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RESUMO 

A mucopolissacaridose tipo II (MPS II) é uma doença lisossômica de depósito 

ocasionada pela degradação deficiente dos glicosaminoglicanos (GAGs) heparan 

sulfato e dermatan sulfato devido à deficiência da enzima iduronato-2-sulfatase. O 

principal tratamento para a MPS II é a administração da forma recombinante da 

enzima, em um processo conhecido como terapia de reposição enzimática (TRE). 

Considerando que estudos prévios de nosso grupo mostraram um possível papel 

protetor da TRE contra o estresse oxidativo nos seis meses iniciais de tratamento, e 

como este processo, assim como a inflamação, parece estar envolvido na 

patogênese da MPS II, o objetivo principal deste trabalho foi investigar o efeito a 

longo prazo da TRE em diversos marcadores de estresse oxidativo e pró-

inflamatórios em pacientes MPS II. Foram analisadas amostras de plasma, 

eritrócitos e urina de pacientes MPS II (n=9) e em indivíduos saudáveis (n=10), 

pareados por idade e sexo. O tempo médio de tratamento com TRE foi de 4,6 anos. 

Os pacientes apresentaram um aumento significativo nos dois marcadores de 

peroxidação lipídica analisados – conteúdo de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico em plasma e concentração de 15-F2t-isoprostanos na urina. Os 

resultados indicaram certo grau de dano oxidativo a proteínas, determinado através 

da dosagem de di-tirosina na urina. No entanto, não houve alterações no conteúdo 

de grupamentos carbonila e sulfidrila em plasma. Nossos resultados também 

mostraram que nos pacientes MPS II há maior concentração de espécies reativas de 

nitrogênio (ERN) tanto em plasma como em urina. Foram medidas as concentrações 

plasmáticas dos mediadores inflamatórios interleucina-1β (IL-1β) e fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α), ambos aumentados nos pacientes em relação ao grupo controle. 

Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos com relação à 

defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas. Os níveis de GAGs urinários 

foram encontrados aumentados em relação ao controle. Por fim, foram verificadas 

correlações positivas entre as concentrações urinárias de GAGs e os conteúdos de 

carbonilas, di-tirosina e nitrato/nitrito. Isto demonstra a possível relação dos GAGs 

na geração de ERN e no dano a biomoléculas. Além disto, as concentrações de IL-

1β foram correlacionadas com as de TNF-α, bem como com a concentração de 

óxido nítrico em plasma. Somados, estes resultados evidenciam que a TRE é capaz 

de proteger, em certo grau, contra a oxidação proteica e contra alterações das 



 
 

 
 

defesas antioxidantes. Por outro lado, a lipoperoxidação, a inflamação, os níveis de 

GAGs e a produção de ERN não parecem melhorar em função da TRE, ainda que a 

longo prazo. Com isso, sugere-se que o estudo de novas abordagens terapêuticas 

para a MPS II, complementares à TRE, possa ser promissor, a fim de que haja maior 

proteção contra mecanismos deletérios, como o dano a biomoléculas e a liberação 

de mediadores inflamatórios. 

Palavras-chave: Mucopolissacaridose tipo II; Estresse oxidativo; Inflamação; 

Terapia de reposição enzimática; Espécies reativas de nitrogênio.



 
 

 
 

ABSTRACT 

Effects of long-term enzyme replacement therapy on oxidative stress and 

inflammation in patients with mucopolysaccharidosis type II 

Mucopolysaccharidosis type II (MPS II) is a lysosomal storage disorder, caused by a 

deficient degradation of the glycosaminoglycans (GAGs) heparan sulfate and 

dermatan sulfate, due to a deficient activity of the enzyme iduronate-2-sulfatase. The 

main treatment for MPS II is the administration of the recombinant enzyme, in a 

process known as enzyme replacement therapy (ERT). Previous studies from our 

group showed a possible protective role of ERT against oxidative stress during the 

first six months of treatment. Considering that this process, as well as inflammation, 

seem to be involved on MPS II pathogenesis, the aim of this study was to investigate 

the effect of long-term ERT upon several biomarkers of inflammation and oxidative 

stress in MPS II patients. It was analyzed plasma, erythrocyte and urine samples 

from MPS II patients (n=9) and from age- and sex-matched controls (n=10). The 

mean time on ERT was 4.6 years. Patients presented an increase of the two lipid 

peroxidation markers that were analyzed – thiobarbituric acid-reactive substances 

plasmatic content and 15-F2t-isoprostanes urine concentration. The results indicated 

some degree of protein oxidative damage, determined by di-tyrosine measurement in 

urine. However, there were no alterations on plasmatic carbonyl and sulfhydryl 

content. Our results also showed that there are higher contents of reactive nitrogen 

species (RNS) in plasma and urine of MPS II patients than in controls. It was 

measured the plasmatic concentrations of interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), and both were found increased compared to control group. No 

significant differences of enzymatic and non-enzymatic defenses were observed 

between groups. Urinary GAGs levels were found higher in patients than in controls. 

Moreover, it was verified positive correlations between GAGs levels and carbonyl, di-

tyrosine, and nitrate/nitrite contents. These facts show a possible relation of GAGs on 

RNS production and damage to biomolecules. Furthermore, IL-1β concentration was 

found correlated to TNF-α and nitric oxide levels. All together, these results show that 

ERT is able to provide some protection against protein oxidation and antioxidant 

defenses alterations. On the other hand, lipid peroxidation, inflammation, GAGs 

levels and RNS production do not seem to improve during ERT, not even under long-



 
 

 
 

term ERT. Considering these facts, it is suggested that new therapeutical 

approaches for MPS II, in combination with ERT, can be promising and should be 

investigated, in order to increase the protection against some deleterious 

mechanisms like inflammation and biomolecules damage. 

Keywords: Mucopolysaccharidosis type II; Oxidative stress; Inflammation; Enzyme 

replacement therapy; Reactive nitrogen species.
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I. INTRODUÇÃO 

 

I.1. Erros Inatos do Metabolismo 

 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) correspondem a um grande grupo de 

distúrbios genéticos hereditários, causados pela síntese alterada de uma proteína – 

geralmente uma enzima – envolvida em alguma via do metabolismo. Esta alteração 

ocasiona um bloqueio parcial ou total da rota metabólica em questão, levando a um 

acúmulo dos substratos da etapa anterior à interrompida e à diminuição da síntese 

dos produtos. Ainda, vias metabólicas alternativas podem ser ativadas, em um 

mecanismo compensatório que vise a diminuir as concentrações dos substratos 

acumulados e/ou aumentar a concentração dos produtos. Dependendo da 

importância da via afetada pelo EIM, a repercussão clínica no indivíduo afetado pode 

variar, geralmente apresentando sintomatologia grave, e muitas vezes letal (Scriver 

et al. 2001) 

Individualmente, a frequência dos EIM é baixa; entretanto, em conjunto, 

atingem um a cada 1000 nascidos, e correspondem a 10% de todas as doenças 

genéticas (Jimenez-Sanchez et al. 2001; Scriver et al. 2001). O padrão de herança 

dos EIM pode ser autossômico recessivo – o que ocorre para a maioria das doenças 

–, autossômico dominante, ou ligado ao cromossomo X (Regateiro 2003). 

Tradicionalmente, os EIM são classificados de acordo com o tipo de 

biomolécula que tem seu metabolismo afetado, por exemplo: EIM de glicídios, de 

aminoácidos, de ácidos orgânicos, de glicosaminoglicanos, de lipídios, etc. (Scriver 

et al. 2001). Já na classificação proposta por Saudubray e Charpentier (2001), os 

EIM são agrupados em três grandes classes:  

1) Distúrbios no catabolismo de moléculas complexas: como por exemplo, as 

doenças lisossômicas de depósito e as doenças peroxissomais; 

2) Distúrbios com déficit energético: como nas doenças da cadeia 

transportadora de elétrons, defeitos na oxidação de ácidos graxos e defeitos 

na gliconeogênese; 

3) Erros inatos do metabolismo intermediário: distúrbios que levam à 

intoxicação aguda ou crônica em função do acúmulo de substratos tóxicos. 
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Enquadram-se nesta classificação as aminoacidopatias e as acidemias 

orgânicas, por exemplo. 

Este trabalho é enfocado em um EIM dos glicosaminoglicanos, sendo, portanto, 

classificado como um distúrbio do catabolismo de moléculas complexas, mais 

especificamente um doença lisossômica de depósito. 

 

I.1.1. Doenças Lisossômicas de Depósito 

As doenças lisossômicas de depósito (DLDs) são um grupo de EIM, o qual é 

integrado por aproximadamente 50 doenças, nas quais há uma deficiência parcial ou 

total da atividade de uma enzima lisossomal específica, acarretando no acúmulo de 

macromoléculas complexas não-metabolizadas dentro da organela. As enzimas 

deficientes nas DLDs podem ser integrantes de vias catabólicas de esfingolipídios, 

glicosaminoglicanos, colesterol, glicoproteínas, etc. (Ballabio e Gieselmann 2009; 

Hartung et al. 2004; Futerman e van Meer 2004). 

Da mesma maneira que os EIM como um todo, a incidência isolada das DLDs 

é baixa; em conjunto, estima-se que elas acometam aproximadamente um em cada 

8000 nascidos vivos (Fuller et al. 2006; Meikle et al. 1999). No Brasil, Coelho et al. 

(1997) estimaram uma frequência relativa das DLDs de 59,8% entre pacientes com 

EIM. 

