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RESUMO 

 

A Mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA), é uma doença lisossômica de 

depósito ocasionada pela degradação deficiente dos glicosaminoglicanos 

(GAG) queratan sulfato e condroitin-6-sulfato devido à deficiência da enzima N-

acetilgalactosamina 6-sulfatase. Como a fisiopatologia desta doença ainda não 

está totalmente elucidada e muitos estudos vêm demonstrando o envolvimento 

do estresse oxidativo e inflamação na patogênese de outros tipos de 

mucopolissacaridoses, o objetivo principal deste trabalho foi investigar os 

parâmetros de estresse oxidativo e mediadores inflamatórios em pacientes 

MPS IVA sob terapia de reposição enzimática (TRE). Foram analisadas 

amostras de urina e sangue de pacientes MPS IVA sob TRE (n=17) e controles 

saudáveis pareados por idade (n=10-14). Os pacientes apresentaram 

diminuição significativa nos níveis de defesas antioxidantes, medida através 

dos níveis de glutationa reduzida (GSH), e aumento da enzima superóxido 

dismutase (SOD) em eritrócitos. Em relação ao dano a biomoléculas, foi 

observado nos pacientes um aumento de lipoperoxidação (aumento dos níveis 

de isoprostanos urinários) e de dano oxidativo a proteínas (aumento dos níveis 

urinários de di-tirosina e diminuição dos grupamentos sulfidrila no plasma) 

comparativamente aos controles. Nossos resultados também mostraram que 

os pacientes MPS IVA sob TRE apresentaram maior dano ao DNA, sendo este 

dano de origem oxidativa e atingindo bases purínicas e pirimidínicas. Além 

disso, os pacientes apresentaram níveis significativamente aumentados de 

interleucina-6 e esta, por sua vez, apresentou correlação negativa com GSH, 

mostrando uma possível relação entre inflamação e estresse oxidativo nesta 

doença. Considerando que os níveis de GAG urinários ainda se encontravam 

elevados nos pacientes em comparação com o grupo controle, pode-se supor 

que os mesmos estejam, pelo menos em parte, correlacionados com os danos 

oxidativos encontrados nestes pacientes. Os dados encontrados no presente 

trabalho sugerem que pacientes MPS IVA sob TRE apresentam uma condição 

pró-inflamatória e oxidativa e que a suplementação com antioxidantes em 

combinação com a TRE deve ser investigada com o intuito de melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes. Cabe ressaltar que este é o primeiro estudo 

em pacientes que relaciona MPS IVA com estresse oxidativo e inflamação.   



 

   

 

Palavras-chave: Mucopolissacaridose IVA, estresse oxidativo, inflamação, 

terapia de reposição enzimática, glicosaminoglicanos. 



 

   

ABSTRACT 

 

Investigation of oxidative stress and inflammation biomarkers in 

Mucopolysaccharidosis type IVA patients under enzyme replacement 

therapy 

The Mucopolysaccharidosis type IVA (MPS IVA) is a lysosomal storage disease 

caused by impaired degradation of keratan sulfate and chondroitin-6-sulfate 

glycosaminoglycans (GAG), due to a deficiency on the enzyme N-

acetylgalactosamine-6-sulfatase. Since the pathophysiology of this disease is 

still not totally elucidated and many studies demonstrated the involvement of 

oxidative stress and inflammation in the pathogenesis of other 

mucopolysaccharidoses types, the principal objective of this study was to 

investigate oxidative stress parameters and inflammatory mediators in MPS IVA 

patients under enzyme replacement therapy (ERT). Urine anda blood samples 

of MPS IVA patients under ERT (n= 17) and healthy age-matched controls (n= 

10-14) were evaluated. Patients presented a significant decrease in antioxidant 

defenses levels, assessed by reduced glutathione (GSH), and increased 

superoxide dismutase (SOD) activity in erythrocytes. With regard to the 

biomolecules damage, was observed that patients presented lipid peroxidation 

(increase of isoprostanes urinary levels) and protein damage (increase of di-

tyrosine urinary levels and decrease of sulfhydryl groups in plasma), when 

compared to controls. Our results showed higher DNA damage levels in MPS 

IVA patients compared to control group, in both pyrimidines and purines bases. 

The pro-inflammatory cytokine interleukin 6 (IL-6) was significantly increased in 

patients and showed an inverse correlation with GSH levels, showing a possible 

link between inflammation and oxidative stress in MPS IVA disease. 

Considering that GAG urinary level were still high in ERT patients compared to 

the control group, we propose that GAG are, at least in part, related with 

oxidative damage found in MPS IVA patients. The data presented suggest that 

pro-inflammatory and pro-oxidant states occur in MPS IVA patients under ERT, 

and the supplementation of antioxidants in combination with ERT can be 

investigated with the purpose of improving the patient’s life quality. To the best 

of our knowledge, this is the first study in patients relating MPS IVA with 

oxidative stress and inflammation. 



 

   

 

Keywords: Mucopolysaccharidosis IVA, oxidative stress, inflammation, enzyme 

replacement terapy, glycosaminoglycans.  
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TAR – Reatividade antioxidante total 
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1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 

 

 Erros Inatos do Metabolismo (EIM) são desordens genéticas caracterizadas 

pela síntese alterada de uma proteína, geralmente uma enzima, que pode ter sua 

atividade parcial ou totalmente reduzida. O resultado dessa síntese errônea é o 

bloqueio de determinada via metabólica com consequente acúmulo de substratos e 

seus derivados e diminuição de produtos (Scriver et al., 2001). A repercussão clínica 

deste bloqueio metabólico é variável, sendo geralmente grave ou letal (Waber, 

1990).  

 Segundo Saudubray e Charpentier (2001) os EIM podem ser classificados em 

três grandes grupos com base em sua fisiopatologia: 

a) Distúrbios na síntese ou degradação de macromoléculas complexas. As 

doenças enquadradas neste grupo apresentam sintomas permanentes, 

progressivos, não dependentes de eventos intercorrentes e não relacionados 

à ingesta alimentar. Fazem parte deste grupo as doenças lisossômicas de 

depósito (ex.: doença de Gaucher, doença de Fabry, Mucopolissacaridoses 

etc.) e as desordens peroxissomais (ex.: adrenoleucodistrofia ligada ao X, 

doença de Refsum, síndrome de Zellweger etc.). 

b) Erros inatos do metabolismo intermediário. As doenças incluídas neste grupo 

podem levar à intoxicação aguda (quadros de acidose metabólica, vômitos, 

letargia e desidratação) ou intoxicação crônica (retardo mental, atraso no 

desenvolvimento psicomotor e luxação do cristalino), têm relação com ingesta 

alimentar e os pacientes podem apresentar intervalos livres de sintomas. A 

intoxicação ocorre pelo acúmulo de componentes tóxicos e de metabólitos, 

provenientes do bloqueio das rotas metabólicas. Fazem parte deste grupo as 

aminoacidopatias (ex: fenilcetonúria, doença do Xarope do Bordo, etc.), 

acidemias orgânicas (acidemia propiônica, acidemia metilmalônica, etc.), 

defeitos no ciclo da ureia (citrulonemia, argininemia, etc.) e as intolerâncias 

aos açúcares (galactosemia, etc.). 

c) Doenças com déficit de energia. Neste grupo de doenças, os sintomas são 

causados por deficiência na obtenção ou utilização de energia. Incluem-se as 

doenças de depósito de glicogênio, defeitos de gliconeogênese, acidemias 
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lácticas congênitas, defeitos de oxidação dos ácidos graxos e doenças 

mitocondriais de cadeia respiratória. 

 A incidência isolada de cada uma das doenças metabólicas é pequena, visto 

que, de forma geral, são de herança autossômica recessiva. No entanto, se forem 

contabilizados os dados de cerca dos 500 distúrbios conhecidos (Sanseverino et al., 

2000; Souza et al, 2002; Araujo, 2004) a frequência se torna mais expressiva, 

chegando a aproximadamente 1/5000 nascidos vivos (Souza 2002; Martins 1999; 

Martins 2003). Além disso, deve-se levar em consideração que os números baixos 

podem representar não só a raridade dos distúrbios, como, também, a subestimação 

de seu diagnóstico e, no que diz respeito a isto vale destacar o papel fundamental 

da triagem neonatal, conhecido como “teste do pezinho”. Esta triagem possibilitou 

grande avanço no conhecimento e tratamento dessas doenças a partir de sua 

detecção em fase pré-clínica, prevenindo o dano neurológico ou mesmo a morte dos 

pacientes (Jardim e Ashton-Prolla, 1996; Souza et al., 2002).  

