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RESUMO 

 

 A doença de Fabry (DF) é um erro inato do catabolismo de 

glicoesfingolipídeos de herança ligada ao cromossomo X decorrente de uma 

atividade deficiente da enzima lisossômica  α-galactosidase A. Os pacientes 

apresentam como principais achados angioqueratomas na pele e 

acroparestesias e geralmente vão a óbito na idade adulta por falência renal e 

acidente vascular cerebral. Como conseqüência da deficiência enzimática, os 

substratos (principalmente a globotriaosilceramida – Gb3) acumulam-se em 

fluidos corporais e lisossomas de diversos tipos celulares do organismo. Desde 

2001, a terapia disponível para a DF é a Terapia de Reposição Enzimática 

(TRE). Antes disso, o tratamento era apenas para os sintomas. Algumas 

hipóteses para a fisiopatologia da DF estão intimamente ligadas à produção de 

espécies reativas e inflamação, porém até este momento não haviam estudos 

in vivo sobre esse tema. Então, o objetivo deste estudo foi investigar 

parâmetros de estresse oxidativo, citocinas próinflamatórias e Gb3 em 

pacientes com DF em tratamento com TRE e, finalmente, estabelecer uma 

possível relação entre eles. Analisamos amostras de sangue e urina de 

pacientes com DF sob TRE (n=14) e controles saudáveis pareados por idade 

(n=14). Os pacientes apresentaram níveis diminuídos de defesas antioxidantes, 

medidas através de glutationa (GSH), atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

e aumento da razão superóxido dismutase/catase (SOD/CAT) em eritrócitos. 

Em relação ao dano a biomoléculas (lipídeos e proteínas), verificamos nos 

pacientes aumento de malondialdeído (MDA) e grupamentos carbonilas 

proteicos no plasma e de di-tirosina (di-Tyr) na urina. As citocinas 

próinflamatórias IL-6 e TNF-α também mostraram-se aumentadas no plasma 

dos pacientes. O Gb3 na urina apresentou correlação significativa direta com 

os níveis plasmáticos de IL-6, grupamentos carbonilas e MDA. IL-6 mostrou-se 

direta e significativamente correlacionada com di-Tyr e inversamente 

correlacionada com a atividade da GPx. Esses dados sugerem que os estados 

próinflamatório e pró-oxidante ocorrem, estão correlacionados e parecem ser 

induzidos pelo Gb3 em pacientes com DF em tratamento com TRE. 
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ABSTRACT 

 

Fabry disease (FD) is an X-linked inborn error of glycosphingolipid 

catabolism due to deficient activity of α-galactosidase A. Patients present as 

main findings angiokeratomas in skin and acroparesthesias and usually die in 

adult age of renal failure and stroke.  As a consequence of the enzyme 

deficiency, the substrates (mainly globotriaosylceramide - Gb3) accumulate in 

body fluids and lysosomes of many cell types of organism. Since 2001, the 

available therapy for FD is the Enzyme Replacemente Therapy (ERT). Before 

that, treatment was just for the symptoms. Some pathophysiology hypotheses 

are intimately linked to reactive species production and inflammation, but until 

this moment there were no in vivo studies about it. Hence, the aim of this study 

was to investigate oxidative stress parameters, pro-inflammatory cytokines and 

Gb3 in patients with FD under treatment with ERT and, finally, to establish a 

possible relation between them. We analyzed blood and urine samples of Fabry 

patients under ERT (n=14) and healthy age-matched controls (n=14). Patients 

presented decreased levels of antioxidant defenses, assessed by glutathione 

(GSH), glutathione peroxidase (GPx) activity and increased superoxide 

dismutase/catalase (SOD/CAT) ratio in erythrocytes. Concerning to the damage 

to biomolecules (lipids and proteins), we verified in patients increase of 

malondialdehyde (MDA) and protein carbonyl groups in plasma and of di-

tyrosine (di-Tyr) in urine. The pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α were 

also increased in plasma from patients. Urinary Gb3 presented significant direct 

correlation with the plasma levels of IL-6, carbonyl groups and MDA. IL-6 was 

directly and significantly correlated with di-Tyr and inversely correlated with GPx 

activity. This data suggest that a pro-inflammatory and pro-oxidant state occur, 

are correlated and seem to be induced by Gb3 in Fabry patients under ERT 

treatment. 
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I. Introdução 

 