Geralmente, o início dos sintomas nos pacientes com DLDs é mais tardio 

quando comparado a doenças do metabolismo intermediário, como 

aminoacidopatias e acidemias orgânicas. Apesar de o acúmulo intralisossomal de 

macromoléculas se iniciar ainda na vida intrauterina, as manifestações clínicas da 

DLD tornam-se mais evidentes por volta dos dois anos de vida, evoluindo em curso 

progressivo, crônico, e com alta morbidade e mortalidade (Futerman e van Meer 

2004; Mabe et al. 2003). A grande variação fenotípica, característica dos EIM, 

também está presente nas DLDs; porém, de um modo geral, alterações ósseas, 

cartilaginosas, oculares e neurológicas são comuns à maioria das doenças deste 

grupo (Parenti et al. 2013; Futerman e van Meer 2004). 

 

I.1.1.1. Mucopolissacaridoses 
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Dentre as DLDs, as mucopolissacaridoses (MPSs) representam um subgrupo 

de doenças caracterizadas pela deficiência em uma das 11 enzimas da rota de 

degradação dos glicosaminoglicanos (GAGs). Integrantes da matriz extracelular – 

ligados a um núcleo proteico, formando, então, os proteoglicanos –, os GAGs são 

cadeias polissacarídicas longas e lineares, formadas por unidades dissacarídicas 

repetidas. Devido a sua estrutura química ser altamente polar e eletricamente 

carregada, os GAGs possuem grande capacidade de absorver água, formando 

matrizes hidratadas nos espaços intercelulares e intersticiais (Esko et al. 2009). Por 

essa razão, os GAGs eram anteriormente conhecidos como mucopolissacarídios. O 

alto caráter hidrofílico dos GAGs faz com que sua presença na constituição dos 

proteoglicanos seja crucial para a manutenção da conformação característica dos 

tecidos, assim como de sua elasticidade. Os principais tipos de GAGs são: heparan 

sulfato, dermatan sulfato, condroitin 6-sulfato, queratan sulfato, heparina e ácido 

hialurônico, conforme representados na Figura 1. 

 

 

Figura 1. Estrutura química dos GAGs (adaptado de Berg et al. 2006). 

 

Com exceção do ácido hialurônico, os GAGs que chegam ao lisossomo são 

produtos de degradação dos proteoglicanos. Após a clivagem proteolítica, os GAGs 

são separados do core proteico dos proteoglicanos presentes na matriz extracelular 

e internalizados pela célula, alcançando, por fim, o lisossomo (Neufeld e Muenzer 

2001). Dentro da organela, os GAGs são metabolizados a monossacarídios e sulfato 
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inorgânico através de diferentes vias, cuja catálise se dá por 11 enzimas distintas, 

dentre glicosidases, sulfatases e hidrolases (Coutinho et al. 2012; Neufeld e 

Muenzer 2001). A ausência ou deficiência da atividade de uma delas ocasiona um 

acúmulo intralisossomal de moléculas de GAGs não completamente degradadas, 

provocando um aumento do tamanho e do número de lisossomos dentro da célula 

(Futerman e van Meer 2004). A deficiência em um dos passos da via catabólica dos 

GAGs é denominada de MPS. 

Clinicamente, as MPSs são classificadas em 13 diferentes fenótipos, de acordo 

com a enzima deficiente. Apesar disto, este grupo de doenças abriga uma vasta 

heterogeneidade clínica, havendo, muitas vezes, para uma mesma deficiência 

enzimática, diferentes sintomatologias e manifestações (Neufeld e Muenzer 2001). A 

Tabela 1 descreve os 13 tipos de MPSs. 

 

Tabela 1. Classificação das Mucopolissacaridoses (MPSs), com indicação dos 

glicosaminoglicanos (GAGs) majoritariamente excretados na urina e a respectiva 

enzima deficiente 

 

Adaptado de Neufeld e Muenzer 2001. 
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De caráter crônico e progressivo, as MPSs têm envolvimento multissistêmico, 

afetando principalmente os sistemas ósseo e cardiopulmonar, a pele, a córnea, o 

baço, o fígado, o cérebro e as meninges. As principais manifestações clínicas 

presentes em indivíduos com MPS incluem aumento do perímetro cefálico, mãos em 

garra, caracteres faciais grosseiros característicos de doença de depósito, baixa 

estatura, cardiomiopatia, organomegalia, diminuição da acuidade visual, infecções 

respiratórias de repetição, e comprometimento neurológico (Neufeld e Muenzer 

2001). 

A frequência estimada das MPSs em conjunto é de 1:25.000 a 1:10.000 

nascidos vivos, sendo que a MPS I e  MPS III parecem ser as mais frequentes 

dentre todos os tipos (Poupětová et al. 2010; Fuller et al. 2006; Baehner et al. 2005; 

Pinto et al. 2004; Nelson et al. 2003; Poorthius et al. 1999; Meikle et al. 1999). No 

Brasil, um estudo realizado no Hospital de Clínicas de Porto Alegre mostrou uma 

alta frequência das MPSs dentre as DLDs e os EIM no geral, sendo que em 

conjunto, as MPSs correspondem a 54,5% de todas as DLDs. Ainda, na população 

analisada, observou-se uma maior frequência das MPSs tipo I e VI, seguido pela 

MPS II (Vieira et al. 2008; Coelho et al. 1997). Apesar disto, não há dados oficiais 

com relação à epidemiologia destas doenças no país.  

Diversas técnicas diagnósticas são úteis para a identificação de uma MPS. 

Inicialmente, utilizam-se testes de triagem, que têm como objetivo a quantificação e 

a identificação de qual tipo de GAG está presente na urina. Devido ao seu caráter 

altamente hidrofílico, os GAGs são extensamente excretados na via renal; em 

pacientes com MPS, sua concentração urinária é extremamente alta, sendo um bom 

marcador para o diagnóstico presuntivo destas doenças.  Dentre os testes de 

triagem, destacam-se a cromatografia em camada delgada, a eletroforese de GAGs, 

e a quantificação espectrofotométrica a partir da reação dos GAGs com o azul de 

dimetilmetileno. No entanto, o diagnóstico confirmatório somente é realizado com a 

medida da atividade enzimática. Utilizando-se substratos cromogênicos ou 

fluorogênicos, é realizada a medida da atividade da enzima em amostras de 

fibroblastos, plasma ou leucócitos. Antes dos testes enzimáticos, a eletroforese de 

GAGs é importante no direcionamento do diagnóstico, pois possibilita a exclusão de 

outros tipos de MPS de acordo com o GAG majoritariamente excretado na urina. 

Além destas metodologias, técnicas de biologia molecular também permitem um 
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diagnóstico definitivo, além de serem importantes no estudo das mutações mais 

frequentes, muitas vezes podendo predizer o prognóstico, caso haja alguma relação 

genótipo-fenótipo bem estabelecida (Valstar et al. 2010; Mabe et al. 2004; Neufeld e 

Muenzer 2001; Bunge et al. 1998; De Jong et al. 1986). 

 

I.1.1.1.1. Mucopolissacaridose tipo II 

A mucopolissacaridose tipo II (MPS II, ou Síndrome de Hunter, OMIM #309900) 

é a doença caracterizada pela deficiência da enzima iduronato-2-sulfatase (I2S; E.C. 

3.1.6.13), sendo esta responsável pelo primeiro passo catalítico na degradação dos 

GAGs heparan sulfato e dermatan sulfato. Ela é responsável pela remoção do 

grupamento sulfato da posição 2 do ácido L-idurônico presente na estrutura destes 

dois GAGs (Bond et al. 1997). A rota metabólica de degradação destes GAGs está 

representada na Figura 2. 

 

Figura 2. Via de degradação do heparan sulfato (A) e dermatan sulfato (B). 
Destaca-se a enzima deficiente na MPS II (adaptado de Neufeld e Muenzer 
2001). 
Ao contrário de todos os outros tipos de MPSs e da maioria dos EIM, a MPS II 

possui herança genética de caráter recessivo ligado ao cromossomo X. O gene da 
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I2S localiza-se no braço longo do cromossomo X (Xq28) (Berg et al. 1968), e mais 

de 300 alterações mutacionais distintas já foram detectadas neste gene, o que, em 

parte, explica a grande heterogeneidade clínica apresentada por estes pacientes 

(Froissart et al. 2007; Neufeld e Muenzer 2001; Wraith et al. 1991). Diferentemente 

de outras doenças genéticas com herança ligada ao cromossomo X (p. ex. Doença 

de Fabry e a Adrenoleucodistrofia ligada ao X), a MPS II acomete quase que 

exclusivamente indivíduos do sexo masculino, sendo as mulheres portadoras do 

gene alterado, via de regra, assintomáticas para a doença. Os relatos constantes na 

literatura a respeito de portadoras manifestando o fenótipo desta desordem 

sugerem, principalmente, defeitos no processo de inativação do cromossomo X e/ou 

mutações de novo no gene codificante da enzima (Guillén-Navarro et al. 2013; Piña-

Aguilar et al. 2013; Tuschl et al. 2005; Clarke et al. 1991). 

Epidemiologicamente, a MPS II é considerada uma das MPSs mais frequentes 

a nível mundial, com incidências aproximadas variando de 1:232.000 a 1:92.000 

nascimentos (Poupětová et al. 2010; Baehner et al. 2005; Pinto et al. 2004; Nelson 

et al. 2003; Meikle et al. 1999; Poorthius et al. 1999). No Brasil, estima-se que de 

25% a 38% dos casos de MPS diagnosticados no país são de MPS II (Vieira et al. 

2008; Coelho et al. 1997). 

As manifestações clínicas da MPS II são bastante variáveis, e os pacientes 

apresentam um amplo espectro de sintomas, gravidade e progressão da doença. 

