVA) de duas vias. Quando significante, realizou-se post hoc por meio 

do teste de Duncan, sendo o nível de significância adotado dep≤0.05. Todos os 

testes estatísticos foram realizados utilizando o programa Statistica®.   
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4 RESULTADOS 

 

4.1 EFEITO CRÔNICO DAS EXPOSIÇÕES AOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 

RAMIFICADA SOBRE NÍVEIS DE SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO 

TIOBARBITÚRICO (TBA-RS) EM TECIDO CEREBRAL DE RATOS WISTAR 

JOVENS TRATADOS COM MELATONINA. 

 

Inicialmente, avaliou-se os efeitos das exposições aos aminoácidos de 

cadeia ramificada sobre os níveis de lipoperoxidação ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), 

em córtex cerebral, hipocampo e estriado. Nós observamos um aumento 

significativo de equivalentes de MDA no grupo DXB quando comparado ao controle 

nas estruturas analisadas (figura 3 A, B e C). Verificou-se ainda no estriado uma 

diminuição significativa de equivalentes de MDA no grupo melatonina (figura 3 C). 

Além disso, os animais induzidos ao modelo de DXB tratados com melatonina, 

apresentaram reversão dos danos ocasionados pela peroxidação lipídica nas 

estruturas analisadas, sendo que no córtex cerebral houve uma melhora dos níveis 

(figura 3 A, B e C), mas não ao ponto de serem equivalentes aos resultados do 

grupo melatonina (figura 3 A). 



33 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
Control

Melatonin

MSUD

MSUD + Melatonin#&

*

T
B

A
-R

S

(n
m

o
l/

m
g

 p
ro

te
in

)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8
Control

Melatonin

MSUD

MSUD + Melatonin

*

#T
B

A
-R

S

(n
m

o
l/

m
g

 p
ro

te
in

)

0.0

0.2

0.4

0.6
Control

Melatonin

MSUD

MSUD + Melatonin

#

*

*T
B

A
-R

S

(n
m

o
l/

m
g

 p
ro

te
in

)

A

B

C

 

Figura 3 -Efeito da administração do pool de AACR (15,8 μmol/g) sobre níveis de substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em em córtex cerebral (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos 
Wistar machos com 30 dias de vida. Os dados expressos como média ± desvio padrão da média para 
5 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle; # comparado ao grupo DXB e & 
comparado ao grupo melatonina (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Ducan). 
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4.2 EFEITO CRÔNICO DAS EXPOSIÇÕES AOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 

RAMIFICADA SOBRE O CONTEÚDO DE SULFIDRILAS EM TECIDO 

CEREBRAL DE RATOS WISTAR JOVENS TRATADOS COM MELATONINA. 

 

Em seguida, os conteúdos de sulfidrila se mostraram alterados nas 

estruturas córtex cerebral, hipocampo e estriado nos animais do grupo DXB. 

Verificou-se uma diminuição significativa dos conteúdos de sulfidrila em córtex 

cerebral e hipocampo, quando o grupo DXB é comparado ao grupo controle (figura 

4 A e B). Analisando o grupo DXB em relação ao grupo melatonina, o tratamento 

com melatonina foi capaz de diminuir significativamente os conteúdos de 

sulfidrilaspercebe-se uma diminuição significativas dos conteúdos de sulfidrilas 

(figura 4 C).Além disso, percebeu-se um aumento significativo do conteúdo de 

sulfidrilas nos grupos melatonina nas estruturas córtex cerebral, hipocampo e 

estriado (figura 4 A, B e C). Quando analisado o grupo DXB + melatonina, 

identificou-se que os animais tratados apresentam melhora do conteúdo de sulfidrila 

quando comparados ao grupo DXB, nas estruturas córtex cerebral e hipocampo 

(figura 4 A e B), porém sem atingir os níveis do grupo melatonina (figura xB). 
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Figura 4 - Efeito da administração do pool de AACR (15,8 μmol/g) sobre o conteúdo de sulfidrilas em 
córtex cerebral (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos Wistar machos com 30 dias de vida. Os 
dados expressos como média ± desvio padrão da média para 5 animais por grupo. *p<0,05 
comparado ao grupo controle; # comparado ao grupo DXB e & comparado ao grupo melatonina 
(ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Ducan). 
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4.3 EFEITO CRÔNICO DAS EXPOSIÇÕES AOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 