1. Estresse oxidativo 

Conceitualmente, estresse oxidativo é definido como o resultado de um 

desequilíbrio entre as defesas antioxidantes teciduais e as espécies reativas 

presentes, em favor destas, gerando dano às mais variadas biomoléculas e 

reações em cadeia que prejudicam o funcionamento celular normal. Esse 

desbalanço pode ocorrer tanto por uma diminuição nas defesas antioxidantes 

(p. ex. por exposição a xenobióticos que são metabolizados por conjugação 

com glutationa – GSH - ou por alimentação pobre em antioxidantes e minerais) 

como por um aumento na produção de espécies reativas (p. ex. em doenças 

inflamatórias crônicas, nas quais os sistemas de produção de  espécies 

reativas estão cronicamente ativados), ou por ambos (Halliwell e Whiteman, 

2004; Halliwell e Gutteridge, 2006).  

 Espécies reativas são moléculas com a característica comum de 

originarem reações em cadeia pela sua reatividade com as moléculas vizinhas. 

Tais espécies podem ser radicalares (denominadas radicais livres, p.ex. radical 

hidroxila – OH.) e não-radicalares (p.ex. peróxido de hidrogênio – H2O2). A 

maioria das biomoléculas são de natureza não-radicalar, mas quando atacadas 

por um radical livre, podem dar início a reações em cadeia pela formação de 

um novo radical. As espécies reativas possuem papel fisiológico importante 

(p.ex. óxido nítrico – NO. - na vasodilatação e H2O2 como sinalizador), porém, 

quando seu excesso é potencialmente danoso a biomoléculas como lipídeos, 

proteínas e DNA (Halliwell, 2006; Stone e Yang, 2006). 
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 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 sua oxidação desse 

substrato” (Halliwell e Gutteridge, 2006). As defesas antioxidantes que atuam 

em sistemas biológicos são classificadas como enzimáticas (p. ex. glutationa 

peroxidase – GPx, catase – CAT- e superóxido dismutase - SOD) e não 

enzimáticas, essas úlimas subclassificadas em de origem endógena (por 

exemplo GSH e ácido úrico) ou exógena (proveniente da dieta, como algumas 

vitaminas e micronutrientes). Tais defesas atuam controlando os níveis de 

espécies reativas, de forma a mantê-los suficientemente baixos a ponto de 

exercerem sua atividade biológica (p. ex. efeito sinalizador do óxido nítrico - 

NO) sem causar muito dano aos tecidos (Halliwell e Gutteridge, 2006; Halliwell, 

2006). 

 O controle dos níveis de espécies reativas pelas defesas antioxidantes se 

dá através da diminuição da formação de espécies reativas ou pela sua 

remoção (ou seqüestro, propriedade conhecida como de scavenger). O 

metabolismo energético celular gera ânion superóxido (O2
.-) à medida que os 

elétrons da cadeia transportadora de elétrons são passados diretamente ao 

oxigênio (O2). Nesse contexto, é fundamental a atividade da enzima 

antioxidante SOD, que catalisa a dismutação desse radical O2
.- a H2O2  e O2. . 