Ainda assim, as alterações mais comuns encontradas nos indivíduos afetados 

incluem: baixa estatura, face grosseira, infecções respiratórias recorrentes, mãos em 

garra, contraturas articulares, deformações esqueléticas generalizadas e retardo 

mental (Neufeld e Muenzer 2001; Young et al. 1982). Didaticamente, a MPS II pode 

ser classificada em dois subtipos: MPS II A (ou Hunter A), que é a forma grave da 

doença, com início dos sintomas por volta dos dois anos de vida, e normalmente 

cursando com retardo mental severo; e MPS II B (ou Hunter B), que é considerada a 

forma atenuada, caracterizada retardo mental leve ou ausente, e por um início mais 

tardio e com maior sobrevida dos pacientes – normalmente até a terceira década de 

vida (Hamano et al. 2008; Young et al. 1982). Embora exista esta classificação com 

base em dados clínicos, a MPS II deve ser considerada como um espectro contínuo 

de fenótipos entre estes dois extremos, haja vista a grande heterogeneidade clínica 

manifestada pelos pacientes. Em face disto, Vieira et al. (2008) mostraram que 
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dentre pacientes MPS I, MPS II, MPS IVA e MPS VI, os portadores de MPS II são os 

que têm maior atraso no diagnóstico da doença, com uma idade média de quase 

oito anos – comparado a 6,3 anos para as MPS I e IVA e 4,3 anos para a MPS VI. A 

heterogeneidade clínica, portanto, pode ser um dos fatores que explica o atraso no 

estabelecimento de um diagnóstico da doença. 

I.1.1.1.1.1. A terapia de reposição enzimática no tratamento da MPS II 

A terapia de reposição enzimática (TRE) consiste na administração intravenosa 

da forma recombinante da enzima deficiente no portador da doença. Atualmente, já 

há TRE para diversas DLDs, incluindo as MPSs I, II, IVA, VI e outras, como a 

doença de Gaucher, doença de Fabry e doença de Pompe (Shemesh et al. 2015; 

Nilsson et al. 2015; Ohashi 2012; Tomatsu et al. 2011; Bagewadi et al. 2008; Eng et 

al. 2001). Antes do advento da TRE para o tratamento de DLDs, as estratégias 

terapêuticas empregadas consistiam apenas de medidas farmacológicas paliativas, 

fisioterapia, intervenções cirúrgicas, e demais cuidados suportivos que visassem a 

melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevida dos pacientes. 

Após administrada – em frequências que variam de semanais e quinzenais, 

normalmente –, a enzima lisossomal recombinante chega ao interior do lisossomo 

através de ligações específicas com receptores de manose ou manose-6-fosfato 

presentes tanto na membrana plasmática como na membrana lisossomal (Sly 1985). 

A Figura 3 representa o mecanismo de internalização celular e lisossomal da enzima 

administrada pela TRE.  

                  

Figura 3. Mecanismo de internalização da enzima recombinante administrada na 
TRE (adaptado de Parenti et al. 2013). 
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Há relatos na literatura de que pacientes com MPS I apresentaram melhoria 

significativa na função respiratória e na capacidade física após a administração de 

laronidase (α-L-iduronidase) (Giugliani et al. 2009; Germain 2005; Kakkis et al. 

2001). Além disso, Kakkis et al. (2001) também verificaram uma redução de 25% na 

hepatoesplenomegalia e de 80% nos níveis de GAGs urinários em pacientes MPS I 

submetidos à TRE. Em pacientes com MPS II, a TRE também se mostrou eficaz no 

que concerne a função respiratória, no teste de caminhada de seis minutos, e 

redução do volume de fígado e baço (Okuyama et al. 2010; White et al. 2010; Wraith 

et al. 2008; Muenzer et al. 2007; Muenzer et al. 2006). Em pacientes com MPS VI, a 

administração de arilsulfatase B reduziu significativamente os níveis de dermatan 

sulfato, melhorou sua função respiratória e sua capacidade física (Harmatz et al. 

2008). 

O medicamento idursulfase (Elaprase®, Shire Human Genetic Therapies, MA, 

Estados Unidos) foi aprovado para o tratamento da MPS II no Brasil em 2008, e 

desde então, vem sendo utilizado como terapia de escolha para esta doença. Em 

uma dose recomendada de 0,5 mg/kg, a TRE é administrada via infusão intravenosa 

lenta em uma frequência usualmente semanal (Okuyama et al. 2010; Muenzer et al. 

2007; Muenzer et al. 2006). O uso da idursulfase vem, ao longo do tempo, 

demonstrando ser seguro, com eventos adversos de fácil manejo e sem grandes 

riscos ao paciente (Alegra et al. 2013; Muenzer et al. 2011; Muenzer et al. 2006). 

Estudos recentes mostram, ainda, dados sobre a segurança da administração da 

TRE para pacientes MPS II com menos de cinco (Giugliani et al. 2014) e menos de 

um ano de idade (Lampe et al. 2014). 

A maior desvantagem dos tratamentos com TRE é o fato de a enzima 

administrada não ser capaz de atravessar a barreira hematoencefálica (Burrow et al. 

2007). No caso de pacientes MPS II neuronopatas, a ausência de ação 

farmacológica da idursulfase no sistema nervoso central impossibilita uma melhora 

dos danos neurológicos causados pelo acúmulo de GAGs no tecido encefálico. 

Ainda, em uma revisão publicada pela Cochrane Corporation avaliando os testes 

clínicos acerca da TRE para a MPS II, os autores consideraram que há falta de 

maiores evidências comprovando a eficácia do tratamento com idursulfase (da Silva 

et al. 2016). Dentro dos critérios de inclusão por eles estabelecidos, os autores 

consideraram apenas um estudo (envolvendo 96 pacientes) (Muenzer et al. 2006). 
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Tendo isto em vista, o trabalho concluiu que, apesar de serem reconhecidas 

melhoras em parâmetros como o teste de caminhada de seis minutos e a redução 

da excreção urinária de GAGs, não há evidências disponíveis na literatura que o 

tratamento com TRE reduza complicações da doença relacionadas à qualidade de 

vida e à mortalidade, incluindo comorbidades como apneia do sono e cardiopatias. 

Ainda, os autores sugerem a necessidade de mais estudos, principalmente a 

respeito dos benefícios e da segurança do uso a longo prazo da TRE (da Silva et al. 

2016). Além disto, sabe-se que a redução na excreção de GAGs induzida pela TRE 

é significativa, porém normalmente não alcança os níveis de indivíduos saudáveis, 

tanto em pacientes MPS II como em pacientes MPS IVA (Donida et al. 2015; 

Negretto et al. 2014). 

 

I.2. 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 RL 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 e 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 P450 e 

cadeia transportadora 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 condições fisiológicas, o metabolismo aeróbio realiza a redução 

tetravalente completa de aproximadamente 95% do oxigênio molecular (O2), 

formando quatro moléculas de água (H2O) no passo final da cadeia transportadora 

de elétrons. Apesar disto, há a constante formação de intermediários reativos como 
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o O2
- durante o processo de respiração celular (Halliwell e Gutteridge 2007). É 

importante enfatizar que durante certos processos patológicos – como infecções, por 

exemplo – a produção de ERO e ERN pode se intensificar, muitas vezes como um 

próprio mecanismo de defesa do organismo contra ataques de um microrganismo 

invasor (Zablocka e Janusz 2008; Maxwell 1995). 

As ERN, principalmente representadas pelo óxido nítrico (NO) são outros 

representantes dos RL, que têm grande importância no estudo do estresse oxidativo. 

Majoritariamente produzido pela enzima óxido nítrico sintase, o NO per se é um 

fraco agente oxidante; contudo, após reação não-enzimática com o O2
-, pode haver 

a formação de peroxinitrito (ONOO), uma molécula altamente reativa, com forte 

capacidade de oxidar lipídios e em resíduos tiólicos proteicos, bem como causar 

nitração em resíduos de tirosina (Lancaster 2006; Giulivi et al. 1998; Pryor et al. 

1994). 

Em condições fisiológicas, a produção de espécies reativas é eficientemente 

neutralizada pelos sistemas antioxidantes do organismo. 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 p. 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 

enzimáticos, podem-se citar as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 

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

enzima que catalisa a dismutação de duas moléculas de O2
- em H2O2 e O2. Em 

eucariotos, duas isoformas são predominantes: SOD contendo zinco e cobre 

(CuZnSOD, ou SOD 1) e SOD contendo manganês (MnSOD, ou SOD 2). O H2O2 

resultante da reação catalisada pela SOD pode ser eliminado pela reação da CAT e 

da GPx. A primeira é uma hemeproteína encontrada nos peroxissomos e realiza a 
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decomposição de duas moléculas de H2O2 em duas moléculas de H2O e O2 

(Halliwell e Gutteridge 2007; Chance et al. 1979); a segunda – presente em animais, 

vegetais, e em muitas bactérias aeróbias e encontrada sob a forma de dois 

diferentes tipos: dependente de selênio e não-dependente de selênio – catalisa a 

redução do H2O2 a H2O utilizando os grupamentos sulfidrila de duas moléculas de 

GSH como doadora de elétrons, formando, em seguida, uma molécula de glutationa 

oxidada (GSSG) (Halliwell e Gutteridge 2007; Matés e Sánchez-Jiménez 1999; 

Wendel 1981). A GSSG formada – tanto a proveniente da reação da GPx como da 

atuação como scavenger da GSH – é regenerada pela GR, que utiliza como cofator 

redutor uma molécula de nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato reduzida 

(NADPH) e converte uma molécula de GSSG em duas de GSH (Halliwell e 

Gutteridge 2007). A GSH – e mais importante, a razão entre sua forma reduzida e 

oxidada – é uma das principais forças redutoras no ambiente celular, sendo também 

um indicador de quando um desequilíbrio redox está ocorrendo no organismo 

(Schafer e Buettner 2001). As reações enzimáticas acima descritas estão 

resumidamente ilustradas na Figura 4. 

 

Figura 4. Ilustração esquemática das principais enzimas antioxidantes 
(adaptado de Marks et al. 1996) 
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De uma forma geral, portanto, o sistema de defesa antioxidante atua 

convertendo as espécies reativas 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: 

peroxidação das membranas celulares, oxidação de proteínas, lesões ao DNA e ao 

RNA. O dano oxidativo aos lipídios de membrana pode alterar sua fluidez e 

permeabilidade, o que acarreta em alterações no metabolismo homeostático celular. 