RAMIFICADA SOBRE A OXIDAÇÃO DE DCFH EM TECIDO CEREBRAL DE 

RATOS WISTAR JOVENS TRATADOS COM MELATONINA. 

 

Verificou-se também as espécies reativas através da técnica de oxidação 

de DFCH. Nota-se um aumento significativo de DCF nos animais do grupo DXB, 

quando comparados ao grupo controle nas estruturas córtex cerebral e estriado 

(figura 5 A e C). Percebe-se ainda, uma diminuição significativa de DCF no grupo 

melatonina quando comparado ao grupo controle (figura 5 C). Ademais, o grupo 

DXB + melatonina apresenta uma diminuição significativa de DCFH quando 

comparado ao grupo DXB (figura 5 A), entretanto, sem chegar aos níveis do grupo 

melatonina no estriado (figura 5 C). 
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Figura 5 -Efeito da administração do pool de AACR (15,8 μmol/g) sobre sobre a oxidação de DCFH 
em córtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos Wistar machos com 30 dias de vida. Os dados 
expressos como média ± desvio padrão da média para 5 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao 
grupo controle; # comparado ao grupo DXB e & comparado ao grupo melatonina (ANOVA de duas 
vias seguido de post hoc de Ducan). 
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4.4 EFEITO CRÔNICO DAS EXPOSIÇÕES AOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 

RAMIFICADA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA SUPERÓXIDO DISMUTASE 

(SOD) EM TECIDO CEREBRAL DE RATOS WISTAR JOVENS TRATADOS COM 

MELATONINA. 

 

Para analisar a atividade antioxidante, analisou-se primeiro a atividade da 

superóxido dismutase (SOD). Verifica-se um aumento significativo da atividade da 

SOD no grupo DXB quando comparado ao grupo controle nas estruturas córtex 

cerebral e estriado (figura 6 A e C). Percebe-se ainda no grupo DXB tratado com 

melatonina, que a atividade da SOD no hipocampo apresentou um aumento 

significativo quando comparado aos grupos melatonina e DXB (figura 6 B).   
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Figura 6 - Efeito da administração do pool de AACR (15,8 μmol/g) sobre a atividade enzimática da 
superóxido dismutase (SOD) em córtex cerebral (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos Wistar 
machos com 30 dias de vida. Os dados expressos como média ± desvio padrão da média para 5 
animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle; # comparado ao grupo DXB e & 
comparado ao grupo melatonina (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Ducan). 
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4.5 EFEITO CRÔNICO DAS EXPOSIÇÕES AOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 

RAMIFICADA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE (CAT) EM TECIDO 

CEREBRAL DE RATOS WISTAR JOVENS TRATADOS COM MELATONINA. 

 

Em relação ainda a atividade antioxidante, verificou-se a atividade da 

atividade da catalase em córtex cerebral, hipocampo e estriado. Percebe-se uma 

diminuição significativa da atividade da catalase nos animais do grupo DXB quando 

comparados ao grupo controle, nas estruturas córtex cerebral e hipocampo (Figura 

7 A e B). Além disso, a mesma diminuição é encontrada no grupo melatonina da 

estrutura hipocampo (figura 7 B). Entretanto, há um aumento da atividade da 

catalase no grupo melatonina quando analisada a estrutura do estriado. Em relação 

ao grupo DXB que recebeu tratamento com melatonina, percebe-se uma diminuição 

significativa da atividade da catalase quando comparada ao grupo melatonina nas 

estruturas córtex cerebral e estriado (figura 7 A e C), e um aumento da atividade da 