Sendo o H2O2 também potencialmente danoso a biomoléculas e de fácil difusão 

através de membranas, são de grande importância as enzimas antioxidantes 

com propriedade de peroxidases (CAT e GPx) para manter baixos seus níveis 

(Halliwell e Gutteridge, 2006; Halliwell, 2006). 
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 Estudos têm demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo em 

diversas patologias, tais como neoplasias (Toyokuni, 1995; Mantovani et al., 

2002; López-Lázaro, 2010), doenças neurodegenerativas (Halliwell, 2006) e 

erros inatos do metabolismo (Fontella et al., 2000; Vargas et al., 2004; 

Barschak et al., 2008; Mc Guire, Parikh e Diaz, 2009; Sitta et al., 2009; Ribas et 

al., 2010; ).  

 

2. Erros Inatos do Metabolismo (EIM) 

 EIM são doenças monogênicas herdadas causadas por mutações que 

levam à tradução de uma proteína, geralmente uma enzima, com atividade 

deficiente ou nula. Essa deficiência gera um bloqueio metabólico com acúmulo 

dos substratos da enzima deficiente e de repercussão variável no indivíduo, 

sendo geralmente grave ou letal. A herança pode ser de três padrões: 

autossômica recessiva (maioria dos casos), autossômica dominante ou ligada 

ao X (Beaudet et al., 2001).  

 Os EIM podem ser classificados em três grandes grupos, com base na 

sua fisiopatologia: distúrbios na síntese ou degradação de moléculas 

complexas (p.ex. doenças lisossômicas de depósito e peroxissomais); erros 

inatos do metabolismo intermediário (p. ex. EIM de aminoácidos e ácidos 

orgânicos) e doenças com deficiência de energia (p. ex. defeitos de 

gliconeogênse, de oxidação de ácidos graxos e doenças da cadeia respiratória 

mitocondrial) (Saudubray e Charpentier, 2001). 
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3. Doenças Lisossômicas de Depósito (DLDs) 

 As DLDs são cerca de 50 doenças resultantes da atividade deficiente de 

hidrolases de macromoléculas solúveis no lúmen do lisossoma ou de proteínas 

integrais da membrana lisossomal com função de transporte. Todas as DLDs 

conhecidas já foram caracterizadas pelo acúmulo intralisossomal de substrato 

(p.ex. a doença de Fabry, doença de Pompe e mucopolissacaridoses - MPS), o 

primeiro evento a ocorrer, porém a grande variabilidade de sintomas 

observados sugere que outras rotas bioquímicas e celulares sejam ativadas. 

Possivelmente, essas rotas variem assim como os metabólitos acumulados 

variam entre as diferentes DLDs (Futerman e van Meer, 2004).  

 Uma recente publicação de Vitner e colaboradores acerca das cascatas 

fisiopatológicas ativadas nas DLDs apontou o estresse oxidativo como possível 

fator envolvido na fisiopatologia da doença de Fabry, além da autofagia, 

alteração do tráfego de lipídeos, estresse no retículo endoplasmático, resposta 

autoimune, alteração da homeostase do cálcio e inflamação (Vitner et al., 

2010). Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou o envolvimento do 

estresse oxidativo na mucopolissacaridose tipo II (MPS II). Nos pacientes MPS 

II, a terapia de reposição enzimática parece ter efeito protetor contra o dano 

oxidativo a lipídeos e proteínas (Fillipon et al., 2011). 

 Estudos têm demonstrado que os lisossomos são bastante vulneráveis 

ao estresse oxidativo e apresentam, ao mesmo tempo, condições favoráveis a 

um estado próoxidante e até mesmo à reação de Fenton (geração de radicais 

hidroxila, altamente danosos a biomoléculas, pela presença de íons Fe2+ e 

peróxido de hidrogênio). Como conseqüência, a ruptura lisossomal gera um 

extravasamento do conteúdo da organela (grande concentração de ferro de 
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enzimas hidrolíticas) no citoplasma e pode levar a necrose e apoptose (Terman 

et al., 2006; Terman e Brunk, 2006; Brunk, Neuzil e Eaton, 2001).  