A oxidação de proteínas pode levar à alteração da estrutura conformacional proteica, 

alterando sua função e atividade – no caso de enzimas. Já lesões aos ácidos 

nucleicos – principalmente o DNA – têm o potencial de causar mutações, o que, 

secundariamente, pode ser um fator importante no aparecimento de doenças, tais 

como câncer e doença de Parkinson (Halliwell e Gutteridge 2007; Ramos-

Vasconcelos et al. 2000; Beckman e Ames 1998). 

 

I.2.1. Estresse oxidativo e inflamação em MPSs 

O estresse oxidativo vem sendo associado a diversas doenças 

neurodegenerativas, crônico-inflamatórias, em diversos tipos de câncer (Halliwell e 

Gutteridge 2007; Dröge 2002), e também em diferentes EIM, como fenilcetonúria 

(Rocha e Martins 2012; Vargas et al. 2011; Sitta et al. 2009), acidemia glutárica 

(Latini et al. 2003), adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (Rockenbach et al. 

2012), e também em DLDs, como a doença de Fabry (Biancini et al. 2012), doença 

de Gaucher (Deganuto et al. 2007; Roversi et al. 2006) e em diferentes MPSs. 

Apesar de os mecanismos causadores das alterações do estado redox em EIM não 

serem completamente elucidados, acredita-se que o acúmulo dos metabólitos 

tóxicos seja o principal responsável pela exacerbação na produção de RL e 

ERO/ERN (Ribas et al. 2010; Barschak et al. 2006). 

Em modelos animais, alguns trabalhos sobre os mecanismos fisiopatológicos 

das MPSs foram publicados nos últimos anos. Em 2007, Villani et al. mostraram pela 

primeira vez, uma possível relação do estresse oxidativo e da inflamação com os 

efeitos deletérios induzidos pela MPS IIIB. Neste estudo realizado em camundongos 

jovens, os autores demonstraram um aumento da expressão de genes componentes 
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da NAD(P)H oxidase (Nox), bem como da sua atividade enzimática. A Nox uma 

enzima produtora de O2
- e considerada uma das maiores fontes de ERO durante 

estados inflamatórios (Villani et al. 2009). No mesmo trabalho, também foi possível 

verificar um upregulation de genes envolvidos na apoptose e na inflamação, como 

os genes Casp11 (codificante da caspase 11) e Ccl3 [(codificante da proteína 

inflamatória de macrófago-1α (MIP-1α)]. Por outro lado, foi encontrado um aumento 

da produção de interleucina-10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatória que, 

possivelmente, encontra-se aumentada em um mecanismo compensatório, visando 

a diminuir o estado inflamatório induzido pela ativação microglial. Em 2009, outro 

estudo mostrou um aumento da peroxidação lipídica, oxidação proteica e dano ao 

DNA em cerebelo de camundongos MPS IIIB (Villani et al. 2009). 

Reolon et al. (2009), utilizando um 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 quantificação de grupamentos 

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

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) – um 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. 

Em pacientes portadores de MPS I, foi demonstrado um aumento da 

lipoperoxidação antes da TRE e durante as primeiras 24 semanas de tratamento em 

comparação a indivíduos saudáveis. Além disso, foi visto um aumento da atividade 

da CAT durante o tratamento em comparação com o período prévio ao mesmo. 

Apesar disto, não houve efeito de diminuição do estresse oxidativo com relação ao 

dano lipídico (Pereira et al. 2008).  

Donida et al. (2015), em um estudo com pacientes MPS IVA em tratamento 

com TRE (média de tempo de 32 semanas), foram encontradas alterações em 
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diversos marcadores de estresse oxidativo e também de inflamação. Os autores 

verificaram uma diminuição do conteúdo de GSH em eritrócitos e de grupamentos 

tióis totais em plasma, bem como um aumento da excreção urinária de dímeros de 

di-tirosina (di-Tyr) – um marcador de oxidação proteica – e de isoprostanos – 

produto da peroxidação lipídica – na urina dos pacientes sob tratamento. Além disso, 

o estudo mostra um maior nível de dano oxidativo ao DNA nos pacientes em 

comparação aos controles, evidenciado através do ensaio cometa com a enzima de 

reparo endonuclease III e dos níveis de 8-hidróxi-2’-desoxiguanosina na urina – 

sendo este um produto oriundo do ataque oxidativo a purinas. Com relação a 

marcadores inflamatórios, foi verificado um aumento da concentração plasmática da 

citocina pró-inflamatória interleucina-6 (IL-6), evidenciando a ocorrência de um 

status inflamatório nos pacientes MPS IVA sob TRE. Além disso, a concentração de 

IL-6 foi negativamente correlacionada com o conteúdo eritrocitário de GSH. Esses 

resultados demonstraram um desequilíbrio redox, dano a biomoléculas e inflamação 

em pacientes MPS IVA sob TRE, e demonstram uma ligação entre os estados de 

estresse oxidativo e inflamatório nestes pacientes. 

No que concerne a MPS II, três trabalhos foram publicados nos últimos anos. 

Filippon et al. (2011a) realizaram um acompanhamento de pacientes portadores de 

MPS II antes e durante os seis primeiros meses sob tratamento com TRE. Foi 

verificado que há um aumento dos níveis de lipoperoxidação e de oxidação a 

proteínas antes e durante a TRE nos pacientes MPS II, verificado através da medida 

do conteúdo de malondialdeído (MDA, produto final da cascata de lipoperoxidação), 

de grupamentos carbonilas e sulfidrilas (marcadores do status redox de proteínas, 

principalmente). Ainda assim, com quinze dias de TRE, foi verificada uma diminuição 

significativa da concentração plasmática de MDA e um aumento do conteúdo de 

sulfidrilas com relação ao pré-tratamento. Apesar destas alterações proporcionadas 

pela TRE, nenhum destes marcadores foi restaurado a valores comparáveis aos do 

grupo controle. Na mesma linha, o status antioxidante total (TAS) medido em plasma 

encontrava-se diminuído antes e durante os cinco primeiros meses de TRE; essa 

alteração, porém, foi restaurada a níveis de controle no sexto mês de tratamento. 

Outro parâmetro estudado em pacientes MPS II nos quais a TRE parece ter 

algum efeito protetor é o dano ao DNA. Filippon et al. (2011b) descrevem um 

aumento do índice de dano – avaliado através do ensaio cometa alcalino – nos 
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pacientes antes e durante o tratamento. Com três meses de TRE, foi encontrada 

uma diminuição do dano em comparação com o momento pré-tratamento; 

entretanto, ao final do estudo (seis meses de tratamento), os pacientes MPS II 

tratados ainda apresentavam maiores níveis de dano ao DNA quando comparados a 

indivíduos controle. Negretto et al. (2014), ainda, demonstraram uma correlação 

positiva entre os níveis de peroxidação lipídica e de dano ao DNA; com isso, os 

autores sugerem o estresse oxidativo como a causa do dano ao DNA. Além disso, 

foi verificado que os pacientes 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. 
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II. OBJETIVOS 

 

II.1. Objetivo geral 

Considerando o grande número de evidências na literatura sobre o estresse 

oxidativo e a inflamação nas MPSs, bem como evidências de que a TRE parece ter 

um efeito protetor contra estes mecanismos deletérios durante períodos iniciais de 

tratamento, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito em longo prazo da TRE 

sobre marcadores de estresse oxidativo e de inflamação em pacientes MPS II, a fim 

de melhor compreender a fisiopatologia desta doença e o efeito deste tratamento na 

mesma. 

 

II.2. Objetivos específicos 

a) Avaliar o dano oxidativo a lipídios, através da medida do conteúdo de TBARS no 

plasma e de 15-F2t-isoprostanos na urina; 

b) Avaliar o dano oxidativo a proteínas, através da medida do conteúdo de 

grupamentos carbonila e sulfidrila em plasma e do conteúdo de di-Tyr na urina; 

c) Avaliar as defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas, através da 

medida da atividade das enzimas SOD, CAT, GPx e GR em eritrócitos, do 

conteúdo de GSH em eritrócitos e da capacidade antioxidante plasmática; 

d) Avaliar os níveis de ERN, através da medida do conteúdo de NO• em plasma e 

de nitrato e nitrito em urina; 

e) Avaliar marcadores inflamatórios, através da medida da concentração das 

citocinas pró-inflamatórias interleucina-1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α); 

f) Quantificar os níveis de GAGs na urina; 

g) Correlacionar os biomarcadores oxidativos, inflamatórios, e os GAGs entre si.
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III. RESULTADOS 

 

 

Os resultados desta dissertação serão apresentados na forma de capítulo 

referente a um artigo científico. 

 

III.1. Capítulo 1 – Artigo 01: Oxidative and nitrative stress and pro-

inflammatory cytokines in Mucopolysaccharidosis type II patients: effect of long-term 

enzyme replacement therapy and relation with glycosaminoglycan accumulation 

Este artigo foi submetido ao periódico Biochimica et Biophysica Acta – 

Molecular Basis of Disease. 

O texto completo do Capítulo III.1, que no texto integral da dissertação 

apresentada ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as páginas 36-75, foi 

suprimido por tratar-se de manuscrito ainda em processo de avaliação pelo periódico 

ao qual o mesmo foi submetido. Consta da descrição dos estudos bioquímicos 

realizados em pacientes com MPS II realizando TRE. Foi visto que estes indivíduos 

apresentam diversos desbalanços no status oxidativo, nitrativo e inflamatório, apesar 

do uso da TRE. 
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IV. DISCUSSÃO 

 

Estudos relacionando o estresse oxidativo e a inflamação como mecanismos 

participantes da fisiopatologia de doenças vêm cada vez mais ganhando destaque, 

incluindo em EIM como as DLDs (Ribas et al. 2012; Biancini et al. 2012; Filippon et 

al. 2011a; Filippon et al. 2011b; Villani et al. 2009; Pereira et al. 2008). Neste grupo 

de doenças, o estresse oxidativo pode ter um papel ainda mais central, tendo em 

vista a suscetibilidade do lisossomo ao estresse oxidativo (Vitner et al. 2004). 

