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RESUMO 

 

As deficiências na beta-oxidação mitocondrial de ácidos graxos são Erros Inatos do 

Metabolismo (EIM), doenças genéticas raras que se caracterizam pelo acúmulo de 

ácidos graxos de cadeia de diferentes tamanhos, conforme a enzima afetada, em 

fluidos e tecidos corporais. Elas são ocasionadas por vários tipos de mutações, que 

comprometem a codificação adequada das enzimas desidrogenases envolvidas na 

oxidação mitocondrial dos ácidos graxos para serem utilizados como fonte 

energética alternativa durante o jejum. Embora os mecanismos fisiopatológicos 

dessas doenças ainda não estejam completamente esclarecidos, estudos mostram 

que o acúmulo de metabólitos tóxicos pode estar relacionado. Considerando estudos 

realizados em modelos animais e em outros EIM que demonstraram que os 

metabólitos tóxicos podem alterar os parâmetros de estresse oxidativo, os objetivos 

deste trabalho foram avaliar a lipoperoxidação através da medida de 8-isoprostanos, 

avaliar o dano oxidativo ao DNA e ao RNA através da medida de espécies oxidadas 

de guanina e avaliar parâmetros de estresse nitrosativo através da medida do 

conteúdo de nitritos e nitratos em amostras de urina de pacientes portadores da 

deficiência da desidrogenase de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia longa (LCHADD), da 

deficiência da desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCADD) e da 

deficiência da desidrogenase múltipla de acil-CoA (MADD). Além disso, foi também 

objetivo analisar o dano ao DNA in vitro induzido pelos metabólitos ácido subérico, 

ácido adípico, hexanoilglicina, suberilglicina, isoladamente e conjuntamente, bem 

como o efeito da co-incubação com o antioxidante L-carnitina, através no ensaio 

cometa em leucócitos humanos. Foi observado um aumento significativo dos níveis 

de 8-isoprostanos na urina de todos os grupos de pacientes comparado à urina do 
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grupo controle, indicando lipoperoxidação. Os níveis de nitritos e nitratos estavam 

significativamente aumentados apenas na urina de pacientes portadores da 

LCHADD, sugerindo estresse nitrosativo nesse grupo de pacientes em comparação 

ao grupo controle. A análise de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina revelou aumento 

significativo dos níveis deste biomarcador na urina de pacientes com LCHADD e 

MADD, sugerindo dano oxidativo ao DNA nesses grupos de pacientes em 

comparação ao grupo controle. Na avaliação in vitro, foi identificado aumento 

significativo no índice de dano ao DNA induzido por todos os metabólitos estudados, 

isoladamente e conjuntamente, sendo que a incubação conjunta apresentou um 

efeito danoso potencializado. A L-carnitina foi capaz de diminuir significativamente o 

índice de dano ao DNA induzido por todos os metabólitos, exceto pelo ácido 

subérico. Esses resultados demonstram que o acúmulo de metabólitos tóxicos pode 

estar relacionado aos parâmetros de estresse oxidativos e nitrosativo aumentados 

na urina de pacientes com deficiência na beta-oxidação mitocondrial de ácidos 

graxos, e que os metabólitos ácido adípico, ácido subérico, hexanoilglicina, 

suberilglicina, isolados ou em conjunto, causam dano ao DNA, que foi revertido pela 

L-carnitina, conferindo proteção oxidante. 

 

Palavras-chave: Defeitos da Oxidação de Acidos Graxos, Estresse Oxidativo, L-

carnitina. 
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ABSTRACT 

 

The mitochondrial fatty acids oxidation disorders (FAOD) are Inborn Errors of 

Metabolism (IEM) which are rare genetic diseases characterized by the accumulation 

of fatty acids of different sizes of chain according to the affected enzyme in tissue 

and body fluids. They are caused by several types of mutations that compromise the 

correct encoding of the dehydrogenase enzymes evolved on the fatty acids 

mitochondrial oxidation in order to be utilized as an alternative source of energy 

during fasting. Although the pathophysiological mechanisms underlying these 

disorders are still not completely understood, studies have demonstrated that the 

accumulation of toxic metabolites may be related. Considering previous studies in 

animal models and in others IEM that verified that toxic metabolites may alter the 

oxidative stress parameters, the aims of this study were to evaluate the lipid 

peroxidation by the measurement of 8-isoprostanes, to evaluate DNA and RNA 

oxidative damage by the measurement of oxidized guanine species and to evaluate 

nitrosative stress parameters by the measurement of nitrite and nitrate content in 

urine samples of long-chain 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase deficiency 

(LCHADD), medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD) and 

multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD) patients. Moreover, it was also 

an objective to evaluate the in vitro DNA damage of the metabolites adipic acid, 

suberic acid, hexanoylglycine and suberylglycine, separated and together, and the 

effect of L-carnitine by the comet assay in human leukocytes. It was observed a 

significant increase on 8-isoprostanes levels in urine of all groups of patients 

compared to the control group, indicating lipoperoxidation. The nitrite and nitrate 

levels were significantly increased only in urine of LCHADD patients, suggesting 
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nitrosative stress in this group of patients compared to the control group. The 

analysis of DNA and RNA damage revealed significant increase on 8-hydroxy-2-

deoxyguanosine levels in urine of LCHADD and MADD patients, suggesting oxidative 

damage in these groups of patients compared to the control group. In the in vitro 

evaluation, we identified a significant increase of the DNA damage index induced by 

all metabolites, separated and together, and the incubation with all metabolites 

together resulted in a potencialyzed effect. L-carnitine was capable of decrease 

significantly the DNA damage index induced by all metabolites, except by suberic 

acid. These results demonstrate that the accumulation of toxic metabolites may be 

related to the increased oxidative and nitrosative stress parameters in urine of 

patients with the fatty acids oxidation disorders and that the metabolites adipic acid, 

suberic acid, hexanoylglycine and suberylglycine, separated and together, cause 

DNA damage, which was reduced significantly by L-carnitine, demonstrating 

antioxidant protection. 

 

Key words: Fatty Acids Oxidation Disorders, Oxidative Stress, L-carnitine. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Erros Inatos do Metabolismo 

 

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) são doenças genéticas raras causadas 

pela codificação incorreta de uma proteína, muitas vezes uma enzima, que tem sua 

atividade comprometida parcial ou totalmente. Essa modificação na atividade 

protéica resulta no bloqueio de uma rota metabólica com acúmulo dos substratos e 

diminuição na síntese dos produtos. A incidência dessas doenças, consideradas 

individualmente, é rara, mas conjuntamente elas atingem aproximadamente um para 

cada mil nascimentos, e uma das principais dificuldades de diagnóstico de muitas 

delas se dá pela rápida evolução do quadro clínico dos pacientes a óbito, muitas 

vezes sem a correta identificação da causa do óbito (Scriver et al., 2001). Os EIM 

podem ser classificados em três grandes grupos, segundo Saudubray e Charpentier 

(2001): 

 I - Distúrbios de síntese ou de degradação de moléculas complexas, como 

por exemplo, as doenças lisossomais de depósito e as doenças peroxissomais. 

 II - Doenças com déficit energético, como as doenças de depósito de 

glicogênio, os defeitos da gliconeogênese, os defeitos na beta-oxidação mitocondrial 

de ácidos graxos e outros defeitos mitocondriais ou de cadeia respiratória. 

 III - Erros inatos do metabolismo intermediário, que englobam as 

aminoacidopatias, as acidemias orgânicas, os defeitos do ciclo da ureia e as 

intolerâncias aos açúcares. 

Os defeitos na beta-oxidação mitocondrial de ácidos graxos têm origem nas 

deficiências hereditárias das enzimas que catalisam as reações, resultando em 

acúmulo dos metabólitos no sangue e a excreção dos mesmos na urina.  
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1.2 Defeitos de Beta-Oxidação Mitocondrial de Ácidos Graxos  

 

A principal fonte de energia para a síntese de ATP nas células humanas, 

durante períodos de estresse metabólico e jejum prolongado, vem da beta-oxidação 

mitocondrial de ácidos graxos, processo catabólico que gera ATP e acetil-CoA, 

convertida em corpos cetônicos no fígado, sendo o último transportado para ser 

utilizado por outros tecidos, como músculo cardíaco, músculo esquelético e cérebro. 

A oxidação dos ácidos graxos é complexa e envolve vários passos sendo I) a 

captação celular de ácidos graxos; II) a conversão do ácido graxo a acil-CoA-graxo; 

III) a transesterificação a acilcarnitinas; IV) a translocação através da membrana 

mitocondrial; V) a re-esterificação a acil-CoA-graxo e finalmente o ciclo de reações 

intramitocondrial que removem sucessivamente dois átomos de carbono na forma de 

acetil-CoA (oxidação, hidratação, oxidação e cisão) e fornecem elétrons para os 

cofatores NAD e FAD, como ilustra a figura 1 (Smiths, Marks e Lieberman, 2005). 

Conforme o comprimento da cadeia carbônica de cada ácido graxo, há uma enzima 

catalítica correspondente: as desidrogenases de acil-CoA de cadeia muito longa 

(VLCAD - very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase), média (MCAD - medium-chain 

acyl-CoA dehydrogenase) e curta (SCAD - short-chain acyl-CoA dehydrogenase), e 

as desidrogenases de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia longa (LCHAD - long-chain 

hydrohy-acyl-CoA dehydrogenase) e curta (SCHAD - short-chain hydroxy-acyl-CoA 

dehydrogenase). Em situações onde uma dessas enzimas sofre mutações que 

comprometam sua funcionalidade, haverá acúmulo do metabólito que deveria ser 

oxidado na remoção sucessiva de acetil-CoA, característico desse tipo de 

deficiências genéticas raras (Roe e Ding, 2001).  
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Os pacientes portadores destas deficiências geralmente apresentam um 

quadro clínico de hipoglicemia hipocetótica, acidose metabólica e hipotonia. O 

diagnóstico laboratorial dessas doenças é realizado pela detecção de acilcarnitinas 

no sangue por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em 

tandem (LC/MS/MS) e de ácidos orgânicos na urina por cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massa (CG/MS); a análise molecular identifica a 

mutação que causa o comprometimento da função das enzimas e a avaliação da 

atividade enzimática em leucócitos, fibroblastos ou outros tecidos revela o grau de 

comprometimento da enzima (Scriver et al., 2001).  

A maioria dos estudos que descrevem os efeitos tóxicos de ácidos graxos e 

seus derivados relaciona a um mecanismo fisiopatológico de bloqueio em passos do 

metabolismo energético. Esses mecanismos envolvem a diminuição na síntese de 

corpos cetônicos durante o jejum, aumentando a utilização da glicose sanguínea 

como fonte de energia para as células e resultando em hipoglicemia nos pacientes. 

Além disso, a não utilização dos ácidos graxos na síntese de corpos cetônicos leva 

ao acúmulo de acil-Coa de ácido graxo nas mitocôndrias, elevando a razão acil-

Coa:CoA e inibindo enzimas que utilizam CoA como substrato, como a piruvato 

desidrogenase, levando à diminuição da conversão do piruvato a acetil-CoA e na 

velocidade do ciclo de Krebs.A baixa produção de acetil-CoA diminui a síntese de 

citrato, que é precursor de malato - necessário para a produção de glicose via 

gliconeogênese - e de malonil-CoA - regulador inibitório da CPT-I (enzima que 

transporta ácidos graxos de cadeia longa para o interior na mitocôndria).  
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Figura 1. Rota metabólica mitocondrial dos ácidos graxos com remoção de dois átomos de 

carbono formando acetil-CoA. (Fonte:https://pharmaxchange.info/2013/10/oxidation-of-fatty-acids/) 

 

Assim, a diminuição de citrato leva à redução da gliconeogênese e ao 

aumento da entrada de ácidos graxos de cadeia longa na mitocôndria, agravando a 

https://pharmaxchange.info/2013/10/oxidation-of-fatty-acids/
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hipoglicemia e provocando acúmulo dos derivados de acil-CoA graxos nos pacientes 

(Roe e Ding, 2001). A toxicidade dos ésteres de acil-CoA pode contribuir para a 

elevação da mortalidade por causar distúrbios no ritmo cardíaco, falência respiratória 

e/ou hepática. Estudos demonstraram que acil-CoA inibiram a síntese de ATP, 

transportadores mitocondriais de ácidos dicarboxílicos e, ainda, enzimas da cadeia 

respiratória em preparações mitocondriais, reforçando que a acidose encontrada em 

pacientes afetados por essas doenças é devido a um possível distúrbio no sistema 

fosforilativo ocasionado pelo aumento intramitocondrial dos metabólitos tóxicos 

(Ventura et al., 2005). Acredita-se que o dano cerebral descrito nessas deficiências 

tem como causa principal a hipoglicemia observada nos pacientes afetados por 

estas doenças, mas considerando que pacientes apresentando níveis normais de 

glicose podem ter edema cerebral e mesmo coma, sugere-se que os metabólitos 

acumulados podem estar envolvidos na patogenia do dano neurológico (den Boer et 

al., 2002). 