 As DLDs podem, assim como os EIM, ser classificadas de diversas 

maneiras, sendo que a mais útil parece ser a que agrupa de acordo com a 

enzima deficiente em vez de agrupar pela natureza do substrato acumulado 

(Futerman e van Meer, 2004). 

 

4. Deficiência da α-galactosidase A: doença de Fabry (DF) 

 A doença de Fabry (DF) é um erro inato do metabolismo (EIM) de 

herança ligada ao X que ocorre devido a mutações no gene GLA que codifica a 

enzima α-galatosidase A (α-gal A, EC 3.2.1.22). Trata-se de uma enzima 

lisossomal, portanto a DF é classificada como uma Doença Lisossômica de 

Depósito (DLD). Em pacientes com a forma clássica da DF, a α-gal A 

apresenta atividade muito baixa e até mesmo indetectável. Como 

consequência, os substratos da enzima (glicoesfingolipídeos, principalmente a 

globotrioaosilceramida – Gb3; Figura 1) acumulam-se nos mais variados 

líquidos biológicos e tecidos (Desnick, Iannou e Eng, 2001). Mais de 350 

mutações no gene GLA já foram descritas, sendo que a maioria dos pacientes 

possui mutações de ponto causando substituições de um único aminoácido, 

terminação prematura da transcrição ou defeitos no processamento do 

transcrito primário (Clarke, 2007; Okumiya et al., 1995). 

 Pacientes com DF apresentam como achados e sintomas clássicos 

acroparestesias, opacidade da córnea, perda da audição, diarréia, intolerância 

a temperaturas extremas e angioqueratomas. Tratando-se de uma doença de 

evolução crônica e sem episódios de agudização, a maioria dos pacientes 
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sãodiagnosticados na idade adulta quando já apresentam insuficiência renal 

crônica e necessitam ser submetidos a hemodiálise. Complicações vasculares 

como acidente vascular cerebral precoce também são comuns em pacientes 

com DF. As heterozigotas apresentam quadro clínico heterogêneo explicado 

pelo mecanismo de inativação do cromossomo X, podendo ser desde 

assintomáticas até desenvolver falência renal (Desnick, Iannou e Eng, 2001). 

 

 
Figura 1. Via metabólica do catabolismo de glicoesfingolipídeos, destacando-se os metabólitos 
acumulados na DF: galactosilceramida, globotriaosilceramida (Gb3) e glicoesfingolipídeos do 
grupo sanguíneo B (Adaptado de Scriver et al., 2001). 

 

 Em nível de Brasil, não há dados epidemiológicos acerca da frequência 

ou incidência a DF. A incidência da forma clássica da DF foi estimada em 

1/40.000 a 1/117.000 homens (Desnick, Iannou e Eng, 2001;Meikle et al., 

1999). Entretanto, um estudo mais recente de triagem neonatal na população 

italiana revelou uma incidência de 1 para cada 3.100 homens sendo que 

observaram uma proporção de 1 fenótipo clássico para 11 de início tardio 

(Spada et al., 2006). Por se tratar de uma doença com sintomas inespecíficos e 
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que envolvem múltiplos órgãos, estima-se que a DF seja subdiagnosticada 

(Rozenfeld, 2009).   

 O diagnóstico da DF é realizado através da medida da atividade 

enzimática da α-gal A em plasma, fibroblastos, sangue impregnado em papel 

filtro ou leucócitos (sendo este considerado padrão-ouro). Para heterozigotas, 

as quais podem apresentar atividade enzimática em níveis considerados 

normais, a análise molecular do gene GLA se faz necessária (Desnick, Iannou 

e Eng, 2001; Gal, Hughes e Winchester, 2011).  