Como consequência primária à deficiência enzimática lisossomal observada na 

MPS II, o acúmulo de GAGs no interior dos lisossomos gera um aumento do 

tamanho e do número destas organelas na célula (Futerman e van Meer 2004). 

Desestabilizações nas membranas lisossomais em função de ataques oxidativos 

podem ocasionar um rompimento das mesmas, com subsequente efluxo do seu 

conteúdo para o citosol. A liberação de hidrolases ácidas lisossomais, bem como 

dos metabólitos não-degradados – como os GAGs – e de íons ferro para fora do 

lisossomo pode ativar diferentes cascatas que culminem na morte celular (Terman e 

Brunk 2006; Terman et al. 2006; Zhao et al. 2003; Brunk et al. 2001). O ferro, por 

sua vez, através da reação de Fenton, favorece a formação do altamente reativo 

OH•, através da cisão homolítica do H2O2 (Halliwell e Gutteridge 2007). Ainda, o ferro 

per se é capaz de iniciar e propagar reações de lipoperoxidação, através da 

conversão de hidroperóxidos lipídicos em outros radicais lipídicos altamente 

reativos, como peroxila e alcoxila (Halliwell e Gutteridge 2007; Minotti e Aust 1992; 

Braughler et al. 1986). Desta maneira, a exacerbação na produção de RL e uma 

baixa nas defesas antioxidantes pode desencadear um ciclo vicioso de estresse 

oxidativo nas DLDs, como a MPS II. 

O processo inflamatório e o estresse oxidativo encontram-se intimamente 

relacionados entre si. Diversas cascatas de sinalização intracelular podem ser 

ativadas e inibidas por ação direta de espécies reativas e RL, culminando em um 

aumento ou diminuição da resposta inflamatória. Por exemplo, resíduos de cisteína 

da proteína serina/treonina quinase ativada por AMP (AMPK) podem ser diretamente 

oxidados por ERO – como o H2O2 –, o que muda sua conformação, provoca sua 

auto-fosforilação e, assim, a ativa. A AMPK ativada fosforila diversas outras 

proteínas, amplificando o sinal inicialmente liberado pelo H2O2. Um dos principais 
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eventos resultantes da ativação da AMPK é a inibição da degradação e indução da 

translocação ao núcleo do fator nuclear eritroide-2 (Nrf-2). O Nrf-2 é um fator de 

transcrição que ativa a expressão de diversos genes com caráter antioxidante e anti-

inflamatório. Dentre estes, pode-se citar: as enzimas antioxidantes CAT, a SOD e a 

hemeoxigenase-1; a expressão de citocinas anti-inflamatórias como a interleucina-

10 e a interleucina-1Ra; e enzimas produtoras de NADPH, como a glicose-6-fosfato-

desidrogenase e a enzima málica (Olsen et al. 2015; Higdon et al. 2012). Desta 

maneira, vê-se que, em condições normais, os RL e outras ERO podem atuar como 

ativadores de respostas antioxidantes e anti-inflamatórias, a fim de preservar a 

homeostase celular (Valko et al. 2007). Todos estes processos ainda não estão 

completamente bem elucidados, porém, sabe-se que os níveis de RL e ERO/ERN e 

a cronicidade do estresse oxidativo são fatores determinantes na ativação de outras 

vias de sinalização, sendo que um maior status oxidativo e com maior duração tende 

a ativar vias pró-oxidantes e pró-inflamatórias (Olsen et al. 2015; Marinho et al. 

2014; Higdon et al. 2012). Além disso, em condições patológicas, a exacerbação da 

produção de RL torna-se deletéria, lesando biomoléculas e culminando em morte 

celular, via necrose ou apoptose (Halliwell e Gutteridge 2007). 

A estratégia terapêutica atual de escolha para o manejo da MPS II é a TRE. Ela 

é capaz de reduzir significativamente os níveis de GAGs no interior do lisossomo – 

haja vista a diminuição de sua excreção na urina – e, com isso, diminuir alterações 

sistêmicas observadas nos pacientes, como hepatoesplenomegalia, disfunções 

respiratórias e dificuldade para andar (Okuyama et al. 2010; White et al. 2010; 

Muenzer et al. 2007). Entretanto, a TRE não é totalmente eficaz no que concerne a 

reversão de danos neurológicos – em função de a enzima recombinante não 

ultrapassar a barreira hematoencefálica – e a normalização dos níveis urinários de 

GAGs (Donida et al. 2015; Negretto et al. 2014). Além disso, da Silva et al. (2016) 

reportam a necessidade de estudos clínicos de maior porte que certifiquem a 

eficácia e a segurança do tratamento com idursulfase, especialmente com relação a 

seu uso a longo prazo. 

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa com pacientes portadores de 

diferentes DLDs investigaram diversos biomarcadores de estresse oxidativo e 

também de inflamação, bem como o efeito da TRE sobre estes parâmetros. 

Pacientes com doença de Fabry, ainda que submetidos à TRE (média de 24 meses), 
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apresentaram um aumento em marcadores de dano oxidativo a lipídios e proteínas, 

diminuição das defesas antioxidantes, e uma maior concentração plasmática de IL-6 

e TNF-α. Além disso, os autores verificaram uma correlação positiva entre os níveis 

de IL-6 e marcadores de dano oxidativo a proteínas e entre os níveis de IL-6 a 

concentração urinária de globotriaosilceramida – o principal metabólito acumulado 

na doença de Fabry (Biancini et al. 2012). Donida et al. (2015), em um estudo com 

pacientes MPS IVA sob tratamento com TRE (média de oito meses) mostraram uma 

diminuição de defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas, um aumento de 

marcadores de dano oxidativo a lipídios, proteínas e ao DNA, e também uma maior 

concentração de IL-6 nos pacientes quando comparados ao grupo controle. 

Com relação à MPS II, alguns estudos também realizados em nosso grupo 

descrevem o efeito da TRE no estresse oxidativo, realizando um acompanhamento 

dos pacientes antes e durante os seis primeiros meses de tratamento. Nos pacientes 

MPS II, as defesas antioxidantes não-enzimáticas – que permaneceram reduzidas 

antes e durante os cinco primeiros meses de tratamento – alcançaram valores 

normais no sexto mês após o início da TRE. Além disso, foi visto que a TRE pode ter 

um efeito benéfico no estresse oxidativo, reduzindo alguns marcadores de 

lipoperoxidação e de dano a proteínas logo após 15 dias de tratamento, e no dano 

ao DNA após três meses. Entretanto, ao final de seis meses sob TRE, os pacientes 

ainda apresentavam níveis significativamente maiores destes marcadores quando 

comparados a indivíduos controle (Filippon et al. 2011a; Filippon et al. 2011b). Desta 

maneira, torna-se interessante avaliar o efeito da TRE em pacientes que estejam há 

mais tempo sob tratamento, uma vez que seu efeito protetor contra o estresse 

oxidativo e a inflamação possa aumentar conforme o tempo de terapia. 

No presente trabalho, foi verificado que pacientes MPS II realizando tratamento 

com TRE por, em média, 4,6 anos, tiveram um aumento dos marcadores 

plasmáticos e urinários de lipoperoxidação em relação ao grupo controle. 

Quimicamente, a lipoperoxidação consiste na incorporação de O2 a um ácido graxo 

poli-insaturado para produzir um hidroperóxido lipídico como produto inicial. Esta 

reação pode acontecer através de reações enzimáticas – envolvendo as 

cicloxigenases e lipoxigenases – e através da peroxidação não-enzimática, que 

envolve a participação de ERO, ERN, metais de transição e outros RL (Halliwell e 

Gutteridge 2007). A lipoperoxidação pode ser considerada o evento citotóxico 
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primário que desencadeia uma sequência de lesões na célula. Entre as alterações 

desencadeadas pela lipoperoxidação podem-se citar: alterações nas membranas 

levando a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo iônico e de outras 

substâncias; alterações do DNA, levando a lesões mutagênicas; e comprometimento 

dos componentes da matriz extracelular, como proteoglicanos, colágeno e elastina 

(Halliwell e Gutteridge 2007). Dentre os produtos finais formados pelas cascatas de 

lipoperoxidação, o MDA, o 4-hidroxinonenal e os isoprostanos são os mais 

conhecidos, e testes bioquímicos e imunológicos que os quantifiquem são 

extensamente utilizados como marcadores para avaliação da peroxidação lipídica. 

Neste estudo, foram avaliados o conteúdo de TBARS em plasma e a concentração 

de 15-F2t-isoprostanos na urina. A medida de TBARS em amostras biológicas vem 

sendo utilizada há bastante tempo, e tem como princípio a reação do ácido 2-

tiobarbitúrico com o MDA e com outros aldeídos MDA-like (Ohkawa et al. 1979). Já a 

dosagem de isoprostanos – especificamente o 15-F2t-isoprostano, a molécula mais 

bem caracterizada dentre os isoprostanos – é considerada um excelente marcador 

de dano oxidativo a lipídios (Basu 2008). Os isoprostanos são produtos finais da 

oxidação não-enzimática do ácido araquidônico, e sua concentração pode ser 

medida em diversos líquidos biológicos (Roberts e Morrow 2000; Lawson et al. 

1999). Os pacientes MPS II, ainda que em TRE há longo prazo, apresentaram os 

níveis dos dois marcadores maiores quando em comparação a indivíduos saudáveis. 