 

1.2 LISOSSOMOS 

 

 Os lisossomos foram descobertos a mais de 50 anos atrás, por Christian de 

Duve durante um estudo de distribuição de enzimas utilizando fracionamento 

subcelular por centrífuga. Estudos susequentes mostraram que os lisossomos 

representam cerca de 5% do volume intracelular e possuem morfologia e tamanho 

heterogêneos (Luzio et al., 2007). Estas organelas recebem substratos através de 

endocitose, fagocitose ou por autofagia (Saftig e Klumperman, 2009).  Os 

lisossomos estão envolvidos em uma gama de processos fisiológicos como a 

homeostase do colesterol, reparo da membrana plasmática, remodelamento de 

ossos e tecidos, defesa contra patógenos, morte e sinalização celular. Estas funções 

complexas fazem com o que o lisossomo seja uma organela dinâmica e importante e 

não simplesmente o compartimento final da via endocítica (Saftig e Klumperman, 

2009). 

 O pH interno dos lisossomos é mantido entre 4,6-5 através de ATPases 

vacuolares próton-translocadoras. Dentro desta organela estão localizadas enzimas 

hidrolíticas (incluindo proteases, glicosidases, nucleases, fosfatases e lipases) 

necessárias para a degradação de macromoléculas como os glicosaminoglicanos 

(GAG), oligossacarídeos e esfingolipídeos e também são encontradas permeases de 
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efluxo, que facilitam a translocação de moléculas pequenas geradas durante o 

catabolismo (Luzio et al., 2007; Heese, 2008).  

 Os genes que codificam proteínas lisossomais estão presentes em todas as 

células. Entretanto, como as células possuem exigências metabólicas distintas, um 

defeito em uma enzima lisossomal, causando um acúmulo de moléculas complexas 

dentro do lisossomo, pode ter um impacto significativamente maior em determinado 

tecido, começando com disfunção celular e levando ao dano de órgãos e sistemas 

(Heese, 2008). 

 

1.3 DOENÇAS LISOSSÔMICAS DE DEPÓSITO E MUCOPOLISSACARIDOSES 

 

 As doenças lisossômicas de depósito (DLD) compreendem cerca de 50 

desordens resultantes de mutações genéticas que perturbam a homeostase 

lisossômica (Ballabio e Gieselmann, 2009). As DLD são resultantes, principalmente, 

da deficiência de hidrolases de macromoléculas solúveis no lúmen do lisossomo, 

mas também podem ser ocasionadas por defeito em proteínas transmembrana 

transportadoras. Em ambos os casos há um acúmulo anormal de substratos 

macromoleculares no lisossomo. Além da disfunção lisossomal primária, a célula 

como um todo é lesada nestas doenças (Platt et al., 2012). O acúmulo de 

macromoléculas na maioria das DLD inicia-se na vida fetal e torna-se evidente 

clinicamente nos dois primeiros anos de vida (Mabe et al., 2003).  

As DLD representavam no Brasil, segundo Coelho e colaboradores (1997), 

58,19% dos pacientes com EIM, sendo que 54,5% destes casos correspondiam às 

mucopolissacaridoses (MPSs). Em 2008, a rede MPS Brasil identificou 249 

pacientes, entre estes 60 apresentavam MPS I, 82 MPS II, 31 MPS III (7 MPS IIIA, 

14 MPS IIIB e 10 MPS IIIC), 15 MPS IV (11 MPS IVA e 4 MPS IVB), 57 MPS VI e 4 

MPS VII (Vieira et al., 2008). Mundialmente, a incidência de MPS é cerca de 

1:50.000 a 1:25.000 nascidos vivos (Nelson, 1997; Meikle et al., 1999; Poorthuis et 

al.,1999; Applegarth et al., 2000; Nelson et al., 2003; Baehner et al., 2005).  

As MPS são um grupo heterogêneo de DLD causadas pela deficiência das 

enzimas envolvidas na degradação de GAG, também chamados 

mucopolissacarídeos, e são classificadas em 11 síndromes de acordo com a enzima 

ausente (tabela 1) (Neufeld e Muenzer, 2001). As MPS possuem padrão de herança 

autossômico recessivo, com exceção da MPS II, que apresenta um padrão recessivo 
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ligado ao cromossomo X (Neufeld e Muenzer, 2001). As MPS foram descritas pela 

primeira vez por Hunter em 1917, mas as bases bioquímicas só foram definidas a 

partir da década de 50 e os mecanismos moleculares envolvidos nestas desordens 

metabólicas começaram a ser decifrados a partir da década de 90 (Wraith, 1995).  

 

Tabela 1. Relação entre as MPS e as enzimas deficientes. 

Mucopolissacaridose Enzima deficiente 

tipo I α-L-iduronidase 

tipo II iduronato-L-sulfatase 

tipo IIIA heparan-N-sulfatase 

tipo IIIB α-N-acetilglicosaminidase 

tipo IIIC acetil-CoA:alfa-glicosaminida-N-acetiltransferase 

tipo IIID N-acetilglicosamina 6-sulfatase 

tipo IVA N-acetilgalactosamina 6-sulfato sulfatase  

tipo IVB β-galactosidase 

tipo VI N-acetilgalactosamina 4-sulfatase 

tipo VII β-glicuronidase 

tipo IX Hialuronidase 

Adaptado de Neufeld e Muenzer, 2001. 

 

O acúmulo de GAG não degradados no lisossomo leva a uma disfunção 

celular, tecidual e orgânica. O curso da doença é crônico e progressivo, com 

acometimento de diversos sistemas, tais como: o esquelético, cardiopulmonar, a 

pele, córnea, fígado, baço, cérebro e meninges. Contudo, uma mesma deficiência 

enzimática pode ocasionar diferentes graus de comprometimento clínico, que variam 

desde quadros mais leves a moderados e graves. Algumas das manifestações 

clínicas que os pacientes com MPS podem apresentar são: baixa estatura; perímetro 

cefálico aumentado; face sugestiva de doença de depósito; envolvimento ocular; 

cardiopatia; organomegalia; infecções respiratórias; alterações cutâneas, hipoacusia 

e comprometimento neurológico (Neufeld e Muenzer, 2001). 

A MPS IV, ou síndrome de Morquio (figura 1), é caracterizada pela 

degradação deficiente dos GAG queratan e condroitin-6-sulfato e é subdividida em 

IVA e IVB, ou Morquio A e Morquio B. Na primeira há deficiência da enzima N-
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acetilgalactosamina 6-sulfato sulfatase (GALNS do inglês N-acetylgalactosamine 6-

sulfatase) e acúmulo de queratan e condroitin-6-sulfato e na segunda defeito na 

enzima β-galactosidase e acúmulo de queratan sulfato, não sendo possível 

diferenciar as síndromes pelo fenótipo dos pacientes (Neufeld e Muenzer, 2001; 

Laradi et al., 2006).  Inicialmente, a MPS IVB foi considerada como a forma mais 

branda da MPS IVA, entretanto, estudos subsequentes indicaram que o quadro da 

MPS IVB pode ser tão grave quanto aquele apresentado pelos pacientes acometidos 

pela MPS IVA (Neufeld e Muenzer, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Pacientes com síndrome de Morquio (Fonte: Neufeld e Muenzer, 2014). 
 

1.4 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IVA 

 

A MPS IVA (OMIM 253000) é uma disordem rara com incidência variável de 

acordo com a região estudada, como, por exemplo, 1:76.000 nascidos vivos na 

Irlanda do Norte (Nelson, 1997) e 1:640.000 nascidos vivos na Austrália Ocidental 

(Nelson et al., 2003). Na população em geral, a incidência estimada fica em 

1:201.000 nascidos vivos (Hendriksz et al., 2013). 

O gene da enzima GALNS, que é afetada nesta síndrome, está localizado no 

cromossomo 16q24.3, contém 14 éxons e codifica uma proteína ácida com 522 

aminoácidos, incluindo um peptídeo sinalizador de 26 resíduos (Tomatsu et al., 

1991; Nakashima et al., 1994). A enzima GALNS foi purificada de placenta humana 

e se apresenta como um polipeptídeo contendo oligômeros de 40 e 15 kDa ligados 

por pontes dissulfeto (Masue et al., 1991). Na sua configuração madura, a enzima 
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encontra-se estabilizada na forma de um complexo com outras duas enzimas 

lisossomais (β-galactosidase e α-neuraminidase) e com a proteína protetora 

catepsina A (Pshezhetsky e Potier, 1996). Segundo Morrone e colaboradores 

(2014), já foram descritas 277 mutações no gene da GALNS, sendo a alteração 

missense a mais frequente. A extensa heterogeneidade alélica encontrada na 

síndrome de Morquio A é consistente com o amplo espectro de fenótipos 

observados (Dũng et al., 2013). 