 

4.1. Terapia de Reposição Enzimática (TRE) 

 O tratamento para a DF consistia, até o ano de 2001, apenas em 

medidas paliativas. A partir daquele ano, tornou-se disponível a TRE, que 

consiste na infusão venosa de α-gal A recombinante a cada 15 dias. Existem 

duas formas comercialmente disponíveis, a agalsidase alfa (Fabrazyme®, 

Genzyme Corporation) e agasidase beta (Replagal®, Shire Human Genetic 

Therapies). Ambas são administradas em quantidade corrigida pela massa 

corporal do paciente e as doses recomendadas são de, respectivamente, 0,2 e 

1,0 mg/Kg. Estudos demonstram que, mesmo a origem da enzima e a dose 

administrada sendo diferentes, ambas as formulações possuem eficácia similar 

(Eng et al., 2001).  

 Entretanto, em 2010 foi publicada uma revisão pela Cochrane 

corporation avaliando os testes clínicos publicados acerca dos nove anos de 

TRE. Os autores concluíram que mais estudos devem ser realizados para se 

afirmar acerca das conseqüências a longo prazo da TRE sobre a morbidade da 

DF. Ainda, a utilização de terapia complementar também deve ser avaliada e 
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novas terapias como a de redução do substrato e chaperonas farmacológicas 

são citadas como promissoras (El Dib e Pastores, 2011). Os autores 

consideraram, dentro dos critérios de inclusão por eles estabelecidos, dois 

estudos clínicos com agalsidase alfa (Hughes et al., 2008; Moore et al., 2002) e 

três com agalsidase beta (Banikazemi et al., 2007; Bierer et al., 2006; Thurberg 

et al., 2004). Pacientes com DF apresentaram diminuição significativa de Gb3 

no plasma e tecidos após o tratamento com agalsidase alfa ou beta. Porém, os 

estudos carecem de correlações clínicas acerca de pontos importantes como 

episódios de dor comumente apresentados pelos pacientes (acroparestesias e 

as chamadas “crises de Fabry”), função renal e morbimortalidade. Além disso, 

o tempo máximo de TRE avaliado foi 36 meses, sendo que não há dados na 

literatura sobre os efeitos a longo prazo dessa terapia.  

 Os fatores que podem estar associados à falha terapêutica da TRE ainda 

não são totalmente conhecidos, porém são citados o dano tecidual irreversível 

nos órgãos acometidos (Murray et al., 2006) e a produção de anticorpos 

neutralizadores contra a enzima recombinante. A produção de anticorpos é 

mais prevalente nos pacientes que recebem a infusão de agalsidase beta 1.0 

mg/Kg, possivelmente devido à origem da linhagem celular na qual é produzida 

a enzima recombinante – agalsidase beta é produzida em células de ovário de 

ratos e a agalsidase alfa em cultura de fibroblastos humanos (Beck 2002; 

Pastores e Thadhani, 2001). Além disso, a dose maior (1.0 mg/Kg, contra 0.2 

mg/Kg da agalsidase alfa) provavelmente seja mais imunogênica (Vedder et al., 

2008). Vedder e colaboradores também encontraram resultados contraditórios 

com o da literatura prévia, uma vez que os títulos de anticorpos não tiveram 

diminuição significativa com o uso crônico da TRE (Vedder et al., 2008). Tais 
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estudos haviam encontrado diminuição nos títulos de anticorpos (Eng et al., 

2001; Vilcox et al., 2004). 

 

4.2. Fisiopatologia da DF 

 Embora a causa primária da DF seja bem conhecida, os mecanismos 

pelos quais o acúmulo intralisossomal de substratos nas DLDs leva à disfunção 

celular ainda estão sendo investigados (Terman et al., 2006; Brunk et al., 

2001.) e a fisiopatologia da DF se encontra ainda pouco elucidada.  

 Estudos apontam como maior causa de morbidade as alterações 

microvasculares, que influenciam diretamente na função renal e nas 

manifestações cerebrovasculares e angioqueratomas (Desnick, Iannou e Eng, 

2001). Estima-se que a disfunção endotelial encontrada nesses pacientes seja 

relacionada a uma super-regulação do sistema renina-angiotensina, com 

aumento de citocinas e moléculas de adesão bem como pelo efeito 

proinflamatório da angiotensina II em leucócitos e células endoteliais e da 

musculatura lisa vascular (Rombach et al.,2010; De Graba et al., 2000; Moore 

et al.,2007). 