Corroborando com estes achados, estudos mostram que pacientes MPS I e MPS 

IVA também possuem maiores níveis de marcadores de peroxidação lipídica, 

mesmo sob o efeito da TRE (Donida et al. 2015; Pereira et al. 2008). Ainda, em 

pacientes MPS II, Filippon et al. (2014a) verificaram uma diminuição do conteúdo 

plasmático de MDA após 15 dias de tratamento em comparação ao período antes do 

tratamento; porém, a TRE não foi eficaz em normalizar este marcador a níveis de 

controle mesmo após seis meses de tratamento. Com os presentes resultados, 

pode-se inferir que a TRE não é capaz, ainda que administrada por longos períodos, 

de reduzir a lipoperoxidação nos pacientes MPS II. Tendo em vista que há a 

presença de dano oxidativo a lipídios em outras DLDs como MPS I (Pereira et al. 

2008), MPS IVA (Donida et al. 2015), e doença de Fabry (Biancini et al. 2012) 

mesmo após a TRE, supõe-se que a intensa desestabilização lisossomal – 

provocada pelo depósito de GAGs na organela, seguida por uma diminuição do seu 
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tamanho em função da TRE – possa afetar a estrutura e membrana do lisossomo, e 

isto pode estar relacionado com o aumento das concentrações de TBARS e de 

isoprostanos na MPS II (Terman et al. 2006; Brunk et al. 2001). 

 Ainda, no que diz respeito ao dano a biomoléculas, foi observado um aumento 

do conteúdo de di-Tyr na urina nos pacientes MPS II realizando TRE, e ausência de 

diferença nos conteúdos de carbonilas e de sulfidrilas em plasma, em comparação 

ao grupo controle. A oxidação proteica representa sérios danos ao funcionamento 

fisiológico e bioquímico da célula, uma vez que alterações em sua estrutura primária 

podem gerar mudanças conformacionais em sua estrutura terciária e quaternária. 

Em razão disso, proteínas com função enzimática podem sofrer inativação catalítica, 

bem como receptores e proteínas transportadoras podem ser alteradas e ter suas 

funções comprometidas (Halliwell e Gutteridge 2007; Halliwell e Whiteman 2004). 

Além disso, proteínas com sua estrutura alterada podem desencadear processos 

inflamatórios, em função do reconhecimento da proteína pelo sistema imune como 

um antígeno (Halliwell e Whiteman 2004). 

A formação de carbonilas proteicas acontece após o ataque oxidativo a 

resíduos de lisina, arginina, treonina e prolina, formando, respectivamente 

semialdeído aminoadípico, semialdeído glutâmico, ácido 2-amino-3-cetobutírico e 2-

pirrolidona (Levine et al. 1990). Sua identificação em proteínas é considerada uma 

alteração oxidativa de difícil reversão, normalmente levando à inativação total ou 

parcial da proteína, em função da formação de agregados de alto peso molecular. 

Sua medida em amostras biológicas pode ser, portanto, classificada como um 

marcador mais estável e precoce de dano proteico (Pan et al. 2008; Dalle-Donne et 

al. 2006; Cakatay 2005; Dalle-Donne et al. 2003; Levine et al. 1990). Além das ERO 

e ERN, hidroperóxidos lipídicos, aldeídos formados pela lipoperoxidação, e outras 

reações catalisadas por íons metálicos podem causar a formação de carbonilas 

proteicas (Dalle-Donne et al. 2006; Dalle-Donne et al. 2003; Requena et al. 2003). Já 

os grupamentos sulfidrila presentes no organismo são, majoritariamente, proteicos; 

aproximadamente 1/3 está presente em outras moléculas contendo enxofre, como a 

GSH (Requejo et al. 2010). A oxidação das sulfidrilas proteicas – presentes nos 

resíduos de cisteína – altera o estado redox da proteína, podendo modificar sua 

conformação e, por fim, comprometer sua funcionalidade (Halliwell e Gutteridge 

2007; Halliwell e Whiteman 2004; Starke-Reed e Oliver 1989). A avaliação destes 
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dois parâmetros no plasma de pacientes MPS II realizando TRE há 

aproximadamente quatro anos e meio mostrou que não há alteração no que diz 

respeito à oxidação proteica. Considerando o estudo de Filippon et al. (2011a), 

pode-se inferir que um período de tempo maior de TRE confere certa proteção às 

proteínas contra o ataque por espécies reativas, uma vez que pacientes MPS II após 

seis meses de tratamento ainda apresentavam maiores níveis de carbonilas e 

menores níveis de sulfidrilas. No entanto, a análise da excreção urinária de di-Tyr – 

nunca antes realizada em pacientes MPS II – mostra-nos certo grau de dano 

oxidativo a proteínas. A oxidação de resíduos adjacentes de tirosina faz com que 

haja a formação de uma ligação simples, altamente estável, entre os carbonos 3 dos 

dois resíduos, formando a di-Tyr, que posteriormente é excretada na urina sem 

sofrer metabolização (McGuire et al. 2009). Em sistemas biológicos, a formação dos 

dímeros de tirosina é especialmente aumentada por certas espécies reativas, como 

O2
•-, OH• and ONOO• (Malencik e Anderson 2003). O aumento da excreção de di-Tyr 

já foi relatada em pacientes com acidemia propiônica e acidemia metilmalônica 

(Ribas et al. 2012), doença da urina do xarope de bordo (Guerreiro et al. 2015) e 

também em pacientes MPS IVA submetidos a TRE (Donida et al. 2015). 

O radical ONOO• pode estar intimamente ligado à formação de di-Tyr. A 

formação de ONOO• se dá pela reação entre O2
•- e o NO•. Os resíduos de tirosina, 

após nitração pelo ONOO• ou pelo radical dióxido de nitrogênio, formam a 3-

nitrotirosina e a di-Tyr. A primeira sofre metabolização e é excretada na urina na 

forma de ácido 3-nitro-4-hidroxifenilacético (Lancaster 2006; Mani et al. 2003). Pode-

se inferir, então, que o alto conteúdo de ERN favorece a formação de di-Tyr. De fato, 

através da dosagem de nitrato e nitrito na urina e de NO• no plasma nos pacientes 

deste estudo, verificou-se que os mesmos apresentam maiores conteúdos de ERN 

do que os indivíduos saudáveis. O NO• é formado principalmente pela enzima óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e desempenha papel importante na sinalização 

celular e na vasodilatação, além de estar envolvido no estresse nitrativo (Giulivi et al. 

1998). Diferentes estudos na literatura demonstram o possível envolvimento das 

ERN e do estresse nitrativo nas MPSs. Villani et al. (2007), em um estudo em 

camundongos knockout para o gene da MPS IIIB, demonstraram um aumento na 

expressão do gene da iNOS nos tecidos cerebral e cerebelar de animais com um 

mês de vida. Somado a isto, foi verificado, também, um upregulation na expressão 
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da Nox, o que pode evidenciar um aumento da produção de ONOO• na 

neurodegeneração observada nesta doença. Contudo, na análise de animais com 

três e sete meses, houve a normalização dos transcritos de iNOS. Isto sugere a 

participação do ONOO• no processo neurodegenerativo da MPS IIIB, principalmente 

no início do processo fisiopatológico. Outro trabalho relacionando o estresse nitrativo 

e as MPSs mostra o aumento moderado da expressão da iNOS em cérebro de 

camundongos com MPS IIIA aos dois, oito e dez meses de vida (Arfi et al. 2011). 

Por fim, Simonaro et al. (2001), em um trabalho realizado com cultura de condrócitos 

de ratos e gatos com MPS VI, demonstraram que células deficientes em arilsulfatase 

B possuem maiores níveis de nitrito – metabólito estável do NO• – em comparação a 

condrócitos saudáveis. Além disso, a incubação de dermatan sulfato – GAG 

acumulado na MPS VI, e também na MPS II – com condrócitos saudáveis estimulou 

a formação de ERN em níveis superiores aos alcançados pelo controle positivo – 

lipopolissacarídio (LPS). Em células dos animais MPS VI, as concentrações de nitrito 

alcançadas através da adição de LPS ou de dermatan sulfato foram semelhantes. 

Apesar do tratamento com TRE, os pacientes analisados apresentavam maiores 

níveis de NO• e de seus metabólitos no plasma e na urina, o que pode, ao menos 

em parte, explicar os maiores níveis de lipoperoxidação e de oxidação de proteínas 

quando comparados ao grupo controle. De acordo com estes resultados, verifica-se 

o envolvimento das ERN na MPS II, em um mecanismo provavelmente 

desencadeado em função da toxicidade dos GAGs. 

Dentre os marcadores de defesas antioxidantes avaliados neste trabalho, não 

foram encontradas diferenças significativas nos pacientes submetidos à TRE em 

comparação ao grupo controle. A fim de investigar o papel da MPS II e do uso a 

longo prazo da TRE nos pacientes sobre as defesas antioxidantes não-enzimáticas, 

foram analisados os conteúdos de GSH em eritrócitos e a capacidade antioxidante 

plasmática. A GSH – um tripeptídio formado pelos aminoácidos glicina, cisteína e 

ácido glutâmico – é a principal molécula redutora intracelular, de fundamental 

importância antioxidante. Este composto atua de maneira sinérgica com o ácido 

ascórbico e o α-tocoferol, sendo fundamental para a manutenção de suas formas 

reduzidas. Além disso, a GSH é uma molécula scavenger de RL, executa funções de 

proteção de grupamentos sulfidrila de proteínas e é o cofator da enzima antioxidante 

GPx (Halliwell 2006; Rani e Panneerselvam 2002). Já a medida da capacidade 
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antioxidante é um método quantitativo para a determinação das substâncias com 

potencial redutor na amostra avaliada. Desta forma, substâncias como o ácido 

ascórbico, ferritina, bilirrubina, ceruloplasmina, e a própria GSH são detectadas por 

esta metodologia, sendo um bom indicador global do status antioxidante não-

enzimático (Miller e Rice-Evans 1997; Rice-Evans e Miller 1994). É relatado na 

literatura que pacientes MPS IVA sob tratamento com TRE (média de 32 semanas) 

apresentam redução nos conteúdos de GSH eritrocitária (Donida et al. 2015). Em 

camundongos knockout para a MPS IIIB, há uma diminuição da razão GSH/GSSG 

em cérebro, cerebelo, fígado e baço em comparação a animais saudáveis (Arfi et al. 