Algumas das características encontradas nos pacientes portadores de MPS 

IVA são (Montaño et al., 2007; Martell et al., 2011; Tomatsu et al., 2011): 

-baixa estatura; 

-modificações na curvatura da coluna; 

-pescoço e tronco curto com protuberância do peito (“pectus carinatum”); 

-encurtamento de ossos longos (ossos dos braços e pernas);  

-alargamento das articulações;  

-face grosseira; 

-proeminência do queixo;  

-boca grande;  

-deficiência auditiva;  

-leve opacidade de córnea;  

-dentes pequenos; 

-hepatomegalia; 

-obstrução de vias aéreas superiores; 

-comprometimento valvular do coração.  

Diferentemente de muitos EIM, os pacientes portadores de MPS IVA não 

apresentam nenhum retardo mental (Neufeld e Muenzer, 2001). O tecido conectivo 

(incluindo a cartilagem, a córnea e as válvulas cardíacas) por ser rico em queratan 

sulfato é o principal afetado nestes pacientes (Dvorak-Ewell et al., 2010).  

 Os sinais e sintomas característicos desta doença aparecem por volta dos 2-3 

anos de idade, sendo que os pacientes podem apresentar desde o fenótipo mais 

brando podendo chegar aos 70 anos, até o fenótipo mais severo, sobrevivendo 

somente até os 20-30 anos. Estes últimos representam aproximadamente 70% do 

total de pacientes com MPS IVA e esta sobrevida baixa é devido, principalmente, ao 

comprometimento pulmonar e instabilidade cervical que acomete estes pacientes 
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(Lankaster et al., 2006; Montaño et al., 2007; Martell et al., 2011; Tomatsu et al., 

2011). 

 Quando uma suspeita clínica de MPS IVA é levantada, juntamente com 

imagens radiográficas segue-se o diagnóstico laboratorial da doença. Como os 

pacientes com MPS excretam os GAG em excesso na urina, esta se torna um 

material biológico útil no screening inicial da doença. Para isso, utilizam-se testes 

qualitativos como a cromatografia de GAG (Lipiello e Mankin, 1971; Humbel e 

Chamoles, 1972), eletroforese uni ou bidimensional (Pennock 1976; Cappelletti et 

al., 1979), e testes quantitativos como o azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB do inglês 

1,9-Dimethyl-Methylene Blue). Os primeiros são especialmente úteis para detectar o 

tipo de GAG em excesso e direcionar os ensaios enzimáticos. Já o método de DMB 

é utilizado para acompanhamento da resposta do paciente ao tratamento (Barth et 

al., 1990; de Jong et al., 1992; Chih-Kuang et al., 2002). A cromatografia líquida 

acoplada à espectroscopia de massas em tandem (LC/MS/MS) vem sendo utilizada 

de forma promissora para a dosagem de queratan sulfato na urina. A técnica 

empregando LC/MS/MS pode ser utilizada tanto para avaliar o estado clínico de 

pacientes com MPS IVA quanto para determinar a resposta ao tratamento (Tomatsu 

et al., 2010). Após o screening urinário, o padrão ouro para o diagnóstico de Morquio 

A é a demonstração da atividade deficiente da enzima GALNS em leucócitos ou 

fibroblastos. Também são necessários testes adicionais para confirmar a integridade 

da amostra e para excluir outras desordens que podem reduzir a atividade da 

enzima GALNS, como deficiência múltipla de sulfatases ou mucolipidoses tipo II/III. 

A análise molecular pode confirmar o diagnóstico de Morquio A e detectar as 

mutações causais no gene GALNS (Wood et al., 2013).   

  

1.5 TERAPIA DE REPOSIÇÃO ENZIMÁTICA 

 

A terapia de reposição enzimática (TRE) consiste na reposição, por via 

intravenosa (i.v.), de uma forma ativa e recombinante da enzima deficiente, o que 

ocasiona, por conseguinte, uma diminuição do substrato acumulado na doença e 

uma provável melhora clínica. Esta terapia vem sendo utilizada, de forma 

promissora, em pacientes com MPS I, II e VI (Wraith, 2006; Bagewadi et al., 2008; 

Coman et al., 2008).  
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Há relatos na literatura de que pacientes com MPS I submetidos à TRE 

apresentaram melhora significativa na função respiratória, na capacidade física, 

redução de 25% da hepatoesplenomegalia e diminuição de 80% dos níveis de GAG 

urinários (Kakkis et al., 2001; Germain, 2005; Giugliani et al., 2009). A TRE se 

mostrou eficaz, também, em pacientes com MPS II, sendo que estes apresentaram 

melhora na função respiratória, no teste de caminhada de 6 minutos e redução do 

volume de fígado e baço (Muenzer et al., 2006; Muenzer et al., 2007; Wraith et al., 

2008; Okuyama et al., 2010; White et al., 2010). A administração de arilsulfatase B 

(N-acetilgalactosamina 4-sulfatase) reduziu significativamente os níveis de dermatan 

sulfato, melhorou a função respiratória e a capacidade física de pacientes MPS VI 

(Harmatz et al., 2008).   

A maior desvantagem deste tipo de tratamento é que a enzima fornecida i.v. 

não consegue atravessar a barreira hematoencefálica (Burrow et al., 2007). 

Contudo, como os pacientes MPS IVA apresentam somente comprometimento físico 

e não intelectual, eles seriam potenciais candidatos para o uso de TRE. 

Considerando o exposto, no início de 2014, o FDA (Food and Drug Administration - 

agência regulatória norte-americana) aprovou a TRE, realizada através da infusão 

i.v. da enzima recombinante GALNS (elosulfase alfa; Vimizim®, BioMarin 

Pharmaceutical Inc., Novato, CA,USA) em pacientes com MPS IVA. A empresa 

Biomarin já submeteu junto à ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) o 

pedido de registro para comercialização de Vimizim® no Brasil, entretanto este 

pedido ainda está em análise pela agência regulatória Brasileira.  

A dose recomendada do Vimizim® é de 2mg/kg, a qual deve ser administrada 

intravenosamente, uma vez por semana durante 3,5 a 4,5 horas. Também é 

recomendado o uso de anti-histamínicos, com ou sem antipiréticos, 30 a 60 minutos 

antes do início da infusão da TRE (Hendriksz et al., 2014). A elosulfase alfa foi 

produzida em cultura de células mutante de ovário de hamster chinês (CHO do 

inglês Chinese Hamster Ovary) geneticamente modificada para expressar o cDNA 

que codifica a proteína humana GALNS. A proteína produzida é idêntica à enzima 

lisossomal humana em termos de sequência de aminoácidos e sítios N-glicosilados. 

A farmacologia não clínica, a farmacocinética e a toxicologia da elosulfase alfa já 

foram avaliadas em estudos in vitro e em modelo animal, sendo que a enzima 

apresentou um perfil toxicológico e de segurança consistente com o observado em 
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programas não clínicos de outras TRE (Dvorak-Ewell et al., 2010).  Além da 

medicação se mostrar segura para utilização em humanos, os pacientes que fizeram 

uso da enzima semanalmente (durante seis meses) apresentaram melhora no teste 

de caminhada de 6 minutos e diminuição da excreção de queratan sulfato na urina 

(Hendriksz et al.,2014).  

 

1.6 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO  

 

Radicais livres (RL) são estruturas químicas com um elétron desemparelhado 

no seu último orbital, ou seja, ocupando um orbital atômico sozinho, o que confere 

uma alta reatividade à molécula. Em nosso organismo são produzidos radicais livres 

de carbono, enxofre, nitrogênio (espécies reativas de nitrogênio ou ERN) e oxigênio 

(espécies reativas de oxigênio ou ERO), sendo estas últimas as que ganham maior 

destaque devido à sua alta reatividade aos danos gerados às biomoléculas. As ERO 

podem ser produzidas por fontes exógenas, tais como a radiação, cigarro, solventes 

orgânicos, paraquat e paracetamol e por fontes endógenas, através de processos 

como a degradação de ácidos graxos, a fagocitose, citocromo P-450 e cadeia de 

transporte de elétrons. O termo ERO é utilizado tanto para RL de oxigênio, como o 

superóxido (O2
-), o radical hidroxil (OH) e o oxigênio singlet (O2

1), quanto para 

alguns não radicais capazes de gerar RL, como por exemplo, o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) que pode produzir o OH (Ramos-Vasconcelos et al., 2000; 

Halliwell e Gutteridge, 2007).   