O aumento da lipólise pode ser observado, levando à disponibilidade de 

ácidos graxos em geral, potencialmente metabolizados pela atividade de outras 

enzimas envolvidas na beta-oxidação que não estão deficientes. Esse processo 

compensaria a demanda energética por um curto período, mas, ao mesmo tempo, 

aumentaria o risco de efeitos tóxicos mediados pelo acúmulo de ácidos graxos não 

metabolizados (Wanders et al., 1999). 

 

1.2.1 Deficiência da desidrogenase de acil-CoA de cadeia média 

 

 A deficiência da enzima desidrogenase de acil-CoA de cadeia média 

(MCADD), descrita em 1962, é o EIM mais comum dentre os distúrbios da beta-
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oxidação, com incidência mundial de 1:14.000 nascidos vivos (Roe e Ding, 2001). 

Ela apresenta um padrão de herança autossômica recessiva (figura 2) que leva ao 

acúmulo de ácidos graxos de cadeia média, como o ácido adípico, o ácido subérico, 

o ácido sebácico, a hexanoilglicina, a suberilglicina, a propionilglicina e seus 

derivados de carnitina no sangue e na urina (Onkenhout et al., 1995; Costa et al., 

2000). A mutação mais observada é a resultante em uma substituição de lisina por 

ácido glutâmico no aminoácido 329, ocasionada por uma substituição de um 

nucleotídeo adenina no lugar da guanina na posição 985 do gene da MCAD 

(Matsubara et al., 1992). Os primeiros sinais clínico-laboratoriais surgem entre os 

primeiros dias de vida até os seis anos de idade e incluem hipoglicemia hipocetótica, 

acidose metabólica, hipotonia, vômitos, letargia, apnéia, coma e, em alguns casos, 

morte. Além disso, pode haver atraso no desenvolvimento psicomotor, rabdomiólise, 

paralisia cerebral, retardo no crescimento, problemas comportamentais e déficit de 

atenção (Grosse et al., 2006). O tratamento desta doença consiste em manter uma 

ingesta adequada de calorias, pobre em proteínas e gorduras e rica em carboidrato, 

evitar o jejum e ter cuidados especiais durante episódios de infecções. O prognóstico 

é bom em pacientes diagnosticados que evitam o jejum e que são manejados 

adequadamente durante crises metabólicas (Roe e Ding, 2001). Em certos pacientes 

com doenças metabólicas que acumulam ácidos orgânicos, a administração de L-

carnitina tem sido feita, uma vez que a molécula se liga a estes compostos e permite 

que sejam excretados (Feillet et al., 2012). 
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Figura 2. Padrão de herança autossômico recessivo. (Fonte: 

https://www.mayoclinic.org/autosomal-recessive-inheritance-pattern/img-20007457) 

 

1.2.2 Deficiência da desidrogenase de 3-hidroxiacil-CoA de cadeia longa 

 

 Na deficiência da enzima desidrogenase de 3-hidroxiacil-CoA de cadeia longa 

(LCHADD), a incidência mundial é de 1:250.000 nascidos vivos, apresentando um 

padrão de herança autossômica recessiva. A mutação que ocorre no gene HADHA, 

é resultante de uma substituição de ácido glutâmico por glutamina no aminoácido 

510, ocasionada por uma substituição de um nucleotídeo guanina no lugar da 

citosina na posição 1528 (Matsubara et al., 1992). O diagnóstico é feito pelo perfil de 

acilcarnitinas no sangue ou ácidos orgânicos na urina e se observa a elevação de 

hidroxiacilcarnitinas de cadeia longa, como 3-hidroxi-tetradecanoilcarnitina, 3-hidroxi-

https://www.mayoclinic.org/autosomal-recessive-inheritance-pattern/img-20007457
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hexadecanoilcarnitna, 3-hidroxi-octadecanoilcarnitina e 3-hidroxi-

octadecenoilcarnitina, além dos ácidos 3-hidroxi-dodecanóico, 3-hidroxi-sebácico, 3-

hidroxi-butírico, 3-hidroxi-isovalérico, adípico, subérico e sebácico (Roe e Ding, 

2001). Os sinais clínicos incluem hipoglicemia hipocetótica, acidose metabólica, 

cardiomiopatia e doenças hepáticas na infância. Os pacientes adultos podem 

apresentar intolerância ao exercício, retinopatia e neuropatia periférica crônica (Tyni 

et al., 1997). O tratamento consiste no fornecimento extra de energia na forma de 

carboidratos e triglicerídeos de cadeia média e dieta pobre em ácidos graxos de 

cadeia longa, bem como evitar o jejum, similar ao da deficiência de MCAD. O 

prognóstico era geralmente ruim, mas devido à detecção precoce e à adesão ao 

tratamento tem melhorado e permite que alguns pacientes sobrevivam até a vida 

adulta (Wanders et al., 1999; Spiekerkoetter et al., 2009). A suplementação de 

carnitina pode ser considerada em casos onde haja uma deficiência secundária, pois 

ela se conjuga aos metabólitos tóxicos acumulados, promovendo uma detoxificação 

desses compostos e sua eliminação. Entretanto, essa suplementação deve ser 

cuidadosamente acompanhada, pois o aumento nos níveis de hidroxiacilcarnitinas 

pode ser prejudicial (Rocchiccioli et al., 1990; Ribas et al., 2014). 

 

1.2.3 Deficiência da desidrogenase múltipla de acil-CoA  

 

 A deficiência da enzima desidrogenase múltipla de acil-CoA (MADD), também 

conhecida como Acidemia Glutárica tipo II, é uma desordem da oxidação de ácidos 

graxos e de aminoácidos e tem padrão de herança autossômica recessiva, com 

incidência mundial de 1:200.000 nascidos vivos (Frerman et al., 1985). O diagnóstico 

da doença é realizado pelo perfil de acilcarnitinas no sangue, que podem apresentar 
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elevadas concentrações de glutarilcarnitina, isovalerilcarnitina, octanoilcarnitina, 

decanoilcarnitina, decenoilcarnitina, dodecanoilcarnitina, tetradecanoilcarnitina, 

tetradecenoilcarnitina hexadecanoilcarnitina, hexadecenoilcarnitina, 

octadecanoilcarnitina, octadecenoilcarnitina e pelo perfil de ácidos orgânicos na 

urina, o qual demonstra elevação de acilcarnitinas de cadeia de todos os tamanhos, 

e dos ácidos glutárico, 2-hidroxiglutárico, lático, adípico, subérico, sebácico, 

etilmalônico, isovalérico, 3-hidroxiisovalérico, isovalerilglicina, isobutirilglicina, 

hexanoilglicina e butirilglicina (Roe e Ding, 2001). O defeito ocorre na flavoproteína 

de transferência de elétrons (ETF) mitocondrial ou no aceptor de elétrons, a 

flavoproteína de transferência de elétrons desidrogenase/ flavoproteína de 

transferência de elétrons-ubiquinona oxiredutase (ETF-DH/ETF-QO). Ela é 

clinicamente heterogênea variando de uma forma neonatal severa que inclui 

hipoglicemia hipocetótica, acidose metabólica, hepatomegalia, cardiomiopatia e 

hipotonia até uma apresentação infantil/adulta moderada com episódios de 

descompensação metabólica, fraqueza muscular e falha respiratória (Pennisi, 

Garibaldi e Antonini, 2018). O tratamento consiste na alimentação frequente, com o 

propósito de evitar hipoglicemia e crise metabólica, em uma dieta rica em 

carboidratos e pobre em proteínas e gorduras (Vasiljevski et al., 2018). Em alguns 

casos, pode ser necessário fazer uma suplementação com riboflavina (doses variam 

de 100-400mg/dia), que é cofator enzimático (flavina-adenina dinucleótido - FAD) 

funcionando como uma chaperona molecular, estabilizando a enzima, e com 

carnitina, que detoxifica os metabólitos tóxicos pela reação de conjugação, formando 

intermediários menos danosos (Cornelius et al., 2012; Ribas et al., 2014).  

 

1.3 Radicais Livres 
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 Radical livre (RL) é uma estrutura química com um ou mais elétrons 

desemparelhados no seu último orbital atômico com capacidade de existir de forma 

independente, o que confere uma alta reatividade à molécula, com a possibilidade 

de iniciar reações em cadeia. Os RL podem ser formados pelo ganho de um elétron 

por uma molécula não-radical ou pela perda de um elétron de uma molécula não-

radical, além de formação por uma fissão homolítica, em que há uma quebra de 

ligação covalente e cada átomo envolvido recebe um dos elétrons que eram 

compartilhados. Essa geração pode decorrer de processos metabólicos normais 

como a auto-oxidação de formas reduzidas de carreadores de elétrons, flavinas 

reduzidas, citocromo P-450, reações inflamatórias, etc. Além disso, o consumo de 

álcool, o uso de quimioterápicos e/ou de fatores ambientais como a irradiação (luz 

ultravioleta, raios X) e os poluentes na atmosfera (ozônio, dióxido de carbono, 

fumaça de cigarro) resultam na atividade aumentada dos sistemas geradores de RL 

(Halliwell e Gutteridge, 2007).  

 Durante o metabolismo celular aeróbico, o oxigênio molecular (O2) sofre uma 

reação de redução tetravalente, na qual aceita quatro elétrons, resultando na 

formação de água (H2O). Aproximadamente 5% do O2 usado na cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial não é completamente reduzido a H2O, e 

pode ser convertido em intermediários reativos de O2, como o ânion superóxido 

(O2•), o radical hidroxil (OH•), e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Boveris, 1998).  

 Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) são compostos derivados do oxigênio 

não necessariamente radicalares, mas com capacidade de produzir radicais como, 

por exemplo, o peróxido de hidrogênio e o oxigênio singlete, que não possuem 

elétrons desemparelhados (figura 3) (Halliwell e Gutteridge, 2007).  
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Figura 3. Formação das espécies reativas de oxigênio. (Fonte: adaptado de Halliwell e Gutteridge, 

2007.) 

 

Há também as espécies reativas de nitrogênio (ERNs), como o óxido nítrico 

(NO•), radical sintetizado pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) nos sistemas 

biológicos. Ele pode reagir com O2•- e formar o peroxinitrito (ONOO-), que é um 

potente oxidante (Giuvili et al., 1998). 

As EROs e ERNs ocorrem em diversas situações fisiológicas, nas quais 

desempenham funções como a regulação do tônus vascular e monitoramento da 

tensão de O2 no controle da ventilação e na produção de eritropoietina, a liberação 

local de substâncias tóxicas oxidantes por neutrófilos para atuar na defesa do 

hospedeiro contra infecções, a sinalização celular e a síntese e regulação de 

proteínas (Bergendi et al., 1999) 

 Em condições patológicas, esse processo de produção de espécies reativas 

pode estar aumentado e ocasionar danos às células e aos seus componentes 

celulares, como os lipídeos, comprometendo a fluidez e a permeabilidade das 

membranas lipídicas, as proteínas, comprometendo processos enzimáticos e de 
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transporte, e DNA e RNA, comprometendo a manutenção do código genético celular, 

levando à alteração de bases púricas e pirimídicas e consequentemente a mutações 

(Halliwell e Whiteman, 2004; Delanty e Dichter, 1998).  

 

1.4 Defesas antioxidantes 

 

 Os sistemas biológicos desenvolveram, ao longo da evolução, mecanismos 

de defesas antioxidantes capazes de converter as espécies reativas em derivados 

inativos e, assim, diminuir os danos ocasionados às células (Halliwell, 1994). 

Antioxidante é qualquer substância que retarda ou previne a oxidação de um 

substrato oxidável, presente em baixas concentrações em relação a esse substrato, 

e pode ser enzimático ou não enzimático (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

 Os antioxidantes enzimáticos incluem as enzimas catalase (CAT), superóxido 

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A CAT 

controla os níveis de peróxido de hidrogênio, catalisando a reação de duas 

moléculas de peróxido de hidrogênio em oxigênio e água. A SOD catalisa a reação 

de dismutação de dois radicais O2•-, com formação de peróxido de hidrogênio e 

oxigênio. Essa reação pode acontecer espontaneamente em pH fisiológico, mas com 

a presença da SOD, a velocidade de reação é 10000 vezes maior (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). Há três tipos principais da enzima: 

1: A CuZn-SOD contém cobre e zinco no sítio ativo e são encontradas no 

citoplasma e nos fluidos celulares; 

2: A Mn-SOD contém manganês no sítio ativo e são encontradas na matriz 

mitocondrial; 
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3: A ECSOD contém Cu e Zn e um peptídeo sinalizador responsável pelo seu 

direcionamento para o espaço extracelular.  

A GPx catalisa a decomposição de hidroperóxidos com a utilização da 

glutationa reduzida (GSH), que forma glutationa oxidada (GSSG) - que é reduzida 

pela GR - e o produto de redução dos hidroperóxidos. Ela é encontrada em todos os 

tecidos animais, no citosol e na matriz mitocondrial (figura 4).  