2011). Por outro lado, Pereira et al. (2008), em um estudo que acompanhou 

pacientes MPS I durante os primeiros seis meses de tratamento, não observaram 

reduções significativas no conteúdo de GSH eritrocitária nem antes nem durante a 

TRE. No presente trabalho, verificou-se que um maior tempo de tratamento com 

TRE (4,6 anos) colaborou para a manutenção das concentrações intracelulares de 

GSH, conferindo certa proteção antioxidante aos sistemas biológicos. Com relação à 

medida global das defesas antioxidantes não-enzimáticas plasmáticas, Filippon et al. 

(2011a) observaram que pacientes MPS II apresentavam uma diminuição no TAS 

antes da TRE, e que esse marcador permaneceu diminuído até o quinto mês de 

tratamento; contudo, ao final do sexto mês a medida do TAS foi restaurada aos 

níveis de controle. Em consonância com este estudo, verificamos a ausência de 

alteração na capacidade antioxidante plasmática nos pacientes MPS II sob o efeito a 

longo prazo da TRE. É possível, portanto, que o acúmulo de GAGs causado pela 

doença seja diretamente responsável pela diminuição das defesas antioxidantes 

não-enzimáticas nos pacientes, mas que estes efeitos tóxicos sejam revertidos após 

maiores tempos sob a TRE. 

Na avaliação da atividade de quatro enzimas antioxidantes, verificou-se, 

também, o efeito protetor da TRE, tendo em vista que não foram verificadas 

diferenças entre o grupo controle e o grupo de pacientes MPS II por nós estudados 

em nenhuma das enzimas. Em estudos com pacientes MPS I (Pereira et al. 2008) e 

MPS II (Filippon et al. 2011a), foi visto um aumento intermitente da atividade da CAT 

e/ou da SOD ao longo dos seis meses de tratamento em que foram realizadas as 

análises. Os autores postulam que estas alterações transientes das atividades 

enzimáticas observadas nos pacientes durante os meses iniciais de tratamento 
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podem ser devido ao tempo de meia-vida dos eritrócitos, que dura aproximadamente 

quatro meses. Após a maturação destas células, a síntese de novas enzimas é 

diminuída (Halliwell e Gutteridge 2007). Tendo em vista que a TRE provoca diversas 

alterações bioquímicas e estruturais celulares – especialmente no início do 

tratamento, onde os depósitos lisossômicos de GAGs são maiores –, aumentos ou 

diminuições nas atividades de enzimas podem demandar mais tempo de tratamento 

para serem estabilizadas (Pereira et al. 2008). Além das enzimas CAT e SOD, as 

atividades de duas enzimas envolvidas no metabolismo da GSH – GPx e GR – 

também foram analisadas no presente trabalho. Corroborando com o resultado 

encontrado na dosagem de GSH, não foram vistas alterações nas atividades da GR 

e da GPx. A primeira está diretamente envolvida na regeneração da GSH e na 

manutenção da razão GSH/GSSG intracelular, convertendo, à custa de NADPH, 

uma molécula de GSSG em duas de GSH. Já a GPx catalisa a detoxificação do 

H2O2 utilizando o potencial redutor da sulfidrila presente na GSH (Halliwell e 

Gutteridge 2007). A normalidade dos valores observados nas atividades da GPx e 

da GR e no conteúdo de GSH sugere haver um correto funcionamento do sistema 

de produção-consumo de GSH nos pacientes MPS II sob longos tempos de TRE. 

Com o intuito de avaliar os mecanismos subjacentes à inflamação, foram 

avaliadas as concentrações plasmáticas das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-

α, as quais se apresentaram aumentadas no grupo de pacientes MPS II em relação 

ao grupo controle, ainda que os mesmos estejam sob o tratamento a 

aproximadamente quatro anos com TRE. Diversos estudos mostram a ocorrência de 

estados inflamatórios em MPSs, tanto em estudos in vitro, em modelos animais, 

como em pacientes. Trabalhos realizados com cultura de condrócitos e em modelos 

in vivo em camundongos apontam para uma elevada expressão de moléculas 

inflamatórias e citocinas secundária ao acúmulo de GAGs nas MPSs IIIB, VI e VII 

(Villani et al. 2009; Simonaro et al. 2008; Villani et al. 2007; Simonaro et al. 2005; 

Simonaro et al. 2001). De fato, evidências apontam que a ativação de vias 

inflamatórias ocasionada por GAGs pode ser um fator preponderante na 

fisiopatologia das MPSs, incluindo a MPS II. Neste contexto, a ativação da via do 

Toll-like receptor 4 (TLR4) é um dos mecanismos iniciais que resultam em 

inflamação (Simonaro et al. 2010; Simonaro et al. 2008). A via “clássica” de ativação 

do TLR4 envolve o LPS, através de sua interação com o myeloid differentiation 
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factor-88 (MyD88), com a LPS-binding protein (LBP) e com receptores CD14 (Xia et 

al. 2006). A outra via de ativação do TLR4 é iniciada por fragmentos de hialuronana, 

gangliosídios, e outros fragmentos oligossacarídicos provenientes da degradação 

dos proteoglicanos, o que indica o papel dos GAGs nesta via de sinalização celular. 

Da mesma forma que o LPS, substâncias como a hialuronana e os GAGs ativam a 

via TLR4 através da ligação com o MyD88 e também com receptores CD44 (Taylor 

et al. 2007). Ausseil et al. (2008) demonstraram que gangliosídios e fragmentos de 

heparan sulfato são os principais contribuintes na ativação da via TLR4 em cérebro 

de camundongos MPS IIIB, e que esta ativação pode ser responsável pela 

neurodegeneração observada na doença. No centro da cascata desencadeada pela 

ativação do TLR4 está o aumento da expressão do fator nuclear kappa-B (NF-κB). 

Este fator é considerado um elemento chave na instauração e manutenção de 

processos inflamatórios, sendo um forte estimulante da síntese de moléculas como a 

IL-1β e o TNF-α (Olsen et al. 2015). Em um estudo comparando camundongos 

knockout para a MPS VII e camundongos duplo-knockout (DKO) para a MPS VII e 

para o gene codificante do TLR4, foi verificado que os animais do grupo DKO 

apresentaram menores concentrações séricas de TNF-α e menor expressão de NF-

κB do que os animais do grupo que possuía o TLR4 funcionante. Além disso, a 

inativação da via TLR4 nos animais DKO diminuiu alterações ósseas, cartilaginosas, 

e sinoviais (Simonaro et al. 2010). Desta forma, vê-se o papel do processo 

inflamatório – ativado por GAGs via TLR4 – como um importante mecanismo 

fisiopatológico nas MPSs. 

De encontro a estes fatos, Eliyahu et al. (2011) demonstrou que o uso do 

fármaco anti-TNF-α CNTO1081 em associação com TRE foi capaz de corrigir 

deformidades na cartilagem traqueal, melhorar a mobilidade corporal, restaurar a 

expressão de colágeno tipo IIA1 em condrócitos, diminuir a expressão de 

marcadores apoptóticos e a concentração sérica e cartilaginosa de TNF-α em ratos 

com MPS VI. No grupo de animais aos quais foi administrado apenas a TRE, foram 

observadas algumas melhoras em parâmetros de mobilidade, atividade motora e 

nos níveis de TNF-α séricos; porém, a administração concomitante de CNTO1081 à 

TRE foi mais efetiva na melhora destes e de outros parâmetros histológicos e 

bioquímicos analisados. Mais uma vez, a promoção da liberação de marcadores 

inflamatórios – especialmente o TNF-α – parece ser de suma importância no 
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processo patogênico das MPSs, principalmente nas implicações ósseo-articulares 

da doença. Por fim, um estudo recente realizado em pacientes com MPS I, II e VI 

submetidos à TRE e/ou transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) 

mostrou que os níveis de TNF-α estão positivamente correlacionados com os níveis 

de dor, com a diminuição da função física geral e com limitações sociais implicadas 

pela doença. Além disso, observou-se não haver diminuição do TNF-α ao longo do 

tempo de TRE e/ou pós-TCTH (Polgreen et al. 2016). Em nosso estudo, o aumento 

encontrado das concentrações plasmáticas de TNF-α e IL-1β nos pacientes MPS II, 

ainda que realizando TRE há longos períodos, corrobora com os dados constantes 

na literatura. Mais, reforça-se o papel da inflamação na patogênese e na 

sintomatologia da MPS II, e sugere-se que o uso de terapias anti-inflamatórias e 

anti-TNF-α possa ser de suma importância no tratamento desta doença. 