Em situações fisiológicas o organismo consegue minimizar a ação das ERO 

através do sistema de defesa antioxidante.  A definição clássica para o termo 

antioxidante é a de qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações em relação a um substrato oxidável, significativamente diminui ou 

previne a oxidação deste substrato. As defesas antioxidantes que atuam em 

sistemas biológicos são compostas por antioxidantes não enzimáticos e 

antioxidantes enzimáticos. Nos primeiros estão incluídas as vitaminas (como por ex., 

A, C e E), a glutationa reduzida (GSH), os carotenóides, proteínas ligantes de metal 

(transferrina, ferritina) dentre outros.  Os antioxidantes não enzimáticos podem atuar 

de diversas maneiras, por exemplo, através da remoção do oxigênio presente no 

meio, como detoxificadores/sequestradores de RL, quelantes de íons metálicos e 

reparadores de lesão (Halliwell e Gutteridge, 2007). Já, entre os antioxidantes 
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enzimáticos, podem-se citar as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa-peroxidase (GPx). A SOD é uma metaloenzima que catalisa a 

dismutação do O2
- ao H2O2, o qual é menos reativo e pode ser degradado por 

outras enzimas, como a CAT ou a GPx. A CAT é uma ferrihemoenzima, localizada 

nos peroxissomos,  cuja principal função é converter H2O2 à água e oxigênio. A GPx 

é uma seleno-enzima que representa a principal defesa mitocondrial contra o H2O2,  

já que essas organelas, em geral, não possuem a CAT. A ação da GPx é baseada 

na oxidação da GSH ao dissulfeto correspondente (glutationa oxidada - GSSG) com 

consequente redução do H2O2 à água (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

De uma forma geral, o sistema de defesa antioxidante atua convertendo as 

espécies reativas (ER) em derivados inativos. Entretanto, em situações patológicas, 

pode ocorrer o aumento da produção de RL e/ou uma diminuição da capacidade do 

sistema antioxidante, gerando uma condição conhecida como estresse oxidativo. 

Entre as principais consequências do estresse oxidativo estão (Beckman e Ames, 

1998; Ramos-Vasconcelos et al., 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007):  

- lipoperoxidação das membranas celulares, podendo alterar sua fluidez e 

permeabilidade; 

- oxidação de proteínas, o que leva à alteração da atividade enzimática e mesmo à 

desnaturação, 

- lesão ao DNA/RNA celular, podendo causar mutações que, por sua vez, levam ao 

aparecimento de doenças como câncer, Parkinson, entre outras. 

 

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO E MARCADORES INFLAMATÓRIOS EM 

MUCOPOLISSACARIDOSES 

 

Muitos estudos demonstram o envolvimento do estresse oxidativo na 

patogênese dos EIM, sendo que o acúmulo de metabólitos tóxicos é apontado como 

o principal responsável pelo aumento de RL (Barschak et al., 2006; Deon et al., 

2007; Sitta et al., 2009; Ribas et al., 2010). 

Considerando a investigação de marcadores de estresse oxidativo em 

modelos animais de MPS, pode-se citar o estudo desenvolvido por Villani e 

colaboradores (2009), no qual experimentos foram realizados em camundongos 

MPS IIIB com 1, 3 e 6 meses de idade. Os resultados encontrados sugerem que, 

mesmo em estágio inicial da doença, o estresse oxidativo já está presente, pois no 
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primeiro mês de vida dos animais afetados observou-se aumento de peroxidação 

lipídica, oxidação de proteínas e de DNA em tecido cerebelar.  

Reolon e colaboradores (2009), utilizando modelo animal de MPS I, 

demonstraram um aumento da atividade de SOD em cerebelo, pulmão, diafragma, 

fígado e rins e um aumento de CAT em cerebelo, pulmão e baço. Adicionalmente, 

estes autores descreveram dano oxidativo a proteínas, pela determinação de 

grupamentos carbonila, em coração, baço e cerebelo de ratos MPS I. Os níveis de 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), marcador de lipoperoxidação, 

foram significativamente menores no cerebelo dos ratos afetados em comparação 

com o controle. Os autores sugeriram que, possivelmente, as enzimas antioxidantes 

SOD e CAT não foram capazes de prevenir o dano proteico verificado nos tecidos 

cardíaco e esplênico, enquanto que essa compensação pode ter ocorrido nos outros 

tecidos. No cerebelo, a elevação das duas enzimas foi capaz de diminuir o dano 

lipídico basal, mas não o dano proteico. Os resultados apresentados neste trabalho 

indicam um desbalanço oxidativo em modelo animal de MPS I.  

Através da reação em cadeia da polimerase, Arfi e colaboradores (2011), 

compararam a expressão gênica em tecidos cerebrais de ratos MPS IIIA e controles, 

com foco nos genes relacionados à inflamação, ao estresse oxidativo e à apoptose. 

Como resultado, eles identificaram genes superexpressos no sistema nervoso 

central dos ratos afetados, refletindo um estado de deterioração neurológica. Neste 

estudo, também foi observado que os ratos MPS IIIA apresentavam uma razão 

extremamente baixa entre a GSH e a sua forma oxidada - GSSG - refletindo uma 

perturbação oxidativa no ambiente celular, visto que a GSH fornece a principal 

defesa celular contra o dano oxidativo. Ao se administrar AAS (ácido acetilsalicílico - 

anti-inflamatório não esteroidal) nos ratos MPS IIIA, verificou-se um aumento na 

razão de GSH/GSSG acompanhado de uma normalização da expressão de genes 

relacionados ao estresse oxidativo e inflamação. Considerando que um fármaco 

anti-inflamatório se mostrou capaz de alterar marcadores oxidativos, fica 

evidenciada a relação entre estresse oxidativo e inflamação na fisiopatologia da 

MPS IIIA.  

Existem poucos relatos na literatura que avaliam os marcadores de estresse 

oxidativo em humanos portadores de MPS. As MPS I e II, para as quais a TRE já foi 

aprovada pela ANVISA, são as mais estudadas, visto que o objetivo da maioria dos 
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trabalhos é avaliar o efeito protetor ou danoso desta terapia em relação aos 

marcadores de estresse oxidativo. Pereira e colaboradores (2008) verificaram altos 

níveis de peroxidação lipídica em pacientes MPS I e níveis normais de GSH, antes e 

após a TRE. Além disso, demonstraram que a TRE foi capaz de induzir algumas 

alterações na atividade de CAT e SOD em momentos específicos do tratamento. 

Contudo, essas alterações enzimáticas não foram suficientes para diminuir os níveis 

de lipoperoxidação, sugerindo um importante papel do estresse oxidativo na 

fisiopatologia da MPS I, mesmo durante o tratamento. 

Em um estudo realizado com pacientes MPS II não tratados verificou-se dano 

oxidativo a proteínas (aumento de grupamentos carbonila e sulfidrila reduzida), a 

lipídeos (aumento de malondialdeído - produto final de lipoperoxidação), aumento da 

atividade da CAT e diminuição do status antioxidante total.  Durante a TRE os níveis 

de malondialdeído nestes pacientes reduziram significativamente e os grupamentos 

sulfidrila apresentaram-se aumentados até o terceiro mês, sugerindo um possível 

envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da MPS II e o papel protetor da 

terapia (Filippon et al., 2011a).  Além disso, a TRE foi capaz de diminuir o índice de 

dano ao DNA em pacientes MPS II, o qual se encontrava significativamente 

aumentado antes da terapia (Fillipon et al., 2011b). Neste mesmo trabalho foi 

possível inferir, através de correlações com outros parâmetros oxidativos, que o 

dano ao DNA encontrado em pacientes MPS II era de origem oxidativa. Ainda neste 

contexto, Negretto e colaboradores (2014a) demonstraram que pacientes MPS II sob 

TRE tiveram seus índices de lipoperoxidação e dano ao DNA diminuídos, assim 

como seus níveis de GAG.  Estes dados sugerem que, provavelmente, o acúmulo de 

metabólitos lisossomais esteja relacionado com o estresse oxidativo apresentado 

por estes pacientes. Além disso, foi visto em fibroblastos de pacientes MPS VI que a 

perda da degradação e reciclagem de GAG resulta em um desequilíbrio da 

homeostase celular, reduz a funcionalidade dos lisossomos comprometendo a 

autofagia, causando acúmulo de proteínas poliubiquitinadas e de função 

mitocondrial, levando à produção excessiva de ERO (Tessitore et al., 2009). 