 

Figura 4. Defesas antioxidantes enzimáticas. (Fonte: adaptado de Halliwell e Gutteridge, 2007.) 

 

Os antioxidantes não enzimáticos compreendem as proteínas ligantes de 

metal, como a transferrina e a ferritina, que diminuem a disponibilidade de pró-

oxidantes, as vitaminas, como o ácido ascórbico e o alfatocoferol, a albumina, a 

carnitina, a bilirrubina, a GSH - uma das principais defesas antioxidantes não 

enzimáticas do organismo - dentre outros (Halliwell e Gutteridge, 2007; Schafer et 

al., 2001). 

As formas de proteção dos antioxidantes no organismo contra os RL são 

diversas, incluindo a remoção do oxigênio presente no meio, o sequestro ou a 

inibição da geração das espécies reativas. Além disso, pode haver a quelação de 
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íons metálicos pelas proteínas transportadoras, o reparo do DNA por meio de 

enzimas específicas e a degradação de proteínas danificadas pelo mecanismo de 

ubiquitina-proteossomo (Halliwell, 1994; Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

1.5 Estresse Oxidativo 

 

 O nosso organismo, em condições fisiológicas, está em equilíbrio entre a 

produção e a degradação de RL, existentes em baixas concentrações nos tecidos 

(Wulf, 2001). Em situações onde haja um desbalanço entre as defesas antioxidantes 

e a formação de espécies reativas, em favor destas, ocorre o estresse oxidativo, que 

pode ser caracterizado tanto pela diminuição das defesas antioxidantes quanto pelo 

aumento na concentração das espécies reativas (figura 5). O quadro de estresse 

pode promover adaptação ou dano e morte celular, dependendo do nível do 

desbalanço (Halliwell e Gutteridge, 2007). Quando ocorre um estresse oxidativo 

moderado, a célula é capaz de tolerar e de se adaptar, geralmente por uma 

upregulation da síntese dos sistemas de defesa que restaura o equilíbrio 

oxidante/antioxidante. Quando ocorre um estresse oxidativo severo, a célula sofre 

dano em várias biomoléculas que pode até levar à morte celular. A morte celular 

pode ocorrer por necrose ou por apoptose. No primeiro caso, há o inchamento e o 

rompimento da célula, com liberação do seu conteúdo para o meio extracelular, 

inclusive liberação de antioxidantes, como a CAT e a GSH, e também de pró-

oxidantes, como os íons cobre e ferro e as proteínas do grupo HEME, que podem 

afetar as células adjacentes e promover um estresse oxidativo a elas. No caso de 

apoptose, o mecanismo intrínseco de morte celular programada é ativado e não há 

liberação do conteúdo para o meio extracelular (Halliwell e Gutteridge, 2007). 



 

22 
 

 

 

Figura 5. Estados de equilíbrio e de desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio (ERO) e o 

sistema de defesa antioxidante (SDA). (Fonte: adaptado de Halliwell e Gutteridge, 2007.) 

 

 Alguns trabalhos demonstraram uma participação do estresse oxidativo na 

fisiopatologia de outros EIM, como as aminoacidopatias e as acidemias orgânicas 

(Guerreiro et al., 2018; Mescka et al., 2015; Deon et al., 2015; Dos Santos Mello t al., 

2015). Os danos ocasionados pelos RLs em doenças neurodegenerativas são ainda 

mais prejudiciais, pois o cérebro é um órgão mais suscetível à ação dessas 

substâncias em função da sua baixa quantidade de defesas antioxidantes, do seu 

alto conteúdo de lipídeos nas membranas e do seu alto consumo de energia e de 

oxigênio em relação a outros tecidos (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

1.6 Dano ao DNA  

 

 As EROs podem causar danos ao DNA de forma indireta como, por exemplo, 

O2•- e H2O2 que danificam o DNA pela interação com metais de transição, 
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principalmente cobre e ferro, na reação de Haber-Weiss, e forma o radical OH•, 

considerado o mais lesivo dos RLs e este ataca as bases do DNA (Halliwell e 

Gutteridge, 2007. Cooke et al., 2006). As células desenvolveram, ao longo da 

evolução, diferentes mecanismos de reparo que protegem o DNA dos danos 

causados, porém, se há falha destes mecanismos, efeitos severos podem ocorrer a 

essas células, dentre eles as mutações e as deleções, e consequentemente, 

neoplasias e mesmo morte celular (figura 6) (Moraes et al., 2012). Em vários EIM, 

como a Doença da Urina do Xarope do Bordo, a Adrenoleucodistrofia Ligada ao 

Cromossomo X e a Acidúria glutárica tipo I, foram identificados danos ao DNA 

induzidos pelos metabólitos acumulados nas doenças (Mescka et al., 2015; 

Marchetti et al., 2015; Guerreiro et al., 2018). 

 

 

Figura 6. Tipos de dano ao DNA. (Fonte/ https://sites.google.com/site/bi6101dnarepair/damage-

detection-response/types-of-dna-damage) 

 

O ensaio cometa alcalino é uma técnica descrita por Singh e colaboradores 

em 1988 que tem como objetivo medir o índice de dano ao DNA, resultante de sua 

fragmentação. Nas células lesionadas, os fragmentos de DNA migram para fora do 

núcleo celular e formam um tipo de cauda cometa, que é proporcional ao índice de 

dano. As células que não apresentam lesões no DNA permanecem com o núcleo 

https://sites.google.com/site/bi6101dnarepair/damage-detection-response/types-of-dna-damage
https://sites.google.com/site/bi6101dnarepair/damage-detection-response/types-of-dna-damage
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intacto. Muitos estudos in vitro têm utilizado o teste do cometa, devido ao tamanho e 

processamento de amostras mais vantajoso em relação a outras técnicas. Outra 

forma de identificar dano ao DNA e também ao RNA é pela medida das espécies 

oxidadas de guanina, como a 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, a 8-hidroxiguanosina e a 

8-hidroxiguanina, que são biomarcadores de dano oxidativo. Essa técnica se baseia 

em ELISA competitivo entre a 8-OHdG livre na amostra e o conjugado 8-OHdG-

acetilcolinesterase para um número limitado de sítios de ligação. A intensidade de 

cor amarela, resultante da reação enzimática após a adição do substrato da 

acetilcolinesterase, é inversamente proporcional à quantidade de 8-OHdG na 

amostra (Pradelles, Grassi e Maclouf, 1085). 

  

1.7 L-carnitina 

 

 A L-carnitina (ácido 4-N-trimetilamônio-3-hidróxi-butírico) é uma molécula 

endógena polar de baixo peso molecular (figura 7), com importante papel fisiológico 

no transporte de ácidos graxos de cadeia longa do citoplasma para o interior da 

mitocôndria, onde eles serão oxidados e formarão energia na forma de ATP 

(Bremer, 1983). Este composto é muito utilizado no tratamento de acidemias 

orgânicas, pois ele tem função detoxificadora, promovendo a remoção de 

grupamentos acil acumulados, pela ação da enzima carnitina aciltransferase que 

catalisa a formação de ésteres de carnitina e restaura a concentração de CoA livre 

na mitocôndria (Hoppel, 2003). As doses variam entre 100 a 200 mg/kg/dia, via oral 

ou intravenosa, de acordo com a idade do paciente e com o seu estado metabólico 

(Walter, 2003).  
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Figura 7. Estrutura química da L-carnitina. (Fonte: https://www.nature.com/articles/4000805) 

 

O nosso organismo obtém aproximadamente 75% da L-carnitina por fontes 

exógenas, que incluem produtos de origem animal como carne vermelha, ovos e 

laticínios, e outra parte pela biossíntese endógena a partir de aminoácidos 

precursores, lisina e metionina, no fígado, nos rins e no cérebro. Em média, os 

valores de referência para indivíduos saudáveis no sangue para a carnitina livre é de 

40-50 μmol/L e para a carnitina total é de 60-70 μmol/L (Bremer, 1983; Hoppel, 

2003). 

Alguns estudos recentemente demonstraram que, além da importante função 

em processos bioenergéticos, a L-carnitina apresenta efeitos antioxidantes e 

antiperoxidativos em algumas doenças com comprometimento metabólico, como os 

EIM (Mescka et al., 2015; Guerreiro et al., 2018). Dentre os mecanismos envolvidos 

propostos, está a ação sequestradora - scavenger - de EROs como o radical 

superóxido, o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxil, a capacidade de quelar 

íons Fe2+, que evita a formação de espécies reativas através da reação de Fenton, e 

o efeito estabilizador de dano em membranas celulares (Reznick et al., 1992; 

Muthuswamy et al., 2006).   

 

1.8 Estresse Oxidativo nos Defeitos da Oxidação de Ácidos Graxos 

https://www.nature.com/articles/4000805
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Estudos recentes em modelo animal observaram os efeitos in vitro de ácidos 

acumulados nos defeitos da oxidação de ácidos graxos (FAOD). Foi demonstrado 

por Tonin el al. (2010) e Schuck et al. (2009) que os ácidos 3-hidroxidodecanóico 

(3HDA), 3-hidroxitetradecanóico (3HTA) e 3-hidroxipalmítico (3HPA), acumulados na 

LCHADD, induziram lipoperoxidação, verificado pelo aumento dos níveis das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, podendo levar a alterações de 

integridade, fluidez, permeabilidade e perda funcional de biomembranas. 

Adicionalmente, este estudo observou aumento na formação de carbonilas e 

diminuição do conteúdo de sulfidrilas, que são biomarcadores de dano proteico, 

pelos 3HTA e 3HPA. Estes ácidos também reduziram os níveis de glutationa, uma 

das principais defesas celulares contra o dano oxidativo e regulação da homeostase 

redox. Além disso, os antioxidantes e sequestradores de radicais livres trolox e 

deferoxamina foram capazes de prevenir parcialmente o dano oxidativo a lipídeos, 

enquanto a deferoxamina preveniu totalmente a redução dos níveis de glutationa 

induzido pelo 3HTA (Tonin et al., 2010). Outro trabalho demonstrou que os ácidos 

octanóico e (OA) e decanóico (DA), acumulados na MCADD, aumentaram os níveis 

das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico e diminuíram as defesas 

antioxidantes não-enzimáticas, mensuradas pela diminuição da capacidade 

antioxidante total. DA também elevou o conteúdo de carbonilas e a oxidação de 

grupos sulfidrilas e reduziu os níveis de glutationa, indicando o poder oxidante 

destes ácidos (Schuck et al., 2009). 

Em relação aos parâmetros de homeostase energética, foi verificado que 

3HDA, 3HTA e 3HPA aumentaram o estado 4 da respiração mitocondrial e 

reduziram a razão de controle respiratório; apenas 3HTA reduziu o estado 3. Além 
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disso, 3HTA e 3HPA diminuíram o potencial de membrana e os níveis de NAD(P)H 

da matriz; os compostos OA e DA elevaram o estado 4 da respiração e reduziram o 

estado 3, assim como a razão de controle respiratório, o potencial de membrana 

mitocondrial e os níveis de NAD(P)H da matriz. Estes metabólitos também 

diminuíram a razão ADP/O e as atividades dos complexos da cadeia respiratória, 

evidenciando a ação de desacopladores da fosforilação oxidativa e de inibidor 

metabólico destes ácidos (Tonin et al., 2010; Schuck et al. 2009). 

Em um estudo com pacientes portadores da MCADD, foram observados 

valores aumentados de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no plasma e foi 

identificado que o conteúdo de sulfidrila plasmática - inversamente relacionada ao 

dano proteico - estava diminuído em pacientes com MCADD. Além disso, o status 

antioxidante total estava aumentado no plasma de pacientes bem como a atividade 

das enzimas SOD e CAT em eritrócitos. Esses dados demonstram que a geração 

dos radicais livres é possivelmente um dos mecanismos envolvidosna fisiopatologia 

dessa doença (Derks et al., 2014). Outro trabalho com pacientes portadores da 

MADD responsivos à riboflavina demonstrou que fibroblastos de pacientes 

apresentaram um maior nível de estresse oxidativo, analisados por citometria de 

imagem utilizando MitoSOX, uma sonda fluorescente vermelha para superóxido 

molecular mitocondrial (Cornelius et al., 2013). As consequências de níveis elevados 

de EROs nos fibroblastos destes pacientes incluem a inibição da fusão mitocondrial 

com aumentado fracionamento e mitofagia, além de um shift no metabolismo 

energético e uma expressão diminuída das enzimas da beta-oxidação de ácidos 

graxos, indicando que estes pacientes sofrem de uma disfunção mitocondrial geral, 

como um mecanismo de resgate para as células escaparem da apoptose resultante 

do estresse oxidativo (Cornelius et al., 2014). 
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2. OBJETIVOS 

 

 2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar os parâmetros oxidativos e 

nitrosativo em urina de pacientes portadores das deficiências de LCHAD, MCAD e 

MADD no momento do diagnóstico; e verificar, também, o efeito in vitro dos 

metabólitos ácido adípico, ácido subérico, hexanoilglicina, suberilglicina, bem como o 

efeito da L-carnitina sobre o dano ao DNA.  