catalase quando comparado ao grupo DXB no hipocampo (figura 7 B).   
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Figura 7 - Efeito da administração do pool de AACR (15,8 μmol/g) sobre a atividade enzimática da da 
catalase (CAT) em córtex cerebral (A), hipocampo (B) e estriado (C) de ratos Wistar machos com 30 
dias de vida. Os dados expressos como média ± desvio padrão da média para 5 animais por grupo. 
*p<0,05 comparado ao grupo controle; # comparado ao grupo DXB e & comparado ao grupo 
melatonina (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Ducan). 
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4.6 EFEITO CRÔNICO DAS EXPOSIÇÕES AOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 

RAMIFICADA SOBRE O DANO AO DNA EM SANGUE TOTAL DE RATOS 

WISTAR JOVENS TRATADOS COM MELATONINA. 

 

Por fim, para verificar o dano ao DNA, avaliou-se a frequência de danos 

(%) e o índice de danos (0-400). O estudo demonstra que a administração crônica 

de AACR causou um aumento significativo da frequência de danos (%) no grupo 

DXB, quando comparado ao grupo controle. Além disso, verificou-se que o 

tratamento com melatonina no grupo DXB foi capaz de revertar tais danos, porém 

não aos níveis do grupo melatonina (figura 8 A). Ao analisar o índice de danos (0-

400), consta-se que o grupo DXB apresenta um aumento significativo do índice de 

danos quando comparado ao grupo controle. Ademais, o tratamento com melatonina 

no grupo DXB foi capaz de reverter tais danos, porém não aos níveis do grupo 

melatonina (figura 8 B). 
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Figura8 - Efeito da administração do pool de AACR (15,8 μmol/g) sobre a frequência de dano (FD) (A) 
e o índice de dano (ID) (B) em sangue total de ratos Wistar machos com 30 dias de vida. Os dados 
expressos como média ± desvio padrão da média para 5-6 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao 
grupo controle; # comparado ao grupo DXB e & comparado ao grupo melatonina (ANOVA de duas 
vias seguido de post hoc de Ducan). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A doença da urina do xarope do bordo é considerada um dos mais 

importantes e sérios distúrbios genéticos do metabolismo de aminoácidos, sendo a 

leucina e oα-cetoisocaproico os principais metabólitos neurotóxicos na doença, 

sendo associados ao aparecimento de sintomas neurológicos (Chuang e Shih 2001; 

Snyderman et al. 1964).Além disso, marcadores de lipídios, proteínas e oxidantes de 

danos ao DNA foram relatados na DXB, provavelmente secundária à alta produção 

de radicais livres. Considerando estes achados, é bem estabelecido que o estresse 

oxidativo contribua para danos cerebrais da doença (Sitta et al., 2013). De tal modo, 

o possível uso de antioxidantes como uma nova terapia adjuvante para pacientes.  

A terapia para DXB é baseada em uma dieta natural com restrição de 

proteína com baixo teor de aminoácidos de cadeia ramificada, suplementada com 

mistura de aminoácidos livre de AACR, enriquecida com oligoelementos, vitaminas e 

minerais, bem como a intervenção agressiva durante a descompensação metabólica 

aguda. Embora os benefícios do tratamento dietético para doença sejam inegáveis, 

a restrição natural de proteína pode aumentar o risco de deficiências nutricionais, 

sendo que estas podem resultar em um baixo status antioxidante total que pode 

predispor e / ou contribuir para o estresse oxidativo (Mescka et al. 2015). Outra 

forma de tratamento seria o transplante hepático, em pacientes pediátricos que 

apresente forma clássica da doença. Tem sido um tratamento bem sucedido, os 

riscos associados à cirurgia e a imunossupressão ao longo da vida semelhante a 

outra populações pediátricas de transplante de fígado, sendo que não há reversão 

de déficit cognitivo ou progressão de comprometimento neurocognitivo (Blackburn et 

al., 2017). 