O único relato na literatura relacionando MPS IVA e estresse oxidativo é um 

trabalho desenvolvido por Negretto e colaboradores (2014b) que investigou a 

atividade genotóxica da genisteína in vitro. A genisteína foi utilizada por ser uma 

opção de tratamento para pacientes MPS, uma vez que diminui os níveis dos GAG 
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acumulados. Entretanto, foi evidenciado neste trabalho que a genisteína causou 

dano ao DNA em leucócitos de pacientes MPS IVA, mesmo na menor concentração 

testada (10 μM), mostrando-se necessária a realização de estudos in vivo para 

determinação da dose que não seja lesiva ao DNA.  

No que concerne aos marcadores inflamatórios em MPS, grande parte dos 

relatos existentes foram realizados em modelos animais, sendo que em sua maioria, 

os trabalhos apontam como um dos responsáveis para o desencadeamento da 

inflamação o acúmulo de GAG. Simonaro e colaboradores (2001), utilizando 

condrócitos de ratos e gatos com MPS VI, demonstraram que o dermatan sulfato 

pode estar relacionado com o aumento da liberação de óxido nítrico e fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα) causando uma elevada taxa de morte celular. Wang e 

Roehrl (2002) mostraram que a administração de GAG em camundongos saudáveis 

induz artrite, tenossinovite, dermatite e infiltrado celular em vários tecidos 

conjuntivos. Neste trabalho eles discutem que a circulação ou liberação local de 

GAG é capaz de induzir a expansão clonal de várias células incluindo linfócitos T, B 

e macrófagos, indicando que os GAG alteram o sistema imune e causam inflamação 

crônica sistêmica (Wang e Roehrl, 2002). DiRosario e colaboradores (2009) 

estudaram o cérebro de ratos MPS IIIB e demonstraram uma significativa up-

regulação de genes e moléculas relacionados à imunidade, incluindo células T, 

células B, complemento, imunoglobulinas, receptores Toll-like, moléculas essenciais 

à apresentação antigênica, citocinas, quimiocinas e várias outras moléculas pró-

inflamatórias. Killedar e colaboradores (2010) verificaram que a transferência de 

linfócitos de camundongos MPS IIIB para camundongos normais causou 

neuroinflamação com expressão aumentada de citocinas pró-inflamatórias e 

infiltrado linfocitário. Em modelos animais de MPS VI e VII, foi verificado um 

processo de inflamação intracelular causado pelo acúmulo de GAG no lisossomo, o 

que poderia desencadear a liberação de citocinas, quimiocinas, proteases e óxido 

nítrico e culminar em apoptose e consequente destruição do tecido conectivo 

(Simonaro et al., 2008).  

Em modelo animal de MPS IIIB, Di Domenico e colaboradores (2009) 

demonstraram, após seis meses de terapia gênica aplicada através de um vetor 

diretamente no cérebro de ratos adultos, a redução significativa da expressão de 

vários genes relacionados ao estresse oxidativo e inflamação, corroborando com a 
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hipótese de que ambos estejam envolvidos na patogênese da MPS IIIB. Ohmi e 

colaboradores (2003) apontaram a ativação da microglia, devido à liberação do 

conteúdo lisossomal, em ratos com MPS I e IIIB. A ativação da microglia aumenta os 

danos através da inflamação e/ou através da liberação de ERO. Essa é uma das 

possíveis explicações para o envolvimento e ocorrência de processos inflamatórios 

juntamente com danos oxidativos em diversas doenças. A correlação entre 

inflamação e estresse oxidativo foi evidenciada em um estudo com pacientes 

portadores de Fabry (outra DLD que não a MPS) sob TRE. Neste estudo foi 

verificado um aumento dos marcadores de dano oxidativo a biomoléculas, 

juntamente com elevação de interleucina 6 (IL-6) e de TNFα nos pacientes tratados 

quando comparados com o grupo controle. Além disso, foi demonstrada correlação 

positiva significativa entre os níveis plasmáticos de IL-6 e níveis urinários de di-

tirosina, um marcador de dano oxidativo a proteínas (Biancini et al., 2012).  



 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 



 

 

 



 

35 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Considerando o grande número de evidências na literatura sobre a relação 

entre o estresse oxidativo e a inflamação nas MPS e a ausência de relatos utilizando 

pacientes com MPS IVA, o objetivo geral deste trabalho foi investigar os parâmetros 

de estresse oxidativo e inflamação em pacientes com MPS IVA submetidos à TRE, 

com o intuito de melhor compreender a fisiopatologia da MPS IVA e o efeito da TRE 

nos marcadores de estresse oxidativo e inflamação.  

  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

a) Avaliar as defesas antioxidantes enzimáticas (através da medida da atividade das 

enzimas SOD e GPx) e não enzimáticas (através da quantificação de GSH) em 

eritrócitos; 

b) Avaliar o dano oxidativo a lipídeos (através da quantificação de isoprostanos na 

urina) e proteínas (através da quantificação de grupamentos sulfidrilas em plasma e 

de di-tirosina na urina); 

c) Avaliar o dano ao DNA, pelo ensaio cometa em sangue total (valor basal e com o 

acréscimo da enzima Endonuclease III – Endo III) e pela determinação da 8-hidroxi-

2’- desoxiguanosina (8-OHdG) na urina; 

d) Quantificar os GAG na urina; 

e) Quantificar a citocina pró-inflamatória IL-6 no plasma; 

f) Correlacionar os biomarcadores oxidativos, inflamatórios e GAG entre si. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS  
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 Os resultados dessa dissertação serão apresentados na forma de 

capítulo/artigo científico. 

 

3.1 CAPÍTULO 1- ARTIGO 1: Oxidative stress and inflammation in 

Mucopolysaccharidosis type IVA patients treated with enzyme replacement 

therapy. 

 

 Artigo científico publicado no periódico BBA - Molecular Basis of Disease. 
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 Os EIM são distúrbios metabólicos de origem genética, em que a deficiência 

na atividade de uma enzima provoca o bloqueio de uma rota bioquímica e, com isso, 

ocorre o acúmulo de substratos e seus derivados (Scriver et al., 2001). Conforme 

Saudubray e Charpentier (2001), os EIM podem ser classificados em três grandes 

grupos, de acordo com a área do metabolismo afetada. Um destes grupos é 

composto pelos distúrbios na síntese ou degradação de macromoléculas complexas, 

caracterizados por sintomas permanentes, progressivos e não relacionados à 

ingesta alimentar. Fazem parte deste grupo as doenças peroxissomais e as DLD. 

Entre as DLD, as MPS aparecem como as mais prevalentes (Coelho et al., 1997). As 

MPSs são DLD ocasionadas pela degradação deficiente dos GAG. A primeira 

consequência biológica das MPSs é o aumento do número e tamanho dos 

lisossomos, com o intuito de conter o elevado conteúdo de moléculas não 

metabolizadas no seu interior. Entretanto, ainda não estão totalmente elucidados os 

mecanismos bioquímicos e celulares envolvidos com o dano celular e tecidual 

decorrente deste acúmulo intralisossomal (Futerman e van Meer, 2004).  

 Muitos estudos vêm demonstrando o envolvimento do estresse oxidativo e 

inflamação na patogênese dos EIM e, mesmo que esta relação não esteja bem 

elucidada, o acúmulo de metabólitos é apontado como o principal responsável pelo 

aumento de RL.  (Barschak et al., 2006; Deon et al., 2007; Sitta et al., 2009; Ribas et 

al., 2010; Biancini et al., 2012; Filippon et al., 2011a). Os RL ou ER são formados e 

degradados durante o metabolismo aeróbio normal das células e produzem efeitos 

benéficos quando em concentrações baixas a moderadas. Entre estes efeitos 

destacam-se: resposta celular contra agentes infecciosos, sinalização celular e 

transcrição gênica (Zheng e Storz, 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007; Valko et al., 

2007). Todavia, a produção exarcebada de RL/ER é deletéria e pode causar dano 

oxidativo a biomoléculas como lipídeos, proteínas, DNA/RNA, culminando em injúria 

celular e morte tecidual (Halliwell e Guteridge, 2007).  