 

 2.2 Objetivos Específicos 

 

a. Avaliar a peroxidação lipídica em amostras de urina de pacientes portadores 

das deficiências de LCHAD, MCAD e MADD no momento do diagnóstico pela 

dosagem de 8-isoprostanos; 

b. Avaliar o dano ao DNA e ao RNA em amostras de urina de pacientes 

portadores das deficiências de LCHAD, MCAD e MADD no momento do 

diagnóstico pela dosagem de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina; 

c. Avaliar o estresse nitrosativo em amostras de urina de pacientes portadores 

das deficiências de LCHAD, MCAD e MADD no momento do diagnóstico pela 

dosagem de nitritos e nitratos; 

d. Avaliar o dano ao DNA in vitro induzido pelos metabólitos ácido adípico, ácido 

subérico, hexanoilglicina e suberilglicina, isoladamente e conjuntamente, em 

leucócitos de indivíduos saudáveis; 
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e. Verificar o efeito in vitro da co-incubação dos metabólitos ácido adípico, ácido 

subérico, hexanoilglicina e suberilglicina, isoladamente e conjuntamente, com 

L-carnitina sobre o dano ao DNA, em leucócitos de indivíduos saudáveis. 
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3. RESULTADOS 

 

Os resultados desta dissertação de mestrado serão apresentados na forma 

de artigo científico. 

 

3.1 Capitulo 1 - Artigo 1: Oxidative Damage in Medium-chain acyl-CoA 

dehydrogenase deficiency, Long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 

deficiency and Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency patients and the in 

vitro effect of L-carnitine on DNA damage induced by the metabolites adipic 

acid, suberic acid, hexanoylglycine and suberylglycine 

 

Este artigo foi submetido ao periódico Biochimica et Biophysica Acta - General 

Subjects. 
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Abstract 

 

The mitochondrial fatty acids oxidation disorders (FAOD) are inherited metabolic 

disorders (IMD) characterized by the accumulation of fatty acids of different sizes of 

chain according to the affected enzyme and several mutations compromising the 

encoding of the dehydrogenases responsible for the mitochondrial oxidation were 

identified. This study aimed to evaluate the lipid peroxidation by the measurement of 

8-isoprostanes, nitrosative stress parameters by the measurement of nitrite and 

nitrate content and the DNA and RNA oxidative damage by the measurement of 

oxidized guanine species in urine samples from long-chain 3-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenase deficiency (LCHADD), medium-chain acyl-CoA dehydrogenase 

deficiency (MCADD) and multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD) 

patients. Also, we aimed to analyse the in vitro DNA damage by comet assay 

induced by adipic acid, suberic acid, hexanoylglycine and suberylglycine, separated 

and together, as well as the effect of L-carnitine in human leukocytes. A significant 

increase on 8-isoprostanes levels in all groups of patients was observed. The nitrite 

and nitrate levels were significantly increased in LCHADD patients. DNA and RNA 

damage evaluation revealed significant increase on oxidized guanine species levels 

in LCHADD and MADD patients. The in vitro evaluation revealed a significant 

increase on the DNA damage induced by all metabolites, besides a potencialyzed 

effect. L-carnitine decreased significantly the DNA damage induced by the 

metabolites. These results demonstrate that toxic metabolites accumulated could be 

related to the increased oxidative and nitrosative stress of FAOD patients and that 

the metabolites, separated and together, cause DNA damage, which was reduced by 

L-carnitine, demonstrating antioxidant protection. 

 

Keywords: MCADD, LCHADD, MADD, oxidative stress, DNA damage, L-carnitine. 
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1. Introduction 

The fatty acid oxidation disorders (FAOD) are inherited metabolic disorders 

(IMD) caused by the deficiency of specific enzyme activities that are involved in the 

mitochondrial catabolism of these fatty acids and include different types of mutations. 

These disorders lead to the accumulation of fatty acids according to the damaged 

enzyme and compromise this alternative source of energy [1].  

Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD) is an autosomal 

recessive disorder that accumulates medium-chain fatty acids like suberic, adipic, 

sebacic, octanoic and 5-hydroxyhexanoic acids, as well as phenylpropionilglycine, 

hexanoylglycine and suberylglycine and their carnitine derivatives, and it is the most 

common disorder of the FAOD. The worldwide prevalence for this disease is 

1:14,600 and the presentation occurs 3 to 24 months after birth. MCADD is caused 

by mutations in the ACADM gene, responsible for the protein encoding [2,3]. 

Long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency (LCHADD) is also 

an autosomal recessive disorder that accumulates long-chain fatty acids with a 

hydroxy group like 3-hydroxytetradecanoic, 3-hydroxyhexadecanoic, 3-

hydroxyoctadecanoic, adipic, suberic, sebacic, 3-hydroxysebacic, 3-

hydroxydehydrosebacic, 3-hydroxydodecanedioic acids and their carnitine 

derivatives. The estimated worldwide prevalence is 1:250,000 and this disease 

presents a poor prognosis with most patients presenting a severe phenotype in 

neonatal period. LCHADD is caused by mutations in the HADHA gene, located at the 

catalytic site of the protein domain [2,4]. 

Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD) also known as Glutaric 

Aciduria type 2 (GA-II) is another autosomal recessive disorder that results of the 

deficiency of electron transfer flavoprotein (ETF alfa and beta) and electron transfer 



 

34 
 

flavoprotein/ubiquinone oxidoreductase (ETF/QO) or electron transfer flavoprotein/ 

dehydrogenase (ETF/DH) that transport the electrons flow from beta-oxidation to the 

respiratory chain. Several metabolites are accumulated including dicarboxylic acids, 

glutaric, ethylmalonic, 2-hydroxyglutaric, adipic, suberic, sebacic acids, glycine 

conjugates and their carnitine derivatives. The worldwide prevalence for this disease 

is 1:200,000 and it has three clinical phenotypes: I - neonatal with congenital 

anomalies; II - neonatal without congenital anomalies (severe forms) that present 

generally within the first 48 hours of life and might be fatal; III - mild and late form that 

presents in the first months until adult life with broad clinical spectrum and better 

prognosis [2,5].  

All disorders above share common clinical and biochemical features like 

hypoketotic hypoglycemia, metabolic acidosis, hypotony, hyperammonemia and in 

severe cases skeletal myopathy, hypotonia, cardiomyopathy, hepatopathy and 

neuropathy. Diagnosis of these diseases is based on the identification of urinary 

excretion of the acids and their carnitine derivatives in blood. The confirmation can be 

performed by molecular analysis. Currently, the therapeutic strategy is to avoid 

fasting and to consume high amounts of carbohydrate and low amounts of fat and 

protein [2,6]. Also, in some cases a supplementation of L-carnitine (L-car) is 

indicated, specially in patients with carnitine deficiency, due its property of formation 

of conjugated fatty acids and elimination of toxic metabolites. Doses of L-car vary 

from 50 to 100 mg/kg/day, according to the patient’s age and its metabolic status [7]. 

Besides the important function on the transport of long-chain fatty acids across the 

inner mitochondrial membrane for beta-oxidation, L-car also has antioxidant 

properties, due to the capacity to scavenge hydrogen peroxide and superoxide 

radical and to chelate transition metal ions with protective effects against oxidative 
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injury in others IMD like phenylketonuria, glutaric aciduria type I and maple syrup 

urine disease [8, 9, 10, 11, 12].  

Mitochondria are the most important organelles for cell homeostasis through 

several processes like energy production by the oxidative phosphorylation, that 

generates ATP and reactive oxygen species (ROS). Biochemical and morphological 

alterations in tissues of FAOD patients suggest that the mitochondrial dysfunction 

contributes to the pathogenesis of the diseases. The accumulation of toxic 

metabolites plus high concentrations of ROS become the environment potentially 

harmful to the organelle and may result in mitochondrial stress and collapse of 

internal membrane potential [13, 14]. Although ROS have an essential role on cell 

functions, an increase on its concentration cause oxidative damage to biomolecules 

like lipids, proteins, deoxyribonucleic acid (DNA) and ribonucleic acid (RNA), 

compromising cell functions like membrane permeability, transport, signalling, 

enzymatic reactions, mutation repair and gene expression, leading to the cell death 

[15]. 

Although many studies have demonstrated that the pathogenesis of FAOD is 

related to its toxic metabolites, there is not enough knowledge about the 

pathophysiology of the diseases and their mechanisms are still not completely known 

[16, 17, 18, 19]. In many others IMD it was demonstrated altered oxidative and 

nitrative parameters, with increased levels of ROS and reactive nitrogen species 

(RNS) [10, 11, 12].  

This study aimed to investigate oxidative and nitrosative stress parameters in 

patients affected by LCHADD, MCADD and MADD and also to evaluate the in vitro 

effect of L-carnitine on DNA damage induced by with the main metabolites 
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accumulated in MCADD: adipic acid (ADI), suberic acid (SUB), hexanoylglycine (HG) 

and suberylglycine (SG).  

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 In vivo experiments 

2.1.1 Patients and biological samples 

We analyzed urine samples from 20 patients - mean age, 6,6 ± 3,9 years - 

from the Medical Genetic Service of Hospital de Clínicas de Porto Alegre affected by 

FAODs at diagnosis: LCHADD (n=9), MCADD (n=3) and MADD (n=8) for oxidative 

and nitrative stress parameters. The diagnosis were performed by the analysis of 

urinary organic acids by gas chromatography coupled to mass spectrometry as well 

as by detection of blood acylcarnitines accumulation by liquid chromatography 

coupled to mass spectrometry. For the control group (n=5), we utilized urine samples 

of age matched healthy people. All urine samples were stored in a freezer at -80ºC 

and quickly unfreezed for the analysis. The Ethics Committee of HCPA approved this 

project (2018-0549) and all patients or their parents gave informed consent about this 

study.  

 

2.1.2 8-Isoprostane determination 

8-Isoprostane is a biomarker of lipid peroxidation in urine and was measured 

by the 8-isoprostane AChE Competitive ELISA commercial kit (Item No.516351; 

Cayman Chemical). This assay is based on the competition between 8-isoprostane 
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and an 8-isoprostane-acetylcholinesterase (AChE) conjugate (Tracer) for a limited 

number of 8-isoprostanes-specific rabbit antiserum binding sites in a 96-wells plate. 

The Ellman’s reagent with the substrate to AChE is added to the wells and the 

product of this enzymatic reaction has a yellow color that absorbs 

spectrophotometrically at 412 nm. The intensity of the color is proportional to the 

amount of tracer bound to the well and is inversely proportional to the amount of free 

8-isoprostane present in the samples. Since 8-isoprostanes is rapidly metabolized 

and excreted in blood and urine, it is considered a well-established biomarker of 

oxidative stress. Results were expressed as ng of isoprostanes per mg of creatinine. 

 

2.1.3 Reactive Nitrogen Species 

The assay was based on the measurement of total nitrate/nitrite concentration, 

which represent the final products of nitric oxide (NO), in a simple two-step process 

according to the commercial kit protocol (Item No.780001; Cayman Chemical). The 

first step is the conversion of nitrate to nitrite utilizing nitrate reductase and the 

second step is the addition of the Griess reagent that convert nitrite into a purple azo 

compound that absorbs spectrophotometrically at 540 nm. The intensity of the color 

is proportional to the NO2
- concentration in the samples. Results were expressed as 

μmol per mg of creatinine. 

 

2.1.4 Oxidized Guanine Species determination 

Oxidatively damaged guanine species like 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-

OH-dG), 8-hydroxyguanosine and 8-hydroxyguanine are biomarkers for DNA and 

RNA oxidative damage and were measured by the DNA/RNA oxidative damage 
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AChE competitive ELISA commercial kit (Item No.589320; Cayman Chemical). This 

assay is based on the competition between oxidatively damaged guanine species 

and an 8-OH-dG-acetylcholinesterase conjugate (Tracer) for a limited number of 

binding sites in a 96-wells plate. The Ellman’s reagent with the substrate to AChE is 

added to the wells and the product of this enzymatic reaction has a yellow color that 

absorbs spectrophotometrically at 412 nm. The intensity of the color is proportional to 

the amount of tracer bound to the well and is inversely proportional to the amount of 

free oxidatively damaged guanine present in the samples. Results were expressed 

as ng per mg of creatinine. 

 

2.1.5 Creatinine determination 

Urinary creatinine was measured by the Creatinine kinetic kit of Bioclin (Ref 

K067; Quibasa Química Básica Ltda). This assay is based on the reaction of 

creatinine with picrate alkaline in buffered solution that products a chromogen that 

absorbs spectrophotometrically at 510 nm. The intensity of the color is proportional to 

the concentration of creatinine in the samples. Results were expressed in mg/dl. 