Estudos demonstram que o estresse oxidativo está presente em muitos 

EIM, incluindo acidurias orgânicas, aminoacidopatias, distúrbio da oxidação dos 

ácidos graxos mitocondriais e doenças peroxisômicas (Streck et al. 2003; Barschak   

et al. 2006; Vargas et al. 2004).Assim como em outros tecidos, o estresse oxidativo 

no cérebro pode danificar os neurônios por vários mecanismos, incluindo aumento 

da peroxidação lipídica, dano oxidativo ao DNA e proteínas e indução de apoptose 

ou necrose (Halliwell 2001). 

Estudos indicam que a peroxidação lipídica, um evento importante 

induzido pelo estresse oxidativo, possui relação com a patogênese de algumas 
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doenças, particularmente as que afetam o sistema nervoso central, como distúrbios 

neurodegenerativos, convulsões epilépticas, desmielinização, demência e outras 

(Halliwell e Gutteridge, 1985; Reznick e Packer, 1993). Diante disso, buscou-se 

avaliar os efeitos da administração crônica de AACR sobre a peroxidação lipídica e o 

papel da melatonina como possível neuroprotetor, sabendo que a mesma estimula 

enzimas antioxidantes e apresenta proteção contra radicais livres. 

Observou-se que a administração crônica do pool de BCAA aumentou os 

níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em cortex cerebral, 

hipocampo e estriado. Estudos anteriores também indicam alterações dos níveis de 

TBA-RS em na DXB, onde foram descritos aumentados de TBA-RS em plasma de 

pacientes com DXB, in vitro, e em tecido cerebral de ratos submetidos a altas 

concentrações do pool de aminoácidos, ou somente da leucina ou CIC (Fontella et 

al., 2002; Bridi et al., 2003; Barschak et al.,2006; Barschak et al., 2008a; Barschak et 

al., 2008b ;Barschak et al., 2009; Bridi et al., 2005a; Taschetto et al.,2017; Mescka et 

al.,2011; Mescka et al., 2013; Mescka et al., 2016). 

Ainda em relação a análise de peroxidação lipídica, verificou-se que o 

grupo que recebeu apenas a melatonina, apresentou uma diminuição significativa 

dos níveis de TBARS, sendo que o grupo DXB tratado com melatonina demonstrou 

melhora dos níveis de peroxidação lipidica. De acordo com a literatura, a melatonina 

é capaz de melhorar níveis de TBARS, diminuindo esse parâmetro (El-Sokkary et al. 

1999; Raghavendra e Kulkarni 2001; Gönenç et al, 2005; Parisotto et al.,2016; 

Ostjen et al., 2018). O uso de antioxidantes pode ajudar a minimizar o estresse 

oxidativo, contribuindo para a intervenção terapêutica, sendo que a melatonina atua 

como um eliminador de radicais livres. Após sua administração, atravessa as 

membranas livremente e se espalha através dos compartimentos de todo o corpo. 

Quando comparada a vitamina C e o a-tocoferol, apresenta-se dez vezes mais 

potente na quebra da reação em cadeia da peroxidação lipídica (Rosa et al,. 2010). 

A verificar o conteúdo de sulfidrilas, nota-se que a administração crônica 

de AACR é capaz de diminuir o conteúdo de sulfidrilas no córtex cerebral e 

hipocampo, sugerindo um dano oxidativo a proteína. Ressalta-se que o dano 

proteíco relacionado ao acúmulo de AACR já é relatado, onde Taschetto et al.,2017, 

demonstrou que a administração aguda de CIC foi capaz de levar a alteração no 

conteúdo de carbonil.Considera-se que as espécies reativas induzidas por 

metabólitos podem interagir direta ou indiretamente com grupos de proteínas, 
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levando à oxidação de proteínas, devido a um desequilíbrio entre a formação de 

espécies reativas e os sistemas de defesa antioxidante (Mescka et al., 2015; 

Taschetto et al., 2017). Ao analisar o papel da melatonina, verificou-se que a mesma 

aumentou o conteudo de sulfidrilas em cortex cerebral, hipocampo e estriado, sendo 

ainda capaz de aumentar o conteúdo de sulfidrilas quando administrado em conjunto 

com o AACR nas estruturas córtex cerebral e hipocampo, apresentando assim um 

possível efeito neuroprotetor. 