 Apesar de haver inúmeros trabalhos relacionando estresse oxidativo aos EIM, 

existem apenas alguns estudos com DLD, especialmente MPS. Visto que os 

lisossomos são extremamente suscetíveis ao estresse oxidativo, o desbalanço entre 

a formação e degradação de ER parece ser de suma importância neste conjunto de 

doenças (Pereira et al., 2008; Reolon et al., 2009). A desestabilização da membrana 

lisossomal pode resultar na liberação de hidrolases e metabólitos acumulados para o 
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citosol, podendo causar apoptose ou necrose. Além disso, devido ao estresse 

oxidativo, a liberação do conteúdo lisossomal no citosol pode induzir um dano 

mitocondrial com produção secundária de O2
- e H2O2, sugerindo que o dano 

lisossomal possa causar ainda maior estresse oxidativo através da amplificação de 

um processo cíclico de geração de RL (Brunk et al., 2001; Zhao et al., 2003; Terman 

et al., 2006; Terman and Brunk, 2006).  

 Estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram 

evidências do envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da MPS II, além 

da demonstração que a TRE se mostrou protetora no que se refere ao dano a 

lipídeos, proteínas e DNA nestes pacientes (Filippon et al., 2011a; Filippon et al., 

2011b). Além disso, outro estudo desenvolvido pelo nosso grupo verificou que 

pacientes com a doença de Fabry (classificada como DLD) apresentam dano 

oxidativo a proteínas e lipídeos, diminuição das defesas antioxidantes e aumento 

nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, mesmo quando submetidos à TRE 

(Biancini et al., 2012).  Até o desenvolvimento do presente trabalho nenhum estudo 

havia avaliado o estresse oxidativo, em termos de defesas antioxidantes e dano 

oxidativo a biomoléculas, em pacientes com MPS IVA. Além disso, considerando a 

recente aprovação da TRE para estes pacientes e a melhora clínica apresentada por 

eles após o uso da terapia (Hendriksz et al.,2014), o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo e inflamação durante a 

vigência deste tratamento.  

 Foi verificado, no presente trabalho, que o conteúdo eritrocitário de GSH, a 

mais importante defesa antioxidante não enzimática dessas células, estava 

diminuído em pacientes MPS IVA em relação aos controles. A GSH age contra ER à 

medida que as sequestra, oxidando-se, e protegendo biomoléculas importantes 

(Halliwell, 2006). Dessa maneira, lipídeos, proteínas e DNA ficam mais vulneráveis 

ao ataque de ER, o que foi confirmado pelos experimentos de avaliação de dano a 

biomoléculas nestes pacientes. Além disso, foi observado um aumento na atividade 

enzimática da SOD em pacientes MPS IVA, mostrando, provavelmente, uma 

resposta do organismo à elevação de ER. Contudo, o aumento na atividade da SOD 

não foi acompanhado por um acréscimo na atividade da GPx, o qual seria 

necessário para que houvesse uma correta degradação do H2O2 formado pela SOD 

durante a dismutação do O2
- . Sendo assim, o H2O2 formado em excesso 
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permanece livre e, na presença de Fe+2 através da reação de Fenton, produz o OH, 

o qual é extremamente danoso a todas as classes de biomoléculas, formando 

rapidamente peróxidos lipídicos e radicais orgânicos (Halliwell, 2006). Considerando 

o exposto, pode-se propor, então, que o aumento da atividade de apenas uma 

enzima antioxidante pode ser prejudicial ao invés de benéfico, já que o equilíbrio 

entre a SOD e as enzimas de remoção de peróxido (como a GPx) é de importância 

primordial no sistema de defesa antioxidante celular (Bourdon e Blache, 2001). 

Corroborando com estes achados, um aumento de SOD sem aumento de GPx já 

havia sido verificado em modelo animal de MPS I (Reolon et al., 2009). Ainda, foi 

observado que ratos MPS IIIA apresentavam uma razão extremamente baixa entre 

GSH e a sua forma oxidada (GSSG), refletindo uma perturbação oxidativa no 

ambiente celular (Arfi et al., 2011). Sendo assim, em pacientes MPS IVA, o baixo 

conteúdo de GSH juntamente com o aumento da atividade da SOD sem um 

aumento na atividade de GPx, provavelmente contribua para o processo de estresse 

oxidativo encontrado nestes pacientes.   

 A lipoperoxidação pode ser definida como uma cascata de eventos 

bioquímicos resultante da ação dos RL sobre os lipídeos insaturados das 

membranas celulares, levando à destruição de sua estrutura, falha dos mecanismos 

de troca de metabólitos e, numa condição extrema, à morte celular (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). A lipoperoxidação pode ser considerada o evento citotóxico 

primário que desencadeia uma sequência de lesões na célula. Entre as alterações 

desencadeadas pela lipoperoxidação podem-se citar (Halliwell e Gutteridge, 2007):  

- alterações nas membranas levando a transtornos da permeabilidade, 

alterando o fluxo iônico (e de outras substâncias) e resultando em perda da 

seletividade para entrada e/ou saída de nutrientes e substâncias tóxicas à 

célula; 

- alterações do DNA, levando a lesões mutagênicas; 

 - oxidação de lipoproteína de baixa densidade (LDL); 

- comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, 

colágeno e elastina).  

 Basicamente, a lipoperoxidação consiste na incorporação de oxigênio 

molecular a um ácido graxo poliinsaturado para produzir um hidroperóxido lipídico 

(LOOH) como produto inicial. Nos sistemas biológicos este processo pode ocorrer 
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principalmente por duas vias, sendo a primeira uma via enzimática envolvendo as 

ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenação dos ácidos graxos poliinsaturados e 

a segunda a peroxidação não enzimática, que envolve a participação de ERO, ERN, 

metais de transição e outros RL (Halliwell e Gutteridge, 2007).  A lipoperoxidação 

resulta na formação de hidroperóxidos lipídicos e aldeídos, tais como o 

malondialdeído, 4-hidroxinonenal e os isoprostanos, que podem ser detectados em 

amostras biológicas e utilizados para a avaliação do estresse oxidativo. No presente 

trabalho os níveis de isoprostanos urinários, derivados da oxidação do ácido 

aracdônico (15-F2t-isoprostano), foram determinados, visto que estão sendo 

considerados marcadores bastante confiáveis no que diz respeito ao dano oxidativo 

a lipídeos (Basu, 2008). Os pacientes com MPS IVA apresentaram aumento deste 

marcador urinário quando comparados com indivíduos controle, demonstrando a 

presença de lipoperoxidação nestes pacientes mesmo quando submetidos à TRE. 

Corroborando com os dados apresentados, pacientes MPS I sob TRE também 

apresentaram dano a lipídeos, mensurado através do aumento dos níveis de TBARS 

(Pereira et al., 2008). Entretanto, a TRE conseguiu diminuir os níveis de 

malondialdeído em pacientes MPS II quando comparados aos pacientes antes da 

terapia (Filippon et al., 2011a).  

 Ainda no que diz respeito ao dano oxidativo a biomoléculas, nós observamos 

aumento nos níveis urinários de di-tirosina e diminuição do conteúdo plasmático de 

grupamentos sulfidrila nos pacientes MPS IVA sob TRE quando comparados com 

indivíduos controle. Cerca de 60-70% dos grupamentos sulfidrila estão ligados a 

proteínas, sendo assim é importante enfatizar que a diminuição nos níveis de 

grupamentos sulfidrila observada no plasma de pacientes com MPS IVA representa, 

predominantemente, dano oxidativo proteico (Requejo et al., 2010). A maioria dos 

grupamentos tióis de proteínas está presente nos resíduos de cisteína e a oxidação 

desses grupos leva à formação de pontes dissulfeto, o que altera o estado redox da 

molécula, sua estrutura e funcionalidade podendo comprometer a atividade de 

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

Whiteman, 2004). Levando em consideração os 30-40% de grupamentos sulfidrila 

restantes estão presentes no plasma na forma de moléculas como a glutationa, a 

qual pode ser reversivelmente oxidada por ER atuando como antioxidante, uma 

diminuição do seu conteúdo aponta para um desbalanço oxidativo (Bourdon e 
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Blache, 2001). O aumento dos níveis de di-tirosina urinária reforça a ideia de 

oxidação de proteínas encontradas em pacientes MPS IVA, pois a di-tirosina é 

formada através da oxidação de resíduos adjacentes de tirosina em proteínas e 

excretada na urina sem sofrer metabolismo (Mc Guire et al., 2009). O dano oxidativo 

a proteínas pode ser prejudicial in vivo por efeitos diretos (alteração ou perda de 

função de enzimas ou transportadores) ou por contribuir indiretamente no dano a 

outras biomoléculas (p. ex. dano a enzimas de reparo pode perpetuar o dano ao 

DNA). Ainda, a alteração direta da estrutura protéica por oxidação pode 

desencadear resposta autoimune, visto que as proteínas modificadas são 

reconhecidas como não próprias pelo sistema imune (Halliwell e Whiteman, 2004). 