 Outras evidências também apontam a inflamação como componente-

chave no entendimento da DF. Um estudo de Rozenfeld e colaboradores 

encontrou distúrbios da função leucocitária e números anormais de células do 

sistema imune (aumento de linfócitos, e diminuição de monócitos e células 

dendríticas) em pacientes com DF. Ainda, tais pesquisadores encontraram um 

aumento de Gb3 em linfócitos totais e do tipo B nos pacientes (Rozenfeld et al. 

2009). O Gb3 presente na membrana plasmática é denominado CD 77 

(Thomaidis, 2009) e parece ter um papel na necrose e apoptose (Mangeney, 
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1993). Na apoptose mediada por receptor de linfócito B, o CD 77/Gb3 participa 

regulando a atividade de uma proteína tirosina cinase citoplasmática (Mori et al, 

2000).  

 Especula-se que o acúmulo de Gb3 esteja relacionado intimamente com 

as alterações vasculares também por meio do desencadeamento de processo 

inflamatório intravascular. Um estudo in vitro de Shen e colaboradores 

demonstrou que o Gb3 induz um aumento da expressão de moléculas de 

adesão e produção de espécies reativas em cultura de células endoteliais de 

pacientes com DF. Os autores observaram que além do Gb3, o plasma de 

pacientes com DF tratados com TRE também foi capaz de induzir a geração de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) naquelas células (Shen et al., 2008). 

Ainda, já é descrito o envolvimento de espécies reativas em um grande número 

de doenças inflamatórias crônicas e doenças vasculares como AVC isquêmico, 

sendo este último uma frequente complicação da DF (Halliwell, 1994; Polidori 

et al., 1998).  

 Além do estudo de Shen e colaboradores, há outras evidências na 

literatura científica de que o estresse oxidativo possa estar envolvido na 

fisiopatologia da DF. Um estudo de Moore e colaboradores demonstrou que a 

infusão venosa de ascorbato, um potente antioxidante, diminuiu a 

hiperperfusão cerebral encontrada em pacientes com DF tratados com TRE. 

Ainda, encontraram um aumento na atividade da mieloperoxidase sérica nos 

pacientes condizente com processo inflamatório (Moore et al., 2004). A 

mieloperoxidase é associada à injúria vascular e aumento do risco de 

aterosclerose (Zhang et al., 2001). Sua elevação no soro indica um aumento 
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significativo no priming de leucócitos, sendo este último associado a inflamação 

e produção de ERO (Swain, Rohn e Quinn, 2002).  

 Tendo como base o conhecimento do efeito vasodilatador do óxido 

nítrico (NO.), alguns estudos investigaram o metabolismo deste em pacientes 

com DF. Foi encontrado um excesso de ânion superóxido (O2
.-) e produtos 

derivados do NO., sugerindo que a vasodilatação endotelial fosse mediada 

também por outros sinalizadores que não o NO. (Moore et al., 2001; Altarescu 

et al., 2001). O excesso de O2
.- pode reagir com NO. formando peroxinitrito 

(ONOO-), sendo que ambos podem agir como vasodilatadores. Esses achados 

sugerem que as espécies reativas podem tanto agir como vasodilatadores 

crônicos, como aumentar a vulnerabilidade vascular à aterosclerose (Wei, 

Kontos e Beckman, 1996; Moore et al., 2004).  