Os danos oxidativos causados pelos altos níveis de espécies reativas de 

oxigênio ocasionam modificações importantes a biomoléculas conduzindo a danos 

celulares, nas membranas lipídicas, nas proteínas citosólicas e de membrana, e 

danos nas bases nitrogenadas do ácido desoxirribonucleico (DNA) (Bianchi et al, 

1999). Dessa forma, buscou-se analisar o a produção de espécies reativas por meio 

da oxidação de DCFH.  Verificou-se um aumento da produção das espécies reativas 

ocassionado pela administração das altas doses de AACR em córtex cerebral e 

estriado. Levando-se em consideração que a superprodução de radicais livres de 

oxigênio e nitrogênio leva a maiores níveis de TBA-RS (González-Flecha et al., 

1991; Halliwell e Gutteridge, 2007), tais achados ao encontro com o aumento de 

TBARS verificado nesse trabalho. Outros estudos indicam também que a 

administração de leucina ou o pool de AACR aumenta a formação de espécies 

reativas no em tecido cerebral de ratos jovens (Mescka et al., 2016; Mescka et al., 

2015; Rieger et al., 2017). Ao analisar o estriado, verificou-se que a melatonina 

diminui a quantidade das especies reativas de oxigênio, assim como esperado, uma 

vez que, a melatonina possui um papel de antioxidante direto e indireto, eliminando 

radicais livres, sendo utilizada dessa forma, para reduzir o dano oxidativo(Reiter et 

al., 1995, Hardeland, 1997; Manchester et al., 2015; Tan et al., 2015; Reiter et al., 

2016). Além disso, verificou-se que o grupo DXB que recebeu melatonina como 

tratamento, apresentou uma diminuição significativa da quantidade de espécies 

reativas de oxigênio quando comparado ao grupo DXB em córtex cerebral e 

estriado. Assim, sugere-se um possivel efeito neuroprotetor da melatonina, uma vez 

que atua diretamente na captura de espécies de radicais livres (Manchester et al., 

2015; Tan et al., 2015; Reiter et al., 2016). 

Levando isso em consideração, buscou-se avaliar as enzimas 

antioxidantes, por meio da atividade da SOD e CAT, além de considerar que a 

melatonina é um poderoso antioxidante que atua diretamente na captura de 
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espécies de radicais livres e regulando o perfil de expressão gênica de enzimas 

antioxidantes como catalase, glutationa peroxidase e superóxido dismutase (Reiter 

et al., 2000; Rodriguez et al., 2004).  

Assim, verificou-se que a administração crônica de AACR foi capaz de 

aumentar a atividade da SOD em córtex cerebral e estriado no grupo DXB. Em 

contrapartida, a CAT apresenta uma diminuição significativa da sua atividade em 

córtex cerebral e hipocampo. Ressalta-se que estudos anteriores vêm indicando que 

a administração aguda e crônica do pool de BCAA ou de leucina altera padrões 

antioxidantes.  

Estudos vem indicando a alteração de parâmetros antioxidantes por meio 

do acúmulo de aminoácidos de cadeia ramificada.  Rieger et al. (2017), descrevem 

que a atividade de SOD foi significativamente diminuída no córtex cerebral pela 

administração de leucina, em um modelo crônico da doença.Além disso, outro 

etsudo indica que a administração de CIC e CMV provocou uma atividade reduzida 

de SOD, sendo a atividade do CAT não modificada pelos metabolitos (Funchal et 

al.,2006). Taschetto et al. (2017), relatam ainda que a administração aguda de CIC 

aumentou significativamente a atividade de SOD, enquanto que a atividade do CAT 

foi diminuída quando analisados tecido cerebral de ratos.  