Dano oxidativo a proteínas já foi observado em modelo animal de MPS I, através do 

aumento de carbonilas (Reolon et  al., 2009) e em pacientes MPS II, através de 

diminuição de sulfidrila e aumento de carbonila. Nestes últimos, a TRE foi capaz de 

aumentar os níveis de sulfidrila somente durante os três primeiros meses de 

tratamento e não conseguiu alterar os níveis de carbonila (Filippon et al., 2011a).  

 O dano ao DNA vem sendo associado com um vasto número de patologias, 

incluindo os EIM (Sitta el al., 2009; Filippon et al., 2011b; Negretto et al., 2014b). 

Com o intuito de verificar se os pacientes MPS IVA sob TRE apresentavam dano ao 

DNA nós utilizamos o ensaio cometa. Esta técnica é amplamente utilizada para 

avaliar o dano ao DNA por se tratar de uma metodologia simples, rápida e de baixo 

custo (Liao et al.,  2009). O ensaio cometa permite avaliar dano ao DNA em células 

individuais sob condições alcalinas e após a desnaturação do DNA é possível a 

verificação de quebras simples e duplas e sítios álcali-lábeis (Singh et al., 1988; Tice 

et al., 2000). Os leucócitos individualizados, misturados à agarose e espalhados 

sobre uma lâmina são submetidos a uma corrente elétrica que proporciona a 

migração dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebra, para fora do núcleo. 

Após a eletroforese, as células são coradas e analisadas em microscópio. O dano 

ao DNA é quantificado, neste método, analisando-se 100 células (leucócitos) da 

amostra biológica, as quais recebem um escore que varia de 0 (célula sem dano) até 

4 (dano máximo) de acordo com o tamanho da cauda, quanto maior a cauda maior o 

dano ao DNA (Burlinson et al., 2007; Tice et al., 2000). Além disso, para que se 

possa determinar se o dano tem origem oxidativa é possível adicionar enzimas de 

reparo (sobre a amostra antes da eletroforese), as quais reconhecem as bases 
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oxidadas e as removem, aumentando o dano visualizado em microscópio através do 

aumento da cauda. A enzima utilizada neste trabalho é conhecida como 

Endonuclease III (Endo III) e reconhece bases pirimidínicas oxidadas (Dušinská e 

Collins, 2010). Nossos resultados mostraram níveis aumentados de dano ao DNA 

nos pacientes MPS IVA sob TRE quando comparados ao grupo controle, sendo que 

o dano observado foi oxidativo em bases pirimidínicas. O dano ao DNA também foi 

observado em pacientes com MPS II, sendo que a TRE foi capaz de diminuir os 

níveis deste dano nos pacientes tratados quando comparados com pacientes não 

tratados, mas os valores não chegaram a níveis de controle. Além disso, foi 

verificada correlação positiva entre os marcadores de dano oxidativo a proteínas e 

lipídeos e o dano ao DNA, mostrando que provavelmente o dano ao DNA seja de 

origem oxidativa (Filippon et al., 2011b). 

 A 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) é um produto da oxidação da base 

purínica guanosina e é formada quando o OH ataca o DNA mitocondrial e nuclear 

(Halliwell e Guterridge, 2007). O DNA oxidado é continuamente reparado e os 

nucleosídeos que sofreram dano são excretados na corrente sanguínea e urina 

(Cooke et al., 2003). Altas concentrações urinárias de 8-OHdG são encontradas em 

pacientes com aterosclerose, nefrolitíase, câncer, hipertensão, epilepsia e diabetes 

tipo II (Nakanish et al., 2004; Wu et al., 2004; Boonla et al., 2007; Ercegovac et al., 

2010; Subash et al., 2010; Jaruga et al., 2012). No que concerne aos EIM, foi 

descrito na literatura que pacientes fenilcetonúricos com altos níveis sanguíneos de 

fenilalanina (devido ao não seguimento da dieta recomendada) apresentaram 

aumento de 8-OHdG em soro. Além disso, neste mesmo trabalho foi verificada uma 

correlação significativa positiva entre os níveis de 8-OHdG e fenilalanina e uma 

correlação significativa negativa entre os níveis de 8-OHdG e o status antioxidante 

nos pacientes fenilcetonúricos (Schulpis et al., 2005). Nossos resultados mostraram 

que pacientes com MPS IVA também apresentam níveis urinários aumentados de 8-

OHdG quando comparados com indivíduos saudáveis. Combinando este resultado 

àqueles obtidos pelo ensaio cometa pode-se presumir que pacientes MPS IVA sob 

TRE apresentam dano oxidativo ao DNA tanto em bases purínicas quanto em 

pirimidínicas. Além disso, os níveis aumentados de 8-OHdG nos pacientes com MPS 

IVA nos permite concluir que o aumento da atividade da SOD não acompanhado 
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pelo aumento da atividade da GPx, que foi discutido anteriormente, realmente causa 

um acúmulo de OH, o qual é capaz de atacar o DNA formando 8-OHdG.  

Com o intuito de investigar os mecanismos subjacentes à inflamação, avaliou-

se a citocina pró-inflamatória IL-6, a qual se apresentou aumentada em pacientes 

com MPS IVA sob TRE. Este resultado proporciona indícios de que o estado pró-

inflamatório ocorre nestes pacientes. Há poucos estudos sobre mediadores 

inflamatórios em mucopolissacaridoses, sendo a maioria realizada em modelos 

animais. Estes estudos apontam para uma elevada expressão de moléculas 

inflamatórias e citocinas secundárias ao acúmulo de GAG em MPS tipo IIIB, VI e VII 

(Villani et al., 2009; Villani et al., 2007; Simonaro et al., 2008). Em nosso trabalho 

também observamos uma correlação inversa entre GSH e IL-6. Estes dados podem 

sugerir que o processo inflamatório está associado ao estado oxidativo em pacientes 

com MPS IVA, e é consistente com estudos envolvendo modelo animal de MPS I, 

IIIA e IIIB (Di Domenico et al, 2009;. Arfi et al, 2011, Ohmi et al., 2003). Além de 

uma possível liberação de IL-6 decorrente do mecanismo inflamatório desencadeado 

pelo acúmulo de GAG, pode-se propor que a IL-6 possa ser liberada (como citocina 

mediadora) durante o processo autoimune iniciado pelo reconhecimento de 

proteínas oxidadas como não-próprias pelo organismo (Halliwell e Whiteman, 2004). 

Outra hipótese seria que o aumento de IL-6 nos pacientes MPS IVA poderia ser 

derivado da cascata inflamatória desencadeada pela produção de anticorpos 

antidroga, comumente encontrados em pacientes que fazem uso de TRE.  Em 

estudo recente, foi verificado que todos os pacientes MPS IVA tratados com 

elosulfase alfa produzem anticorpos antidroga, contudo a produção dos anticorpos 

não apresentou relação com a eficácia da terapia (Schweighardt et al., 2014).  

 Considerando que os níveis urinários de GAG ainda estavam elevados nos 

pacientes MPS IVA sob TRE em comparação com o grupo controle, pode-se supor 

que os GAG estão relacionados, pelo menos em parte, com o dano oxidativo e com 

a inflamação encontrada em pacientes com MPS IVA. Os dados mostrados pelo 

presente trabalho, para pacientes com MPS IVA sob TRE, estão de acordo com os 

encontrados em pacientes com Fabry também submetidos à TRE, uma vez que os 

pacientes Fabry apresentaram dano oxidativo a lipídeos e proteínas, diminuição das 

defesas antioxidantes e aumento de biomarcadores inflamatórios (Biancini et al., 

2012).  



 

58 

 

 Em suma, a importante contribuição deste trabalho foi a verificação da 

presença de estresse oxidativo e inflamação em pacientes MPS IVA, mas deve-se 

analisar os resultados com cuidado, visto que somente pacientes sob TRE foram 

incluídos. Sobretudo, os dados aqui apresentados apontam para a necessidade de 

outros estudos propondo novas abordagens terapêuticas complementares à TRE 

com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes com MPS IVA. 