 Para determinar o quanto a deficiência em α-gal, ou seja, a DF, afetaria a 

progressão da aterosclerose, pesquisadores estudaram ratos com deficiência 

concomitante de α-gal A e apolipoproteína E (apo E). A deficiência de α-gal A 

acelerou o processo de aterosclerose e causou aumento de nitrotirosina na 

placa aterosclerótica (Bodary et al., 2005). Um excesso de nitrotirosina nos 

vasos já havia sido relatado em biópsias de pele de pacientes com DF, sendo 

revertido pela TRE (Moore et al., 2001). Esse aumento de nitrotirosina somado 

aos outros resultados de Moore, Altarescu e colaboradores sugerem que há 

uma alteração crônica das vias do óxido nítrico em pacientes com DF.  
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II. Objetivos 

 

1. Objetivo geral 

 Considerando as evidências do envolvimento do estresse oxidativo, 

inflamação e acúmulo do Gb3 na fisiopatologia da DF e a falta de uma 

investigação que inter-relacione esses três elementos e avalie o estresse 

oxidativo mais profundamente, o objetivo geral deste trabalho foi investigar, em 

pacientes tratados com TRE, tais elementos e correlacioná-los, afim de 

encontrar uma possível relação entre eles. 

 

2. Objetivos específicos 

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

atividade das enzimas CAT, SOD e GPx) e não-enzimáticas (através da 

quantificação de GSH) em eritrócitos; 

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

malondialdeído - MDA - em plasma) e proteínas (através da quantificação de 

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

c) Quantificar Gb3 na urina; 

d) Quantificar interleucinas próinflamatórias (IL-6 e TNF-α) no plasma; 

e) Correlacionar o Gb3, as interleucinas próinflamatórias e os 

parâmetros de estresse oxidativo. 
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III. RESULTADOS 

 

Capítulo I 

 Os resultados estão apresentados na forma de artigo científico publicado 

na revista Biochimica et Biophysica Acta – Metabolic Basis of Disease. 
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Resultados suplementares 

 

 Os resultados apresentados no Capítulo 1 foram encontrados em 

pacientes tratados com TRE em comparação com indivíduos saudáveis (grupo 

controle). Em função da importância de se investigar pacientes antes de iniciar 

o tratamento (momento diagnóstico), quantificamos MDA nas amostras que 

tínhamos disponíveis de pacientes no momento do diagnóstico e comparamos 

com pacientes em TRE e controles. Os resultados estatísticos comparando os 

três grupos estão dispostos abaixo (Figura 2).  Pode-se observar que não 

houve diferença estatística entre os pacientes no momento do diagnóstico e 

durante a TRE quanto ao MDA e que ambos os grupos possuem MDA 

aumentado em relação aos controles. 
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Figura 2. Conteúdo de MDA em pacientes com DF (no momento do diagnóstico e em TRE) e 
controles. Resultados expressos em média +- S.E.M (Controles: n=6; Diagnósticos: 4; TRE: 
11).  *p<0,05, comparado aos controles (ANOVA de uma via seguido de Duncan). 
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IV. Discussão 

 

 Apesar de a causa primária das DLDs (mutações monogênicas que 

levam à síntese de uma enzima com atividade deficiente ou nula) serem bem 

conhecidas e o acúmulo do substrato ser identificado nos mais variados tipos 

celulares, a sua fisiopatologia ainda não está completamente descrita. No que 

diz respeito à DF, uma DLD com acúmulo de glicoesfingolipídeos 

(majoritariamente o Gb3), alguns fatores têm sido propostos como participantes 

no mecanismo fisiopatológico, entre eles o estresse oxidativo e a inflamação 

(Futerman e van Meer, 2004; Rozenfeld et al. 2009; Shen et al., 2008). 