Entretanto, um estudo indicou que a administração de AACR foi capaz de 

aumentar a atividade da CAT e diminuir a atividade de SOD (Mescka et al.,2016). 

Entretanto, alguns estudos indicam que não ocorreram alterações, como no estudo 

de Mescka et al. (2011), que em um modelo agudo da DXB, não relatam alterações 

da atividade de SOD, sendo a atividade de CAT reduzidas no córtex cerebral, assim 

como em outros estudos, que demonstram que não ocorreram modificação dos 

níveis da atividade da SOD in vitro de eritrócitos de indivíduos afetados pela DXB 

(Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b; Barschak et al., 2007).  

Diante dos resultados, pode-se sugerir que o aumento na atividade SOD 

se dá pela produção de ânions superóxido. Com isso, a produção de H2O2 

aumentada levaria a uma diminuição da atividade de catalase, já que quando 

exposta ao seu próprio substrato, H2O2, leva a mudanças na conformação 

enzimática (Halliwell e Gutteridge 2007; Kirkman e Gaetani, 2007). Vale lembrar que 

o excesso de superóxido dismutase pode levar à indução de lesões celulares, caso 

as células não forem capazes de metabolizar adequadamente H2O2 por catalase e 

peroxidase de GSH (Change et al., 1979; Halliwell 2011; Halliwell 2013).  
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Ao verificar a atividade de SOD no grupo DXB que recebeu o tratamento 

com melatonina, verificou-se um aumento significativo da atividade quando 

comparado aos grupos melatonina e DXB em hipocampo. Já analisando a atividade 

da CAT no grupo DXB que recebeu tratamento com a melatonina, verifica-se uma 

diminuição da sua atividade em córtex cerebral e estriado quando comparada ao 

grupo melatonina, porém aumentada em relação ao grupo DXB no hipocampo. 

Verifica-se ainda que a atividade da CAT foi diminuida em hipocampo, entretanto 

aumentanda no estriado, quando comparado ao grupo controle. 

Estudos sugerem que a melatonina pode estimular a enzima CAT, 

responsavel pela metabolização de H2O2. Dessa forma, espera-se que a melatonina 

reduza os níveis intracelulares de H2O2 e a geração de OH. Ressalta-se, entretanto, 

que a atividade da CAT dentro do cérebro tem influência mínima como um processo 

antioxidante por causa de sua baixa atividade. (Menendez-Pelaez et al., 1993; 

Menendez-Pelaez e Reiter, 1993;  Montilla et al., 1997 ). 

Na desintoxicação do radical .OH, acredita-se que a melatonina atue por 

meio da doação de elétrons (Hardeland et al., 1993; Poeggeler et al., 1994 , 

Poeggeler et al., 1996 ). Ao fazê-lo, a melatonina tornar-se o radical indolil (ou 

melatonil) (Stasica et al., 1998 ), o qual pode então eliminar um O - 2 , reduzindo 

ainda mais o número de .OH gerado a partir de O - 2 . (Hardeland et al., 1993 ; 

Poeggeler et al., 1994). Assim, cada molécula de melatonina aparentemente tem a 

capacidade de eliminar dois radicais (Hardeland et al., 1993; Poeggeler et al., 1994, 

Poeggeler et al., 1996). Descreve-se ainda que a melatonina atua na regulação da 

expressão gênica de enzimas antioxidantes como SOD, CAT e glutationa peroxidase 

(Antolin et al., 1996 ; Kotler et al., 1998; Reiter et al., 2000; Rodriguez et al., 2004) 