Considerando o estresse oxidativo encontrado nestes pacientes, pesquisas e 

estudos clínicos futuros são necessários para revelar o quão segura e efetiva seria a 

suplementação com antioxidantes em combinação com a TRE nos pacientes com 

MPS IVA. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSÕES 
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 A partir dos resultados obtidos neste estudo em pacientes MPS IVA sob à 

TRE, foi possível concluir que os pacientes portadores desta patologia apresentam: 

 

a) Prejuízo de defesas antioxidantes enzimáticas (aumento de SOD não 

acompanhado por aumento de GPX) e não enzimáticas (diminuição de GSH); 

b) Dano oxidativo a lipídeos (isoprostanos) e proteínas (sulfidrila e di-tirosina); 

c) Altos níveis de dano ao DNA de origem oxidativa, em bases purínicas e 

pirimidínicas; 

d) Aumento da citocina pró-inflamatória IL-6; 

e) Correlação significativa negativa de IL-6 com defesa antioxidante não 

enzimática (GSH), 

f) Aumento de GAG urinários. 

 

 Dessa maneira, conclui-se que os estados pró-inflamatório e pró-oxidante 

ocorrem e estão correlacionados em pacientes com MPS IVA mesmo submetidos à 

TRE. Assim pode-se sugerir que a suplementação com antioxidantes em 

combinação com a TRE deve ser considerada como uma promissora abordagem 

terapêutica aos pacientes portadores de MPS IVA.  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. PERSPECTIVAS 



 

 

 

 
 



 

65 

 Pretendemos dar continuidade a este trabalho estudando pacientes com MPS 

IVA antes de iniciar o tratamento com TRE (no momento do diagnóstico) e ao longo 

da terapia. Para tanto, objetivaremos comparar estes dois grupos de pacientes nos 

parâmetros já analisados e faremos análises adicionais, incluindo a dosagem de 

outros marcadores inflamatórios e de estresse oxidativo. Faremos também um teste 

in vitro com antioxidantes, para verificar o efeito da suplementação com 

antioxidantes em conjunto com a TRE.  

 Considerando o exposto, as perspectivas deste trabalho são: 

a) Avaliar as defesas antioxidantes enzimáticas (através da medida da atividade das 

enzimas CAT, SOD, GPx e GR) e não enzimáticas (através da quantificação de 

GSH) em eritrócitos e realizar teste in vitro com antioxidantes;  

b) Avaliar as defesas antioxidantes não enzimáticas (Status Antioxidante Total – 

TAS – e Reatividade Antioxidante Total – TAR) no plasma e na urina; 

c) Avaliar o dano oxidativo a lipídeos (através da quantificação de MDA em plasma e 

de isoprostanos e hidroperóxidos na urina) e proteínas (através da quantificação de 

grupamentos carbonilas e sulfidrilas em plasma e de di-tirosina na urina); 

d) Avaliar o dano ao DNA (pelo ensaio cometa com a adição de enzimas e pela 

dosagem de 8-OHdG em urina) e realizar teste in vitro com antioxidantes; 

e) Quantificar queratan sulfato e condroitin-6-sulfato na urina por LC/MS/MS; 

f) Quantificar biomarcadores inflamatórios (IL-6, IL-1β, IL-8, TNFα, IFNϒ) no plasma, 

g) Correlacionar os parâmetros bioquímicos, oxidativos e inflamatórios entre si. 
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8. ANEXOS 

 



 

 



 

83 

 

8.1 ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PARA PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IVA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IVA 

  

  Você, portador de Mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA), está sendo 

convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Investigação dos 

Biomarcadores de Estresse Oxidativo em pacientes portadores de 

mucopolissacaridose tipo IVA submetidos à terapia de reposição enzimática”. 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 mucopolissacaridose 

tipo IVA. Também será avaliado o efeito da terapia de reposição enzimática 

utilizada para esta doença sobre a ação destas substâncias antioxidantes e dos 

radicais livres. Os dados necessários para a realização do projeto serão 

obtidos através de entrevistas realizadas com você (portador de MPS IVA) e/ou 

seus responsáveis legais, das coletas de sangue periférico e urina. Estes 

dados serão coletados nos dias de consultas rotineiras, não sendo necessário 

o seu comparecimento em consultas extras. Caso sejam necessários dados 

adicionais estes serão obtidos no seu prontuário do Hospital.  

 É muito importante que você saiba que os dados (entrevista, resultados 

das análises de sangue e urina) obtidos com sua doação, são de relevante 

importância científica para o melhor entendimento da MPS IVA, e 

principalmente para avaliação da terapia de reposição enzimática. Sendo que 

esses resultados virão beneficiar outros pacientes com a mesma doença.  

 Os riscos e desconfortos causados pela coleta de material biológico para 

o estudo são semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue e urina para 

exames laboratoriais de rotina. O material coletado será utilizado única e 

exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das 

informações obtidas e que o indivíduo, ou seja, você terá acesso às mesmas. 

Os materiais coletados não serão armazenados em banco de material biológico 

e os resultados obtidos serão agrupados e expressos através de resultados 
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numéricos, sem qualquer referência a elementos que possam identificar as 

pessoas que participaram do estudo. 

 Cabe salientar que a sua participação no estudo é totalmente voluntária, 

e que a sua desistência não trará implicações ao seu atendimento clínico no 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre. É importante ressaltar também, que você 

não receberá 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.  

 Os pesquisadores responsáveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla 

Vargas e a mestranda Bruna Donida) 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, das 8h às 

17h.  

 Este documento será elaborado em duas vias, sendo que uma delas 

(assinada por nós) será entregue a você, participante da pesquisa, e a outra 

será mantida com o nosso grupo de pesquisa.  

 Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado 

sobre o projeto de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de não 

participar do estudo e tive minhas dúvidas esclarecidas.  

   

 

Data:____________ 

Nome:__________________________________________________________ 

Nome do responsável legal:_________________________________________ 

Assinatura:______________________________________________________ 

Nome do pesquisador:_____________________________________________ 

Assinatura do pesquisador:_________________________________________ 
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8.2 ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PARA PACIENTES CONTROLE 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

PACIENTES CONTROLES 

 

Você está sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa 

intitulado “Investigação dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo em pacientes 

portadores de mucopolissacaridose tipo IVA submetidos à terapia de reposição 

enzimática”. 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 a 

doença genética mucopolissacaridose tipo IVA. Também será avaliado o efeito 

da terapia de reposição enzimática utilizada para esta doença sobre a ação 

destas substâncias antioxidantes e dos radicais livres.  

Para que este estudo seja realizado, é necessária uma comparação 

entre um grupo de pacientes que apresentam a doença com um grupo de 

pacientes que não apresentam. Você, portanto, está sendo convidado a 

participar deste estudo como controle, ou seja, como não portador de 

mucopolissacaridose tipo IVA. Os dados necessários para a realização do 

projeto serão obtidos através de entrevistas realizadas com você e/ou seus 

responsáveis legais, das coletas de sangue periférico e urina. Estes dados 

serão coletados nos dias de consultas rotineiras, não sendo necessário o seu 

comparecimento em consultas extras. 

Para participar, você fará coleta de sangue e urina, juntamente com as 

coletas solicitadas rotineiramente pelo seu médico. Os riscos e desconfortos 

causados pela coleta de material biológico para o estudo são semelhantes aos 

envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina. A sua 

participação neste estudo não trará benefício direto a você, porém, os dados 

advindos com a sua doação são de importância científica relevante para o 

estabelecimento de novos tratamentos para esta doença, bem como para o 

melhor entendimento desta patologia. O material coletado será única e 

exclusivamente utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo reservado a 
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você o acesso às mesmas. Além disso, o material coletado não será 

armazenado em banco de material biológico.   

As informações individuais levantadas pela pesquisa são confidenciais. 

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.  

Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais 

serão cobertas por verbas do próprio Projeto de Pesquisa, portanto, 

completamente gratuitas para você.  

Caso você queira retirar-se em definitivo da pesquisa, terá total liberdade 

para fazê-lo, sem que isso prejudique futuros atendimentos no Laboratório de 

Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia da UFRGS. 

O seu material (sangue) coletado, após análise, será destruído e os seus 

dados excluídos do nosso banco de dados.  

Os pesquisadores responsáveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla 

Vargas e a mestranda Bruna Donida) 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, das 8h às 

17h.  

Este documento será elaborado em duas vias, sendo que uma delas 

será entregue a você (assinado por nós), participante da pesquisa, e a outra 

será mantida com o nosso grupo de pesquisa.  

Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado 

sobre o projeto de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de não 

participar do estudo e tive minhas dúvidas esclarecidas. 

 

Data:____________ 

Nome:__________________________________________________________ 

Nome do responsável legal:_________________________________________ 

Assinatura:______________________________________________________ 

Nome do pesquisador:_____________________________________________ 

Assinatura do pesquisador:_________________________________________ 
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8.3 ANEXO 3- COMPROVANTE DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

EM PESQUISA 