 

2.2 In vitro experiments 

2.2.1 Comet Assay 

The alkaline comet assay was performed according to the method described 

by Singh et al in accordance with general guidelines [20]. Human blood samples from 

four healthy volunteers were collected in heparinized vials. Leukocytes were 

incubated with different metabolites of MCAD: Adipic Acid - 3mM; Suberic Acid - 

3mM; Hexanoylglycine - 0,5mM; Suberylglycine - 1,5mM, isolated and in 
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combination, at 37ºC for 6 hours. The studied concentrations can be found in the 

blood of MCADD patients [21]. In order to determine the effects of L-car, leukocytes 

with each metabolite of MCAD were co-incubated with L-car 60 μM at the same 

conditions. The concentration of L-car used in this study were based on the 

supplementation recommended for patients with organic acidemias (50-100 

mg/kg/day) [22,23]. Isolated leukocytes were suspended in agarose and spread into 

a glass microscope slide precoated with agarose and after allowed to set at 4ºC for 5 

minutes. The slides were incubated in ice-cold lysis solution to remove cell proteins 

and to leave DNA as nucleoids. Following the lysis procedure, slides were placed on 

a horizontal electrophoresis unit, covered with fresh buffer (300mM NaOH, 1mM 

EDTA, ph>13) for 20 minutes at 4 ºC to allow DNA unwinding and the expression of 

alkali-labile-sites.  

Electrophoresis was performed for 20 minutes (25V; 300mA; 0.9V/cm). The 

slides were neutralized, washed in bidistilled water and stained using a silver staining 

protocol. The gels were dried at room temperature overnight, and then analyzed 

using an optical microscope. One hundred cells (25 cells from each of the four 

replicate slides) were selected to be analyzed. The cells were visually scored 

according to tail length and received scored from 0 (no migration) to 4 (maximal 

migration) and therefore, the damage index (DI) for the cells range from 0 (all the 

cells with no migration) to 400 (all the cells with maximal migration). The slides were 

analyzed under blind conditions at least by two different individuals. 

 

2.3 Statistical analyses 
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The results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) and 

were statistically analyzed using the GraphPad Prism software (GraphPad Software 

Inc., San Diego, CA, USA - version 5.0). For in vivo assays with biological samples, 

comparisons between means were analyzed by unpaired T-test. For in vitro comet 

assay, comparisons were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by the Tukey multiple range test (two groups; nonparametric). A P value 

lower than 0.05 was considered statistically significant. 

 

3. Results 

Lipid peroxidation was determined by the measurement of 8-isoprostane 

levels in urine from FAOD patients and controls. It was verified significant increased 

8-isoprostane levels in all groups of patients, LCHADD, MADD and MCADD, when 

compared to the control group (figure 1). 

Nitrite and nitrate content that represent RNS production was determined in 

urine of FAOD patients and controls. It was observed a significant increase of the 

nitrite and nitrate content in samples of LCHADD patients compared to controls 

(figure 2). However, no differences were found when comparison were done between 

MADD patients and controls or between MCADD patients and controls.  

The DNA damage was evaluated in urine from FAOD patients and controls by 

the measurement of oxidized guanine species, like 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-

OH-dG), 8-hydroxyguanosine and 8-hydroxyguanine . When we compared LCHADD 

patients and control group, a significant difference was found, indicating an increase 

of this biomarker. The same occurs when MADD patients samples were compared to 

the controls. Only the MCADD patients group had no statistically significant 
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difference in oxidized guanine species levels when compared to the control group 

(figure 3).  

The evaluation of the in vitro DNA damage was performed by incubating 

different MCADD metabolites such adipic acid (ADI), suberic acid (SUB), 

hexanoylglycine (HG) and suberylglycine (SG) with leukocytes of healthy individuals. 

We observed that all metabolites induced a significant increase in the damage index 

when compared to the controls (figure 4). Hexanoylglycine (37 arbitrary units) and 

suberylglycine (46 arbitrary units) presented a higher increase on the damage index 

when compared to the adipic acid (15 arbitrary units) and suberic acid (12 arbitrary 

units), even in lower dosis. Also, table 1 show the number of cells found in each 

damage class at the tested metabolites concentration, obtained from four 

independent experiments, and it is observed that hexanoylglycine and suberylglycine 

presented a higher damage class - class 2 -, compared to the adipic and suberic 

acids - only class 1. We tested, also, the co-incubation with L-car to investigate its 

effect on DNA damage caused by the MCAD metabolites. Co-incubation with L-car 

was able to decrease significantly the damage index induced by the metabolites 

adipic acid, hexanoylglycine, suberylglycine (13 arbitrary units; 29 arbitrary units; 27 

arbitrary units, respectively) but not the control levels for the tested concentrations. 

We also investigated the incubation of all metabolites in combination, in order 

to verify if it would occur a potentialized effect. When all metabolites were incubated 

in combination, it was observed the highest increase on the damage index (51 

arbitrary units) when compared to the control (figure 5) and a higher damage class - 

classes 2 and 3. Co-incubation with L-car was able to decrease significantly the 

damage index induced by all metabolites in combination (30 arbitrary units) but not to 

the control levels for the tested concentrations. 



 

42 
 

4. Discussion 

 FAO is the main source of energy as acetyl-CoA for the cells during fasting 

and metabolic stress situations. Thus, MCADD, LCHADD and MADD patients must 

avoid fasting and high-intensity exercise since this catabolic process is impaired due 

to the enzymes deficiency and often present hypoketotic hypoglycemia and metabolic 

acidosis. The fatty acids accumulation in tissues like brain, liver, heart and skeletal 

muscle is also characteristic of individuals affected by FAOD, since mitochondrial 

fatty acid beta-oxidation is actively used by these tissues, resulting on the clinical 

findings as neuropathy, hepatopathy, cardiomyopathy and skeletal myopathy. 

Moreover, a recent study demonstrated that despite earlier diagnosis by expanded 

newborn screening, sudden deaths were not avoided and acute decompensations 

with severe clinical manifestations still occur as well [24, 25].  

The accumulated toxic metabolites, according to previous studies, can induce 

an excessive free radicals production, which in addition to a reduced antioxidant 

status, lead to oxidative stress in some IMD and plays an important role in their 

pathophysiology [16, 17]. Although the mechanisms involved remain still unknown, 

Tonin et al. found that LCHADD metabolites 3-hydroxydodecanoic, 3-

hydroxytetradecanoic and 3-hydroxypalmitic acids diminished the mitochondrial 

membrane potential, the matrix NAD(P)H levels and increased state 4 respiration and 

decreased state 3 respiration as well as respiratory control ratio, acting as uncouplers 

of oxidative phosphorylation and metabolic inhibitor and compromising energy 

homeostasis in mitochondria [18]. Schuck et al. demonstrated similar findings for the 

MCADD metabolites octanoic and decanoic acids, plus a marked mitochondrial 

swelling and cytochrome C release from mitochondria, reflecting a permeabilization 

of the inner mitochondrial membrane that probably contributes to the tissue 
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dysfunction observed in patients [19]. Cornelius et al. verified inhibition of 

mitochondrial fusion with increased fractionation and mitophagy in MADD patients 

fibroblasts, besides a shift in the energy metabolism, indicating a general 

mitochondria dysfunction as a rescue mechanism for the cells to escape apoptosis as 

a result of oxidative stress [26]. 

 In the current study, we demonstrated that FAOD patients affected by 

LCHADD, MCADD and MADD present significantly increased urinary 8-isoprostanes 

levels, a biomarker of lipid peroxidation, when compared to the control group. 

Isoprostanes are prostaglandin-like compounds not formed by a cyclooxygenase-

dependent oxidation of arachidonic acid, but formed by a free radical-catalysed 

peroxidation of arachidonic acid esterified in membrane phospholipids. Then, 

isoprostanes elevated concentrations are lesive and might compromise membrane 

integrity and fluidity leading to the rupture of organelles like mitochondria and even 

the rupture of the cells [27, 28]. In fact, others studies with inherited metabolic 

disorders also demonstrated increased lipid peroxidation. Guerreiro et al. observed 

increased isoprostanes levels in urine from Glutaric Aciduria type I patients, with high 

concentrations of accumulated glutaric acid [11]. Mescka et al. found elevated levels 

of thiobarbituric acid-reactive substances in rats’ brain in a chemically-induced acute 

model of maple syrup urine disease (MSUD), a disorder that accumulates branched-

chain amino acids (BCAA) [12]. Schuk et al. demonstrated that medium-chain fatty 

acids accumulated in MCAD deficiency, octanoate and decanoate (0.5 to 3.0 mM), 

increased in vitro the levels of thiobarbituric acid-reactive substances in rats’ brain 

[16]. Tonin et al. also observed that long-chain 3-hydroxy fatty acids accumulated in 

LCHAD deficiency, 3-hydroxydodecanoic, 3-hydroxytetradecanoic and 3-

hydroxypalmitic acids increased in vitro thiobarbituric acid-reactive substances 
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measurement in cerebral rat tissue [17]. Derks et al. observed thiobarbituric acid-

reactive substances values significantly elevated in plasma of MCAD-deficient 

patients [29]. Our data demonstrate increased 8-isoprostanes levels in urine of FAOD 

patients, in accordance with previous studies in animals, and suggest that the 

accumulation of fatty acids on LCHADD, MADD and MCADD might induce 

lipoperoxidative damage. 

Nitric Oxide (NO) is produced by different types of cells and has many 

functions like cellular sinalization and defense against pathogens through oxidative 

toxicity. The NO final products are nitrite (NO2-) and nitrate (NO3-) and their levels 

correspond to a total NO production. A high amount of these molecules may cause 

nitrosative damage through the formation of RNS like peroxynitrite [30]. Nitrite and 

nitrate levels were measured in our study to evaluate nitrosative damage to the cells. 

The increase of the nitrite and nitrate content in urine samples of LCHADD patients 

indicate that they might be exposed to nitrosative stress caused by the increase in 

RNS formation, which can lead to proteins nitration and compromise their function. 

Although it was not found any alteration in this parameter for MADD and MCAD 

patients when compared to the controls, we can observe a tendency to an increased 

nitrite and nitrate levels. Perhaps in a future study with a greater number of patients it 

would be possible to detect statistical significant differences. Tonin et al. found no 

alteration on nitrite and nitrate production induced in vitro by 3-hydroxydodecanoic, 3-

hydroxytetradecanoic and 3-hydroxypalmitic acids, contrary to our results [17]. The 

different results could be attributed possibly to the limitation of the in vitro model on 

the ideal simulation of the complex in vivo system or even to the concentration of the 

acids (10, 25, 50 and 100 μM) utilized on the study. Increased RNS levels in urine 

samples of Glutaric Aciduria type I patients, disorder characterized by the 
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accumulation of glutaric acid were found [11]. Jacques et al. identified elevated levels 

of urinary nitrite and nitrate and plasmatic nitric oxide in mucopolysaccharidosis type 

II patients, with accumulation of glycosaminoglycans [31]. Our present results 

suggest that nitrosative stress occurs in LCHADD patients and is probably related 

with the pathophysiology of this disease. 

DNA and RNA are others important target biomolecules that can be damaged 

by elevated concentrations of ROS, leading to a variety of lesions, such as DNA 

strand breaks, abasic sites, several species of oxidized purine/pyrimidine and DNA-

protein cross-links. Genetic mutations and altered gene expression can occur as a 

consequence of DNA damage. The hydroxyl radical, the most harmful ROS, and 

others free radicals can attack nuclear and mitochondrial DNA and generate the 

oxidized forms of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OH-dG), 8-hydroxyguanosine and 

8-hydroxyguanine, oxidized guanine species [32]. We detected a significant increase 

of oxidized guanine species in urine of LCHADD and MADD patients, what indicate 

DNA and RNA oxidative damage. MCADD patients from our study did not present 

significant difference in this parameter compared to the control group. However, a 

tendency to an increased oxidized guanine species levels can be observed and 

future studies with more patients could clarify this issue. Increased oxidized guanine 

species in urine samples of Glutaric Aciduria type I patients was demonstrated by 

Guerreiro et al [11]. Mescka et al. observed a significant increase on DNA damage 

index in leukocytes of MSUD patients, with high levels of BCAA [12]. The data of our 

work allow to suggest that the accumulation of toxic metabolites in LCHADD and 

MADD is involved in the DNA and RNA oxidative damage.  

Therefore, the alkaline comet assay, a simple and sensitive technique capable 

of measure single and double DNA strand breaks, was performed in order to 
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investigate the in vitro effect of the main MCADD metabolites (adipic acid, suberic 

acid, hexanoylglycine and suberylglycine) upon DNA damage as well as to study the 

effect of L-car. It was verified that adipic and suberic acids induced significantly 

elevated levels of DNA damage, with a DI of 15 and 12 arbitrary units, respectively. 