Uma vez que demonstrou-se alterações de importantes parâmetros de 

estresse oxidtivo, buscou-se avaliar o dano do DNA do sangue dos ratos que 

receberam a administração crônica de aminoácidos de cadeira ramificada, sendo 

tratados com melatonina, uma vez que o DNA celular é um alvo sensível após o 

estresse oxidativo, onde podem ocorrer danos que incluem modificações químicas e 

estruturais, devidoprincipalmente ao radical hidroxila (El-Mallakh et al.,1995; 

Culmsee e Mattson, 2005; Cooke et al., 2006; Khamisy e Caldecott, 2006).  

Assim, verificou-se que a administração crônica de AACR aumentou 

significativamente a frequência de danos e o índice de danos ao DNA em sangue de 

ratos wistar jovens. Em concordância, Scaini et al. (2012), verificaram que a 
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administração aguda de AACR acarretou no aumento significativo no dano ao DNA 

no hipocampo, enquanto que a administração crônica aumentou o dano ao DNA no 

hipocampo e estriado de ratos. Além disso, Mescka et al.,2014, demonstraram 

danos no DNA em leucócitos tratados com leucina ou CIC em comparação com o 

grupo controle, onde pacientes tratados somente com restrição dietética 

apresentavam dano ao DNA (Mescka et al.,2015). Vale ressaltar que o ensaio do 

cometa não discrimina as causas do dano ao DNA, entretanto, sugerimos que o 

acúmulo de aminoácidos de cadeia ramificada é capaz de promover danos ao DNA, 

uma vez que aumentam a produção de radicais livres, assim como verificamos 

nesse estudo. 

Ao verificar os efeitos da melatonina, observou-se que o tratamento foi 

capaz de prevenir os danos ocassionados pela adminsitração de altas doses de 

AACR, quando comparado ao grupo DXB, sugerindo um efeito benéfico da terapia 

antioxidante na prevenção de danos no DNA em um modelo crônico induzido 

quimicamente de DXB. Esse resultado vai ao encontro com a literatura, que 

descreve que a melatonina protege o DNA dos efeitos deletérios de agentes físicos, 

radiação ionizante, toxinas e lipopolissacarídeos (Mathes, 2010; El‐Sokkary et al., 

1999; Qi et al., 2000). Como a principal causa de danos no DNA são os níveis 

elevados de EROs, o efeito protetor da melatonina é relacionado ao seu potencial 

antioxidante, uma vez que a mesma consegue atravessar as membranas celulares, 

permitindo fornecer proteção no local do DNA contra os radicais livres gerados 

(Melchiorri et al., 1996; Reiter, 1993; Hevia et al., 2015). 

Levando em consideração que as espécies reativas de oxigênio são 

capazes de oxidar diferentes moléculas, como por exemplo, lipídios, proteínas, 

açúcares e DNA, acarretando na morte celular (Halliwell, 1996; Halliwell e 

Gutteridge, 2007), indicamos que o excesso de aminoácidos de cadeia ramificada 

em ratos jovens, é capaz de induzir o estresse oxidativo, por meio do aumento da 

peroxidação lipídica, oxidação de proteinas, produção de especies reativas de 

oxigênio, alteração de parâmetros antioxidants, além de causar dano ao DNA. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A administração crônica de aminoácidos de cadeia ramificada altera 

parâmetros de estresse oxidativo em tecido cerebral de ratos jovens e dano ao DNA, 

por sua vez a melatonina reverte os danos, tendo assim, um possível efeito 

neuroprotetor na doença.  

Dessa forma, alterações de parâmetros de estresse oxidativo e de dano 

ao DNA podem estra relacionados com a fisiopatologia da disfunção neurológica dos 

pacientes com a DXB, sendo que o tratamento com melatonina pode ser 

considerado uma potencial terapia adjuvante para esses pacientes. 
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ANEXO A – PARECER DA COMISSÃO ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

 