Considerando que os níveis urinários de GAGs ainda estavam elevados nos 

pacientes MPS II sob TRE a longo prazo em comparação com o grupo controle, 

pode-se supor que os GAGs estão relacionados, pelo menos em parte, com o dano 

oxidativo e com a inflamação encontrada em pacientes com MPS II. Sabe-se que a 

TRE é eficaz em reduzir o depósito de GAGs dentro do lisossomo e, por 

consequência, diminuir sua excreção na urina. Todavia, na maioria das vezes, ela 

não é capaz de normalizar os valores de GAGs até valores dentro da faixa de 

referência (Donida et al. 2015; Negretto et al. 2014). Observando-se as correlações 

positivas encontradas em nosso estudo entre os valores de GAGs e o conteúdo de 

grupamentos carbonila, di-Tyr e nitrato/nitrito, é possível inferir que o aumento de 

ERN e, por possível consequência, o aumento de dano oxidativo a proteínas são 

mecanismos desencadeados pelo acúmulo de GAGs característico da doença. Além 

disso, outras duas correlações observadas nos permitem relacionar os processos 

inflamatório e oxidativo que ocorrem nestes pacientes. Sabe-se que ERN como o 

NO• podem ativar diferentes vias de sinalização e induzir a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, como a IL-1β e o TNF-α (Kobayashi 2010; Jacobs e Ignarro 2003; 

Connelly et al. 2001), e o aumento da produção de NO• pode ser um fator 

preponderante na patologia das MPSs. Além disso, a correlação observada entre a 

IL-1β e o TNF-α é mais um indicador de que uma alteração inflamatória mais global 

ocorre nestes pacientes. 
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Em suma, este trabalho teve a importante contribuição de avaliar o efeito a 

longo prazo da TRE sobre a inflamação e o dano a biomoléculas em pacientes MPS 

II. Foi visto que há, nos pacientes, um aumento dos marcadores de lipoperoxidação, 

de ERN e de inflamação. Além disso, foi verificado um aumento de dano oxidativo 

proteico através da medida de di-Tyr na urina; todavia, os níveis dos marcadores 

plasmáticos medidos nos pacientes não se mostraram diferentes do grupo controle. 

Observamos, também, que não há alterações nos marcadores de defesas 

antioxidantes (enzimáticas e não-enzimáticas) analisados, o que denota um possível 

benefício do tratamento de longo prazo com a TRE sobre estas defesas. Por fim, as 

correlações por nós encontradas entre as concentrações urinárias de GAGs, 

marcadores de inflamação, de estresse oxidativo e de estresse nitrativo sugerem um 

envolvimento direto dos GAGs na promoção destas alterações, bem como uma 

interligação entre os distúrbios oxidativo e inflamatório ocorrentes nos pacientes 

MPS II. Contudo, ressalta-se que estes resultados devem ser interpretados com 

cautela, visto que somente pacientes sob longos tempos de TRE foram incluídos. 

Considerando o papel protetor da TRE sobre alguns parâmetros, mas também sua 

ineficiência com relação a outros, sugere-se necessidade de novas abordagens 

terapêuticas, que possam ser complementares à mesma. Terapias farmacológicas 

com anti-inflamatórios, antioxidantes e outras substâncias que diminuam os 

processos deletérios causados pelos GAGs são algumas das possíveis estratégias 

de tratamento a serem estudadas. 
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V. CONCLUSÕES GERAIS 

 

A partir dos resultados obtidos neste estudo em pacientes com MPS II 

submetidos a longos períodos de TRE, foi possível concluir que os indivíduos 

estudados: 

a) Apresentam aumento do dano oxidativo a lipídios e a proteínas; 

b) Não possuem diminuição de defesas antioxidantes enzimáticas e não-

enzimáticas; 

c) Têm maiores níveis de ERN; 

d) Apresentam aumento de marcadores de inflamação; 

e) Mantêm altos níveis de excreção de GAGs na urina. 

Além disso, as correlações encontradas entre os marcadores analisados 

permitem inferir que: 

f) A produção de ERN é correlacionada com o acúmulo de GAGs; 

g) Os GAGs estão envolvidos, ao menos em parte, com o aumento do dano a 

proteínas; 

h) O processo inflamatório pode ter relação com o aumento dos níveis de 

ERN. 

Desta maneira, conclui-se que, mesmo sob o efeito a longo prazo da TRE, os 

pacientes MPS II apresentam dano a biomoléculas, aumento de espécies reativas, e 

aumento de citocinas pró-inflamatórias. Assim, sugere-se que o uso de fármacos 

antioxidantes e anti-inflamatórios possa ser uma estratégia promissora, que venha a 

complementar o tratamento específico com a enzima recombinante nos pacientes 

com MPS II.
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VI. PERSPECTIVAS 

 

Como principal perspectiva deste trabalho, pretende-se analisar a influência do 

tempo de TRE sobre o estresse oxidativo e a inflamação na MPS II, através da 

análise de uma ampla gama de biomarcadores, realizando uma comparação entre 

um grupo controle, um grupo que não realize TRE, um grupo que realize TRE por no 

mínimo um ano e no máximo quatro anos, e um grupo que realize TRE há mais de 

quatro anos. Com isso, as perspectivas específicas deste trabalho são: 

a) Avaliar o dano ao DNA em pacientes MPS II através do ensaio cometa; 

b) Avaliar a origem oxidativa do dano ao DNA, através da dosagem de 8-

hidróxi-2’-desoxiguanosina na urina; 

c) Avaliar os índices de genotoxicidade, através do teste de micronúcleos em 

células da mucosa oral; 

d) Avaliar a regulação do estresse oxidativo e da inflamação, através da 

análise da expressão gênica do Nrf-2, do NF-κB, da hemeoxigenase-1 e da 

iNOS; 

e) Avaliar a concentração de marcadores pró- e anti-inflamatórios, tais como 

as interleucinas-2, -4, -5, -6, -8 e -10, IFN-γ, TNF-α e GM-CSF; 

f) Avaliar o efeito in vitro, em fibroblastos de pacientes, de substâncias 

antioxidantes e anti-inflamatórias; 

g) Quantificar e correlacionar os níveis de heparan sulfato e dermatan sulfato 

com os demais biomarcadores de estresse oxidativo e inflamação.
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VIII. ANEXOS 

VIII.1. Anexo 1 – Termo de consentimento livre e esclarecido para 

pacientes MPS II 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO  LIVRE E ESCLARECIDO 

PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO II  

 Estamos convidando a pessoa pela qual você é responsável, que é portadora 

de Mucopolissacaridose tipo II (MPS II), a participar do projeto de pesquisa intitulado 

“Investigação de marcadores inflamatórios e de dano oxidativo em pacientes 

portadores de Mucopolissacaridose tipo II submetidos à terapia de reposição 

enzimática: avaliação do efeito in vitro da genisteína e da vitamina E”. 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 II. 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 (responsável legal do portador de MPS II), das coletas de 

sangue periférico, urina e da coleta de células da boca. 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. 

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

análises de sangue, urina e células da boca) obtidos com a doação, são de 

relevante importância científica para o melhor entendimento da MPS II, 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 sangue e urina são 

semelhantes aos da coleta para exames laboratoriais de rotina, e a coleta de células 

bucais é rápida e feita com a esfoliação de células da parte interna da boca com 

uma escova. O material coletado será utilizado única e exclusivamente para fins do 
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projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das informações obtidas e que você, 

responsável pelo indivíduo, 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 biológicos (sangue periférico e urina) que ainda 

estiverem armazenados poderão ser descartados ou mantidos para futuras 

pesquisas dentro do mesmo objetivo deste estudo, de acordo com a sua decisão de 

autorizar o uso futuro. Se autorizado, o material somente será utilizado para novas 

pesquisas mediante seu consentimento por escrito. 

 

Com relação ao uso dos materiais biológicos, ao final do estudo, você (marque com 

um X): 

(  ) autoriza o armazenamento. 

(  ) não autoriza o armazenamento, solicitando que sejam descartados. 

 

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

desistência não trará implicações a você ou à pessoa pela qual você é responsável 

com relação ao atendimento clínico no Hospital de Clínicas de Porto Alegre. É 

importante ressaltar também, que nem você nem a pessoa sob sua tutela 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.  

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

Vargas e o mestrando Carlos Eduardo Jacques) 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, responsável legal pelo 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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VIII.2. Anexo 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido para 

indivíduos controle 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

PACIENTES CONTROLE – CRIANÇAS  

Estamos convidando a pessoa pela qual você é responsável a participar do 

projeto de pesquisa intitulado “Investigação de marcadores inflamatórios e de dano 

oxidativo em pacientes portadores de Mucopolissacaridose tipo II submetidos à 

terapia de reposição enzimática: avaliação do efeito in vitro da genisteína e da 

vitamina E”. 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 II. 

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. Portanto, a pessoa pela qual você é responsável, está sendo convidada 

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

mucopolissacaridose tipo II. Os dados necessários para a realização do projeto 

serão obtidos através de entrevistas realizadas com você (responsável legal do 

indivíduo), das coletas de sangue periférico, urina e da coleta de células da boca. 

Estes dados serão coletados nos dias de exames rotineiros, não sendo necessário o 

comparecimento em consultas extras. 

Para participar, será feita a coleta de sangue, urina e células da boca, 

juntamente com as coletas solicitadas rotineiramente pelo médico. Os riscos e 

desconfortos causados pela coleta de sangue e urina são semelhantes aos da coleta 

para exames laboratoriais de rotina, e a coleta de células bucais é rápida e feita com 

a esfoliação de células da parte interna da boca com uma escova. A participação 

neste estudo não trará benefício direto a você ou à pessoa pela qual você é 

responsável, porém, os dados advindos desta doação são de importância científica 

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

como um melhor entendimento desta patologia. O material coletado será única e 
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exclusivamente utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo reservado a você o 

acesso às mesmas.   

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. 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 mesmo objetivo deste estudo, de acordo 

com a sua decisão de autorizar o uso futuro. Se autorizado, o material somente será 

utilizado para novas pesquisas mediante seu consentimento por escrito. 

 

Com relação ao uso dos materiais biológicos, ao final do estudo, você (marque com 

um X): 

(  ) autoriza o armazenamento. 

(  ) não autoriza o armazenamento, solicitando que sejam descartados. 

 

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. 

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

Vargas e o mestrando Carlos Eduardo Jacques) 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, responsável legal pelo 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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VIII.3. Anexo 3 – Carta de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa 
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VIII.4. Anexo 4 – Comprovante de submissão do Artigo 01 

 

 