These metabolites presented only slightly damaged cells (class 1, the lowest level of 

DNA injury). Co-incubation with L-car significantly decreased DI caused by adipic 

acid but not by suberic acid, at the concentration of 60 μM. Hexanoylglycine and 

suberylglycine presented, interestingly, higher damaged cells (class 2) and 

significantly increased DI (37 and 46 arbitrary units, respectively), indicating greater 

DNA migration, and co-incubation with L-car (60µM) also reduced significantly the DI 

caused by both metabolites but not to the control levels. The in vitro effect on DNA 

damage of the four metabolites in combination was the highest (51 arbitrary units), 

representing the greatest DNA migration and demonstrating a potentialized effect of 

the metabolites. Co-incubation with L-car (60µM) also prevented DNA damage 

induced by adipic acid, suberic acid, hexanoylglycine and suberylglycine in 

combination, but not to the control levels for the tested concentrations. If not repaired, 

this type of damage, caused by direct DNA mechanisms or by activation of Ca2+-

endonucleases and by interfering with enzymes of DNA replication and repair, may 

lead to serious consequences in the genome, like loss of heterozygosity, 

microsatellite instability, mutations or neoplastic growth [32].  

The treatment of several IMDs include L-car supplementation, due to a 

secondary deficiency caused by the restricted diet and recent studies have 

demonstrated antioxidant properties of the molecule [11,12]. L-car prescription is 

recommended for MCADD patients exhibiting a deficiency in plasma carnitine, 

besides the avoidance of prolonged fast, according to the french consensus for 
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neonatal screening, diagnosis and management [33]. In our study, L-car decreased 

in vitro the DNA damage induced by adipic acid, hexanoylglycine and suberylglycine, 

isolated and in combination. The protective effects of L-car are mainly attributed to its 

ability to scavenge ROS and to chelate transition metal ions [8]. Furthermore, L-car is 

capable to reduce oxidative damage to DNA caused by alkylating agents and free 

radicals, accelerating the disappearance of single-strand breaks and the repair action 

of poly(ADP-ribose)polymerase or other related mechanisms [34]. Another 

mechanism of L-car protection could be related to its conjugation to the toxic 

metabolites in IMD forming their carnitine derivatives [35]. Guerreiro et al. reported 

that L-car attenuated the in vitro DNA damage caused by glutaric acid at 

concentrations of 0.5, 3 and 6 mM in a concentration-dependent effect [11]. Mescka 

et al. identified reduced DNA damage in MSUD patients after 1 and 2 months of L-car 

supplementation compared to MSUD patients before treatment [12]. These data plus 

the findings of our work corroborate to the evidences of the antioxidant role of L-

carnitine. 

 

5. Conclusion 

In conclusion, our data indicate that LCHADD, MADD and MCADD patients 

presented lipoperoxidation, LCHADD patients presented nitrosative stress and 

LCHADD and MADD patients presented DNA and RNA oxidative damage, what is 

probably related to the pathophysiology of these disorders. However, more studies 

are necessary to understand the mechanisms by which the damage occurs. In 

addition, our present study demonstrates that accumulated MCADD toxic metabolites 

(adipic acid, suberic acid, hexanoylglycine and suberylglycine) induce, isolatedly and 

in combination, DNA damage, presenting a potentialized effect. L-car was capable to 
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decrease DNA of this damage, evidencing the protective properties on DNA injury 

and its potential as an adjuvant therapy for FAOD. 
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Figure Legends: 

 

Figure 1. 8-isoprostane levels in urine from (A) LCHADD patients, n=9, (B) MADD 

patients, n=8, and (C) MCADD patients, n=3, compared to controls. Data are 

expressed as mean ± SEM. * indicates P<0.05  (Student’s t T-test for unpaired 

samples) compared to the control group. 

 

Figure 2. Nitrite and Nitrate levels in urine from (A) LCHADD patients, n=9, (B) 

MADD patients, n=8, and (C) MCADD patients, n=3, compared to controls, n=5. Data 

are expressed as mean ± SEM. * indicates P<0.05 (Student’s t T-test for unpaired 

samples) compared to the control group. 

 

Figure 3. Oxidized guanine species levels in urine from (A) LCHADD patients, n=9, 

(B) MADD patients, n=8, and (C) MCADD patients, n=3, compared to controls, n=5. 

Data are expressed as mean ± SEM. * indicates P<0.05  (Student’s t T-test for 

unpaired samples) compared to the control group. 

 

Figure 4. DNA damage index induced by medium-chain acyl-CoA dehydrogenase 

deficiency metabolites and L-car effect. (A) In vitro effect of adipic acid (3mM) co-

incubated with L-car (60μM) on DNA damage in leukocytes from whole blood. (B) In 

vitro effect of suberic acid (3mM) co-incubated with L-car (60μM) on DNA damage in 

leukocytes from whole blood. (C) In vitro effect of hexanoylglycine (0,5mM) co-

incubated with L-car (60μM) on DNA damage in leukocytes from whole blood. (D) In 
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vitro effect of suberylglycine (1,5mM) co-incubated with L-car (60μM) on DNA 

damage in leukocytes from whole blood. Data are expressed as mean ± SEM of four 

independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey multiple range test. * 

indicates statistical difference compared to the control. # indicates statistical 

difference compared to the metabolite group. P<0.05. 

 

Figure 5.In vitro effect of adipic acid (3mM), suberic acid (3mM), hexanoylglycine 

(0,5mM), suberylglycine (1,5mM) co-incubated with L-car (60μM) on DNA damage in 

leukocytes from whole blood.  Data are expressed as mean ± SEM of four 

independent experiments. One-way ANOVA followed by Tukey multiple range test. * 

indicates statistical difference compared to the control. # indicates statistical 

difference compared to the metabolite group. P<0.05. 
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Table 1. DNA class damage induced in vitro by metabolites adipic acid (3mM), 
suberic acid (3mM), hexanoylglycine (0.5mM) and suberylglycine (1.5mM), isolated 
and in combination. 

 

Metabolites 

DI (mean ± SEM) 
n=4 

Σ Damage class 

0 1 2 3 4 

Control 8.5 ± 0.57 91 8 0 0 0 

Adipic Acid (ADI) 15 ± 0.5 82 15 0 0 0 

Suberic Acid (SUB) 12 ± 0.5 88 12 0 0 0 

Hexanoylglycine (HG) 37 ± 1.15 70 24 5 1 0 

Suberylglycine (SG) 46 ± 1.91 66 23 10 1 0 

ADI + SUB + HG + SG 51 ± 1.0 62 26 9 2 0 
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4. DISCUSSÃO 

 

 Os defeitos na beta-oxidação mitocondrial de ácidos graxos são doenças 

hereditárias autossômicas recessivas, resultantes de uma deficiência enzimática que 

compromete o catabolismo dos ácidos graxos, fonte de energia essencial durante o 

jejum e crises metabólicas. As características clínicas dos pacientes portadores 

dessas deficiências são relativamente similares e incluem hipoglicemia hipocetótica, 

hipotonia e acidose metabólica (Scriver et al., 2001). A elevação nas concentrações 

dos metabólitos pode levar, no caso de pacientes portadores da LCHADD, à doença 

hepática, cardiomiopatia hipertrófica, miopatia esquelética, e mesmo neuropatia 

periférica e retinopatia pigmentar. A mortalidade nos primeiros anos de vida ocorre 

majoritariamente devido à descompensação cardíaca e à insuficiência hepática, em 

casos mais severos (Roe e Ding, 2001; Tyni et al., 1997). Os pacientes portadores 

de MCADD apresentam um prognóstico favorável se é realizado um diagnóstico 

precoce, podendo ocorrer episódios de vômitos e letargia em situações de jejum ou 

infecções virais, além de hipoglicemia hipocetótica, acidose metabólica e hipotonia. 

É possível haver convulsões, fraqueza muscular, hepatopatia com hiperamonemia, 

além de encefalopatia progressiva em pacientes não tratados devido à baixa 

disponibilidade de substratos cerebrais, como glicose e corpos cetônicos, à 

hiperamonemia, e ao acúmulo de metabólitos tóxicos, levando à ruptura das funções 

energéticas cerebrais (Touma e Charpentier, 1992; Roe e Ding, 2001). Na MADD 

além de hipoglicemia hipocetótica, acidose metabólica e hipotonia, se observa, no 

tipo neonatal severo, hepatomegalia, displasia renal, dismorfia, podendo ser fatal 

nos primeiros dias de vida, enquanto nos pacientes portadores do tipo tardio 

moderado, se observam episódios de vômitos intermitentes e miopatia, além da 
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síndrome de Reye (Roe e Ding, 2001; Frerman et al., 1985). O tratamento dos 

defeitos de beta oxidação mitocondrial de ácidos graxos se baseia em uma dieta rica 

em carboidratos de absorção rápida e pobre em proteínas e gorduras, uma vez que 

eles não têm a atividade normal da enzima responsável pelo seu metabolismo. Além 

disso, em casos onde há deficiência secundária de carnitina, cuja fonte é 

principalmente proveniente da dieta e uma pequena parcela é sintetizada 

endogenamente, é feito uma suplementação desse composto geralmente na dose 

de 50-100mg/kg/dia (Scriver et al., 2001; Evangeliou e Vlassopoulos, 2003). A L-

carnitina é conhecida pelo seu papel no metabolismo energético, transportando 

ácidos graxos de cadeia longa para o interior na mitocôndria, onde serão oxidados a 

acetil-CoA para ser utilizado no ciclo Krebs (Bahl e Bressler, 1989; Gulcin, 2006). 

Por outro lado, recentes estudos têm demonstrado uma ação antioxidante e anti-

inflamatória da L-carnitina em diversas patologias, como no modelo quimicamente 

induzido da doença da urina do xarope do bordo, em que a L-carnitina preveniu a 

lipoperoxidação, o dano a proteínas e alterações na atividade das enzimas catalase 

e glutationa peroxidase em ratos (Mescka et al., 2011). Além disso, a suplementação 

de L-car na dose de 50mg/kg/dia em pacientes portadores da doença da urina do 

xarope do bordo sob tratamento com dieta hipoproteica reduziu a lipoperoxidação 

plasmática e o índice de dano ao DNA (Mescka et al., 2015).   

Embora diversos estudos tenham demonstrado o envolvimento dos 

metabólitos tóxicos acumulados na fisiopatologia destas doenças, os mecanismos 

patogênicos ainda não são completamente conhecidos. O estresse oxidativo parece 

estar relacionado aos mecanismos patogênicos em alguns erros inatos do 

metabolismo caracterizados pelo acúmulo de metabólitos tóxicos como a acidemia 

glutárica tipo I e a fenilcetonúria, além de um perfil inflamatório (Guerreiro et al., 
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2018; Deon et al. 2015). Os radicais livres são átomos ou moléculas com alta 

reatividade e que, em elevadas concentrações, são capazes de causar danos às 

biomoléculas perturbando o equilíbrio redox celular (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

Recentes trabalhos evidenciaram os efeitos in vitro de metabólitos acumulados na 

MCADD, como os ácidos octanóico e decanóico, e de metabólitos acumulados na 

LCHADD, como os ácidos 3-hidroxidodecanóico, 3-hidroxitetradecanóico e 3-

hidroxipalmítico (Tonin et al., 2010; Schuck et al., 2009). Outros pesquisadores 

demonstraram um aumento modesto na concentração das citocinas interferon-gama, 

interleucina-8 e quimiocina derivada de macrófagos em plasma de pacientes 

portadores da LCHADD em tratamento, além de uma diminuição da interleucina-10, 

evidenciando uma inflamação moderada nesses pacientes (McCoin et al., 2019). 

Este trabalho investigou parâmetros de estresse oxidativos e nitrosativo em 

amostras de pacientes portadores das deficiências de MCAD, LCHAD e MAD e 

identificou aumento significativo dos níveis de 8-isoprostanos na urina de todos os 

grupos de pacientes no momento do diagnóstico em comparação ao grupo controle. 

Os isoprostanos são uma família de eicosanóides de origem não-enzimática 

produzidos pela oxidação de fosfolipídeos dos tecidos por radicais livres de oxigênio 

e, portanto, sua detecção indica lipoperoxidação na amostra analisada (Esterbauer 

et al., 1991). Os achados deste trabalho demonstram que os pacientes portadores 

de defeitos na beta-oxidação de ácidos graxos nas deficiências de MCAD, LCHAD e 

MAD estão expostos ao dano oxidativo a lipídeos, que pode levar ao 

comprometimento da fluidez e da permeabilidade das membranas celulares (Morrow 

et al., 1990). Outros pesquisadores (Derks et al., 2014) verificaram elevação das 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, que reflete a formação de malondialdeído, 

um produto final da lipoperoxidação de ácidos graxos de membrana, em amostras 
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de plasma de pacientes com deficiência da MCAD, corroborando com os resultados 

obtidos neste estudo. Em outros erros inatos do metabolismo também foi identificado 

aumento do dano a lipídeos associado ao acúmulo de metabólitos tóxicos, como no 

caso da acidemia 3-hidroxi-3-metilglutárica, caracterizada pelo excesso dos ácidos 

3-metilglutárico e 3-hidroxi-3-metilglutárico (Dos Santos Mello et al., 2018) e na 

fenilcetonúria, caracterizada pelo excesso de fenilalanina (Deon et al., 2015), 

indicando um envolvimento do estresse oxidativo no mecanismo fisiopatológico 

destas doenças. Em estudos in vitro em cérebro de ratos sobre o efeito dos 

metabólitos acumulados na MCADD, foi demonstrado que os ácidos octanóico e 

decanóico (nas concentrações de 0,5, 1  e 3 mM) aumentaram os níveis das 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (Schuck et al., 2009), bem como a 

hexanoilglicina, a decanoilglicina e a decenoilglicina (nas concentrações de 0,5 e 1 

mM) (Tonin et al., 2012) e que os efeitos in vitro dos metabólitos da LCHADD ácidos 

3-hidroxidodecanóico, 3-hidroxitetradecanóico e 3-hixrodipalmítico (nas 

concentrações de 10, 25, 50 e 100 μM) também aumentaram os níveis dessas 

espécies (Tonin et al., 2010). Estes achados reforçam que o mecanismo 

fisiopatológico dos metabólitos tóxicos acumulados nos defeitos de beta-oxidação de 

ácidos graxos é pela via oxidativa, causando dano a lipídeos, como verificado 

também pelos nossos resultados em urina de pacientes no momento do diagnóstico.  

O estresse nitrosativo também contribui para os danos às biomoléculas 

celulares. O óxido nítrico, composto produzido em diversos tipos de células pela 

enzima óxido nítrico sintase, desempenha várias funções fisiológicas como a 

regulação do tônus vascular, neurotransmissão e modulação de processos 

inflamatórios contra microorganismos invasores. Em altas concentrações, este 

composto acumulado pode reagir com o oxigênio molecular resultando na formação 
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de nitrito, que é rapidamente oxidado a nitrato, e também pode reagir com o radical 

superóxido formando peroxinitrito, que é uma espécie altamente oxidante (Anggard, 

1994). O nitrato pode ser convertido a nitrito, pela ação da enzima nitrato redutase, 

sendo a medida de seus níveis um importante biomarcador de situações onde haja 

estresse nitrosativo, ou seja, detectam aumento na produção de óxido nítrico (Nims 

et al., 1995). O presente estudo avaliou as espécies reativas de nitrogênio pela 

medida dos níveis de nitritos e nitratos em amostras de urina de pacientes 

portadores das deficiências de MCAD, LCHAD e MAD no diagnóstico e verificou que 

somente o grupo de pacientes com LCHADD apresentou aumento significativo deste 

biomarcador, comparado ao grupo controle, indicando aumento na produção de 

óxido nítrico, potencialmente tóxico às biomoléculas. Entretanto, foi possível 

observar uma tendência de aumento dos níveis destes compostos em pacientes 

portadores de MCADD e de MADD, que talvez pudesse se mostrar significativo por 

um estudo com um maior número de pacientes. Outros trabalhos investigaram o 

dano pelas espécies reativas de nitrogênio em erros inatos do metabolismo e 

verificaram aumento nos níveis de nitritos e nitratos em pacientes com 

mucopolissacaridose do tipo II, caracterizada pelo acúmulo de glicosaminoglicanos 

(Jacques et al., 2016) evidenciando a relação de metabólitos tóxicos com a elevada 

produção de óxido nítrico. Assim, podemos sugerir que os metabólitos da LCHADD 

também atuam pela via nitrosativa levando ao estresse nitrosativo. Tonin et al. 

(2010) investigaram o efeito in vitro em cérebro de ratos dos ácidos 3-

hidroxidodecanóico, 3-hidroxitetradecanóico e 3-hidroxipalmítico (nas concentrações 

de 10, 25, 50 e 100 μM) e demonstraram que estes compostos não afetaram os 

níveis de nitritos e nitratos, indicando um não envolvimento das espécies reativas de 

nitrogênio nestas concentrações, diferentemente dos nossos resultados obtidos em 
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urina de pacientes portadores de LCHADD, os quais refletem o efeito sinérgico dos 

vários metabólitos acumulados nesta doença. Alguns trabalhos que testaram o efeito 

in vitro de metabólitos tóxicos acumulados em outros erros inatos do metabolismo 

observaram níveis de nitritos e nitratos exacerbados, como no caso do modelo 

animal crônico quimicamente induzido de tirosinemia do tipo II, modelo este induzido 

pela administração crônica de L-tirosina em ratos na concentração de 500 mg/kg 

duas vezes ao dia durante 21 dias (Streck et al., 2017) bem como no modelo animal 

experimental de galactosemia, induzido pela administração aguda única de 

galactose na concentração de 5 μmol/g e avaliação realizada 1, 12 e 24 horas após 

a injeção (Castro et al., 2016). Estes resultados indicam que os metabólitos 

acumulados na tirosinemia e na galactosemia estão relacionados ao aumento da 

produção de óxido nítrico, assim como no nosso estudo. Os altos níveis de óxido 

nítrico podem causar destruição dos grupos ferro-enxofre, nitrosação de grupos tiol, 

além de nitração de resíduos de tirosina, acarretando danos de diferentes 

magnitudes aos sistemas biológicos (Pryor et al., 1994).  

O dano ao DNA causado pelos radicais livres ocorre por meio de interações 

com metais de transição gerando diversos tipos de lesões que podem incluir quebras 

de cadeias de DNA, sítios abásicos, espécies de purinas e de pirimidinas oxidadas e 

ligações cruzadas entre DNA e proteína (Halliwell e Gutteridge, 2007; Wajner et al., 

2004). O DNA mitocondrial é considerado mais sensível ao ataque das espécies 

reativas em relação ao DNA nuclear, devido à sua maior proximidade do local de 

formação das EROs na cadeia transportadora de elétrons e por não possuir 

proteínas histonas protetoras (Halliwell e Gutteridge, 2007). O presente estudo 

analisou o conteúdo de espécies oxidadas de guanina, que identifica tanto dano ao 

DNA quanto ao RNA, pela dosagem de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (oxidação do 
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DNA), 8-hidroxiguanosina (oxidação do RNA) e 8-hidroxiguanina (oxidação do DNA 

e do RNA), em amostras de urina de pacientes portadores das deficiências de 

MCAD, LCHAD e MAD. Foi verificado um aumento significativo dessas espécies nos 

grupos de pacientes com LCHADD e MADD, mas não em pacientes com MCAD, em 

comparação ao grupo controle, embora se possa observar uma tendência de 

aumento deste biomarcador neste grupo de pacientes. Outros estudos também 

demonstraram elevação dos níveis de espécies de guanina oxidada em urina de 

pacientes portadores da acidúria L-2-hidroxiglutárica, na qual se acumula o ácido L-

2-hidroxiglutárico, além do efeito in vitro deste metabólito na concentração de 30μM 

sobre o dano ao DNA em leucócitos periféricos (Rodrigues et al., 2017), indicando o 

envolvimento dos metabólitos tóxicos acumulados neste tipo de lesão. O DNA 

oxidado é continuamente reparado por enzimas e as espécies de guanina oxidadas 

são liberadas e excretadas na urina, cuja detecção é indicativa de dano oxidativo 

(Cooke et al., 2003). Quando há uma intensa elevação deste tipo de dano e não há 

um aumento concomitante dos mecanismos de reparação, as células podem sofrer 

mutações, alterações na expressão gênica, com comprometimento das funções 

celulares, podendo ocorrer até mesmo o processo de morte celular. Dessa forma, os 

nossos resultados sugerem que o acúmulo de metabólitos nas deficiências da 

LCHAD e da MAD possa estar relacionado com o aumento na oxidação de guanina, 

que reflete o dano ao DNA nos pacientes portadores destas doenças.  

Atualmente faltam dados na literatura referentes ao efeito dos metabólitos 

acumulados nos defeitos de beta-oxidação de ácidos graxos sobre o dano ao DNA. 

Assim, o presente estudo investigou o efeito in vitro sobre o dano ao DNA em 

leucócitos humanos periféricos induzido por ácido adípico, ácido subérico, 

hexanoilglicina e suberilglicina, isolada e conjuntamente, nas concentrações de 
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3mM, 3mM, 0,5mM e 1,5 mM, respectivamente, pelo ensaio cometa. Estes 

metabólitos estão elevados principalmente na urina de pacientes portadores da 

MCADD, embora frequentemente seja possível detectar os ácidos adípico e subérico 

também na urina de pacientes portadores da LCHADD e da MADD. Além disso, 

objetivamos avaliar a influência da L-carnitina (60µM) sobre o dano ao DNA 

provocado pelos metabólitos.  

O ensaio cometa é muito utilizado devido à sua realização simples, rápida, de 

baixo custo e sensível para a detecção de baixos níveis de dano ao DNA em células 

individuais sob condições alcalinas (pH>13), onde ocorre a desnaturação do DNA e 

possibilita avaliar as quebras de fita simples e dupla e sítios álcali-lábeis (Singh et 

al., 1988; Collins, 2014). No ensaio in vitro, leucócitos periféricos humanos são 

isolados após a incubação com os metabólitos, misturados à agarose e espalhados 

sobre uma lâmina de vidro pré-revestida com agarose e submetidos à eletroforese. 

Devido a corrente elétrica aplicada, ocorre migração dos segmentos de DNA livres, 

resultantes de quebra, para fora do núcleo. Após a eletroforese, as lâminas são 

coradas com nitrato de prata e posteriormente analisadas em microscópio óptico, 

onde é feita a contagem de 100 células, e cada célula é classificada por um escore 

que varia de 0 - sem migração - até 4 - migração máxima - de acordo com a 

intensidade da cauda, resultando em um índice de dano entre 0 e 400 (Tice et al., 

2000).  

No presente trabalho, foi observado um aumento significativo do dano ao 

DNA induzido pelos ácidos adípico (3mM) e subérico (3mM), comparados ao 

controle, apresentando um índice de dano de 15 e 12 unidades arbitrárias, 

respectivamente, em leucócitos humanos. A co-incubação com L-carnitina (60µM) foi 

capaz de diminuir significativamente o dano induzido apenas pelo ácido adípico. Os 
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metabólitos hexanoilglicina (0,5mM) e suberilglicina (1,5mM) também aumentaram 

significativamente o dano em relação ao controle, apresentando um índice de dano 

mais alto que os ácidos, sendo 37 e 46 unidades arbitrárias, respectivamente. Este 

resultado indica uma maior genotoxicidade da hexanoilglicina e da suberilglicina 

evidenciado inclusive pela classe de dano 2 provocada por eles, enquanto os ácidos 

adípico e subérico provocaram apenas classe de dano 1 nas células avaliadas, 

mesmo em concentrações mais baixas que os ácidos. A co-incubação com L-

carnitina (60µM) diminuiu significativamente o dano ocasionado por ambos os 

metabólitos, hexanoilglicina e suberilglicina, sugerindo uma ação protetora da 

molécula.  

Com o propósito de verificar se ocorreria um efeito sinérgico dos metabólitos, 

avaliamos a sua incubação conjunta e observamos o maior índice de dano (51 

unidades arbitrárias) e, ao mesmo tempo, a maior classe de dano (classe 3), 

evidenciando uma lesão potencializada. Nestas condições a L-carnitina (60µM) 

também diminuiu significativamente o índice de dano, embora não aos níveis do 

controle, demonstrando sua capacidade de atenuar o DNA das lesões induzidas 

pelos metabólitos tóxicos. Em um estudo in vitro com leucócitos de pacientes 

portadores da doença da urina do xarope do bordo em tratamento com dieta de 

restrição proteica, onde se acumulam aminoácidos de cadeia ramificada, foi 

observado um índice de dano ao DNA significativamente elevado em comparação 

aos leucócitos de indivíduos controle (Mescka et al., 2015). Guerreiro et al. (2018) 

avaliou o efeito do ácido glutárico nas concentrações de 0,5, 3 e 6 mM em leucócitos 

humanos periféricos e verificou que este metabólito induziu um aumento significativo 

no índice de dano ao DNA comparado ao controle. Fenilalanina, o principal 

metabólito neurotóxico da fenilcetonúria, nas concentrações de 1000 e 2500 µM, 
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também induziu uma elevação significativa no índice de dano ao DNA em leucócitos 

comparado aos controles (Deon et al., 2015). Pacientes portadores da 

adrenoleucodistrofia ligada ao X, doença caracterizada pelo acúmulo dos ácidos 

graxos de cadeia muito longa, ácidos tetracosanóico e hexacosanóico, 

apresentaram aumento significativo do dano ao DNA (Marchetti et al., 2015).  

Os achados do nosso trabalho reforçam a hipótese de que os metabólitos 

tóxicos acumulados nos defeitos de beta-oxidação dos ácidos graxos, em especial 

na MCADD, são responsáveis, ainda que parcialmente, por causar lesões ao DNA, 

sendo que uma maior intensidade de lesão foi observada na incubação 

concomitante, situação que ocorre no sangue dos pacientes. Além disso, no teste de 

co-incubação, verificamos que a L-carnitina diminuiu o DNA do dano induzido por 

praticamente todos os metabólitos. De fato, em países como a França, onde é 

realizada a triagem neonatal, já existe um consenso sobre a prescrição de L-

carnitina para pacientes com a deficiência secundária (Feillet et al., 2012). Cabe 

salientar que a L-carnitina demonstrou efeito protetor antioxidante in vivo em 

pacientes portadores da doença da urina do xarope do bordo, bem como em 

pacientes fenilcetonúricos, além de prevenir a indução do dano ao DNA induzido 

pelo ácido glutárico, o qual está em altas concentrações em pacientes portadores de 

acidemia glutárica tipo I (Mescka et al., 2015; Guerreiro et al., 2018; Deon et al., 

2015). Nossos resultados corroboram com as evidências destes trabalhos, 

ressaltando o papel protetor da L-carnitina frente ao potencial lesivo de metabólitos 

tóxicos acumulados em vários erros inatos do metabolismo, sendo interessante 

considerar a suplementação com esta molécula como uma terapia adjuvante em 

pacientes com acúmulo destes metabólitos, e deficiência secundária de carnitina.   
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 5. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos por esta dissertação, foi possível concluir que: 

1. Os pacientes portadores das deficiências de MCAD, LCHAD e MAD 

apresentam dano a lipídeos; 

2. Os pacientes portadores da deficiência de LCHAD apresentam 

estresse nitrosativo; 

3. Os pacientes portadores das deficiências de LCHAD e de MAD 

apresentam dano oxidativo ao DNA; 

4. Os metabólitos ácidos adípico (3mM), subérico (3mM), a 

hehanoilglicina (0,5mM) e a suberilglicina (1,5mM) induzem dano in 

vitro ao DNA em leucócitos humanos periféricos; 

5. A ação sinérgica destes metabólitos potencializa o dano ao DNA 

induzido in vitro em leucócitos humanos periféricos; 

6. A L-carnitina (60µM) é capaz de diminuir in vitro as lesões ao DNA em 

leucócitos humanos periféricos, causadas por ácido adípico, 

hexanoilglicina e suberilglicina, inclusive as causadas pela combinação 

dos metabólitos. 

 

 Em conclusão, nossos achados demonstraram que os ácidos adípico, 

subérico, a hehanoilglicina e a suberilglicina provocam dano in vitro ao DNA, bem 

como levam à potencialização do dano provocado pela ação sinérgica entre eles. 

Além disso, o presente trabalho verificou que a L-carnitina tem a capacidade de 

atenuar a lesão ao DNA in vitro induzida por estes metabólitos, elucidando um papel 

protetor deste composto. Ainda, se verificou que os pacientes portadores da 
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deficiência de LCHAD apresentaram dano a lipídeos, estresse nitrosativo e dano 

oxidativo ao DNA; já os pacientes portadores da deficiência de MAD apresentaram 

dano a lipídeos e estresse nitrosativo; enquanto os pacientes portadores da 

deficiência de MCAD apresentaram dano a lipídeos. 
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 6. PERSPECTIVAS 

 

 Algumas perspectivas deste trabalho para o melhor entendimento das 

doenças estudadas são: 

 

• Avaliar o perfil inflamatório em amostras de pacientes portadores das 

deficiências de LCHAD, MCAD e MAD; 

• Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, bem como o 

conteúdo de GSH em amostras de pacientes portadores das deficiências de 

LCHAD, MCAD e MAD; 

• Analisar o efeito in vitro de outros antioxidantes, como a N-acetilcisteína, 

sobre o dano ao DNA induzido por ácidos adípico, subérico, hexanoilglicina e 

suberilglicina; 

• Realizar o estudo molecular em pacientes com defeitos de beta-oxidação de 

ácidos graxos, identificar a mutação genética associada nesses pacientes e 

correlacionar com o fenótipo e com os metabólitos acumulados; 

• Analisar os principais metabólitos acumulados em pacientes portadores das 

deficiências de MCAD, LCHAD e MAD tratados com L-carnitina e 

correlacionar com os parâmetros de estresse oxidativo. 
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8. ANEXOS 

8.1 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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8.2 Ficha de dados dos indivíduos 

 

1. Data da coleta: 

2. Nome completo: 

3. Data de nascimento: ____/____/_______ (DD/MM/AAAA) 

4. Idade: 

5. Sexo: (  ) masc. (  ) fem. 

6. Motivo da solicitação do exame: 

7. Apresenta doenças já diagnosticadas? 

        diabete melito (  ) não (  ) sim 

        hipotireoidismo (  ) não (  ) sim 

        hipertireoidismo (  ) não (  ) sim 

        hipertensão arterial sistêmica (HAS) (  ) não (  ) sim 

        acidente vascular cerebral (AVC) (  ) não (  ) sim 

        cardiopatia isquêmica (  ) não (  ) sim 

        insuficiência cardíaca (  ) não (  ) sim 

        insuficiência hepática (  ) não (  ) sim 

        insuficiência renal (  ) não (  ) sim 

        outras: ____________________________ 

8. Está usando medicamento? (  ) não (  ) sim: _____________________ 

9. Doenças na família biológica: 

        dislipidemia (  ) não (  ) sim 

        hipertensão arterial sistêmica (HAS) (  ) não (  ) sim 

        cardiopatia isquêmica (  ) não (  ) sim 

        acidente vascular cerebral (AVC) (  ) não (  ) sim 
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        diabete melito (  ) não (  ) sim 

        outra doença crônica: __________________________ 

10. Fuma? (  ) não (  ) sim 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

86 
 

 8.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: pacientes portadores 

de Defeitos na Beta-Oxidação de Ácidos Graxos 

 

Estamos convidando você ou a pessoa pela qual você é responsável, que é 

portadora de Deficiência na Beta-Oxidação Mitocondrial de Ácidos Graxos, a 

participar do projeto de pesquisa intitulado “Investigação dos Biomarcadores de 

Estresse Oxidativo em Pacientes Portadores de Deficiência na Beta-Oxidação 

Mitocondrial de Ácidos Graxos: Efeito da L-carnitina e da N-acetilcisteína”. O 

presente projeto de pesquisa tem por objetivo verificar os efeitos da ação dos 

radicais livres (por exemplo, formados por radiação solar) e de substâncias 

antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com deficiência na Beta-

Oxidação Mitocondrial de Ácidos Graxos. 

Para participar da pesquisa, será necessário responder a perguntas sobre 

informações de saúde do participante e o histórico pessoal e familiar relacionado à 

doença. Se você autorizar, será coletada uma amostra de sangue e urina 

juntamente com exames realizados no seu atendimento usual no Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), ou seja, não necessário realizar nova coleta de 

sangue e urina para participar da pesquisa. Estes dados serão coletados nos dias de 

consultas rotineiras, não sendo necessário o comparecimento em consultas extras. 

Caso necessário, dados adicionais serão obtidos dos prontuários dos pacientes. O 

tempo necessário para participação é em torno de 15 minutos. O material coletado 

assistencialmente será utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo garantida a 

confidencialidade das informações obtidas e que você (a pessoa pela qual você é 

responsável) terá acesso às mesmas. Os resultados obtidos serão agrupados e 

expressos através de resultados numéricos, sem qualquer referência a elementos 
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que possam identificar as pessoas que participaram do estudo. Após o término do 

estudo os materiais biológicos (sangue periférico e urina) que ainda estiverem 

armazenados poderão ser descartados ou mantidos para futuras pesquisas dentro 

do grupo, de acordo com a sua decisão de autorizar ou não o uso futuro. Se 

autorizado, será enviado um novo projeto de pesquisa ao Comitê de Ética e você 

será chamado a reconsentir com o uso do material armazenado. 

         Os riscos e desconfortos associados à participação são relacionados ao 

tempo destinado a responder as perguntas. 

Os benefícios associados à participação não são diretos a você, no entanto, 

as informações obtidas na pesquisa poderão ajudar pacientes com essa mesma 

condição no futuro 

         Cabe salientar que a participação no estudo é totalmente voluntária e você 

poderá se não autorizar a participação sem que haja qualquer interferência no seu 

atendimento, ou de qualquer familiar no HCPA. Você também poderá desistir a 

qualquer momento da participação. É importante ressaltar também, que você ou a 

pessoa pela qual você é responsável não receberão nenhum tipo pagamento pela 

participação no estudo e que todas as despesas relacionadas ao custo dos exames 

laboratoriais serão cobertas por verbas do próprio projeto de pesquisa, portanto, 

serão completamente gratuitas para você. 

         A pesquisadora responsável pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla Vargas) 

e a pesquisadora assistente (mestranda Maira Silmara de Moraes) estarão à 

disposição para o esclarecimento de qualquer dúvida durante todo o andamento da 

pesquisa, no Serviço de Genética Médica do HCPA localizado no 3º andar, Fone: 

(51) 3359.8011. Ainda, para maiores informações, você pode contatar o Comitê de 
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Ética em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 3359.7640, de segunda à 

sexta-feira, das 8h às 17h. 

         Este documento será elaborado em duas vias, sendo que uma delas 

(assinada por nós) será entregue a você (participante ou responsável legal pelo 

participante da pesquisa) e a outra será mantida com o nosso grupo de pesquisa. 

Data:____________ 

Nome do Participante___________________________________ 

Assinatura do Participante (se aplicável):__________________________ 

Nome do responsável:_________________________________________ 

Assinatura do responsável __________________________________ 

Nome do pesquisador:_____________________________________________ 

 

Assinatura do pesquisador:_________________________________________ 
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8.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: indivíduos controle 

 

Estamos convidando você ou a pessoa pela qual você é responsável, que é 

portadora de Deficiência na Beta-Oxidação Mitocondrial de Ácidos Graxos, a 

participar do projeto de pesquisa intitulado “Investigação dos Biomarcadores de 

Estresse Oxidativo em Pacientes Portadores de Deficiência na Beta-Oxidação 

Mitocondrial de Ácidos Graxos: Efeito da L-carnitina e da N-acetilcisteína”. O 

presente projeto de pesquisa tem por objetivo verificar os efeitos da ação dos 

radicais livres (por exemplo, formados por radiação solar) e de substâncias 

antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com deficiência na Beta-

Oxidação Mitocondrial de Ácidos Graxos. Você está sendo convidado a participar 

porque não tem a doença e suas informações serão utilizadas para comparação com 

pacientes com esta condição. 

Para participar da pesquisa, será necessário responder a perguntas sobre 

informações de saúde do participante e o histórico pessoal e familiar relacionado à 

doença. Se você autorizar, os resultados dos exames realizados para investigação 

de Deficiência na Beta-Oxidação Mitocondrial de Ácidos Graxos, e que foram 

normais, serão utilizados para comparação com pessoas que têm a doença. Caso 

necessário, dados adicionais serão obtidos dos prontuários. O tempo necessário 

para participação é em torno de 15 minutos. O material coletado assistencialmente 

será utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo garantida a confidencialidade 

das informações obtidas e que você (a pessoa pela qual você é responsável) terá 

acesso às mesmas. Os resultados obtidos serão agrupados e expressos através de 

resultados numéricos, sem qualquer referência a elementos que possam identificar 

as pessoas que participaram do estudo. Após o término do estudo os materiais 
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biológicos (sangue periférico e urina) que ainda estiverem armazenados poderão ser 

descartados ou mantidos para futuras pesquisas dentro do grupo, de acordo com a 

sua decisão de autorizar ou não o uso futuro. Se autorizado, será enviado um novo 

projeto de pesquisa ao Comitê de Ética e você será chamado a reconsentir com o 

uso do material armazenado. 

         Os riscos e desconfortos associados à participação são relacionados ao 

tempo destinado a responder as perguntas. 

Os benefícios associados à participação não são diretos a você, no entanto, 

as informações obtidas na pesquisa poderão ajudar pacientes com essa mesma 

condição no futuro 

         Cabe salientar que a participação no estudo é totalmente voluntária e você 

poderá se não autorizar a participação sem que haja qualquer interferência no seu 

atendimento, ou de qualquer familiar no HCPA. Você também poderá desistir a 

qualquer momento da participação. É importante ressaltar também, que você ou a 

pessoa pela qual você é responsável não receberão nenhum tipo pagamento pela 

participação no estudo e que todas as despesas relacionadas ao custo dos exames 

laboratoriais serão cobertas por verbas do próprio projeto de pesquisa, portanto, 

serão completamente gratuitas para você. 

         A pesquisadora responsável pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla Vargas) 

e a pesquisadora assistente (mestranda Maira Silmara de Moraes) estarão à 

disposição para o esclarecimento de qualquer dúvida durante todo o andamento da 

pesquisa, no Serviço de Genética Médica do HCPA localizado no 3º andar, Fone: 

(51) 3359.8011. Ainda, para maiores informações, você pode contatar o Comitê de 

Ética em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 3359.7640, de segunda à 

sexta-feira, das 8h às 17h. 
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         Este documento será elaborado em duas vias, sendo que uma delas 

(assinada por nós) será entregue a você (participante ou responsável legal pelo 

participante da pesquisa) e a outra será mantida com o nosso grupo de pesquisa. 

Data:____________ 

Nome do Participante___________________________________ 

Assinatura do Participante (se aplicável):__________________________ 

Nome do responsável:_________________________________________ 

Assinatura do responsável __________________________________ 

Nome do pesquisador:_____________________________________________ 

 

Assinatura do pesquisador:_________________________________________ 

 