 Embora o estresse oxidativo venha sendo proposto desde 2001 (Moore 

et al., 2001) como possível fator envolvido na fisiopatologia da DF e 

considerado recentemente numa revisão sobre as vias fisiopatológicas ativadas 

nas DLDs (Vitner, Platt e Futerman, 2010), poucos foram os trabalhos na 

literatura que avaliaram estresse oxidativo em pacientes com DF. O primeiro 

artigo científico observou uma diminuição da hiperperfusão regional cerebral e 

de nitrotirosina nos vasos de biópsias de pele de pacientes com DF tratados 

com TRE versus placebo. Tal observação sugeriu um envolvimento de 

espécies reativas de nitrogênio na DF (Moore et al., 2001). O segundo trabalho 

observou uma diminuição da hiperperfusão cerebral em pacientes com DF 

tratados com TRE após a infusão de ascorbato e sugeriu que tal efeito fosse 

pelas sabidas propriedades antioxidantes dessa vitamina (Moore et al., 2004). 

Um outro estudo, em modelo animal de aterosclerose, observou que 

camundongos com deficiência de α-Gal A desenvolveram aterosclerose mais 

rapidamente e apresentaram aumento de Gb3, nitrotirosina e iNOS (oxido 
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nítrico sintase induzível) nas placas ateroscleróticas de vasos cerebrais 

(Bodary et al., 2005). O último trabalho científico publicado antes deste trabalho 

havia sido o estudo in vitro em células endoteliais cultivadas de pacientes com 

DF, que verificou que o Gb3 extracelular induziu a formação de ERO e a 

expressão de moléculas de adesão e que as mesmas células, quando 

incubadas com plasma de pacientes com DF tratados com TRE também 

produziam mais EROs. 

 Portanto, até o desenvolvimento do presente trabalho, haviam sugestões 

de um possível envolvimento de estresse oxidativo na fisiopatologia da DF, 

porém nenhum trabalho havia avaliado o estresse oxidativo em termos de 

defesas antioxidantes e dano oxidativo a biomoléculas em pacientes com DF. 

Também, não haviam estudos in vivo correlacionando Gb3, inflamação e 

estresse oxidativo. 

 Neste trabalho, observamos que pacientes com DF tratados com TRE 

possuem diminuição de defesas antioxidantes tanto não-enzimáticas quanto 

enzimáticas. O conteúdo de glutationa (GSH), a mais importante defesa não-

enzimática, mostrou-se diminuído nos pacientes em relação aos controles. A 

GSH age contra espécies reativas à medida que as sequestra, oxidando-se, e 

protegendo biomoléculas importantes (Halliwell, 2006). Dessa maneira, lipídeos 

e proteínas podem estar mais vulneráveis ao ataque de espécies reativas 

nesses pacientes - o que foi confirmado pelos experimentos de avaliação de 

dano.  A atividade da GPx também estava diminuída nos pacientes, o que pode 

ser explicado pelos baixos níveis de GSH encontrados (pois a GSH é 

necessária para a atividade da GPx). Também avaliamos a atividade das 

enzimas antioxidantes SOD e CAT expressando o resultado através da razão 
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entre elas (razão SOD/CAT) e observamos nos pacientes uma maior razão 

SOD/CAT que nos controles. Como o produto da SOD, o H2O2, é o substrato 

da CAT, uma razão aumentada índica que o mesmo está mais disponível na 

célula para causar dano a biomoléculas (Halliwell, 2006). Ainda, a baixa 

atividade da GPx corrobora com essa hipótese, pois assim como a CAT, a GPx 

também possui atividade peroxidativa, ou seja, de remoção do H2O2. 

 O H2O2, uma ERO, é considerado um oxidante fraco. Porém, sua 

lipossolubilidade permite que se difunda pelas membranas celulares e, ao 

encontrar íons como Fe2+/Cu2+, forme o radical hidroxila (OH.)  - pela conhecida 

Reação de Fenton quando íon for Fe2+. Tal radical é altamente danoso a todas 

as classes de biomoléculas, formando rapidamente peróxidos lipídicos e 

radicais orgânicos (Halliwell, 2009).  Além disso, o H2O2  tem sido descrito 

como um importante sinalizador e está envolvido em processos de proliferação, 

senescência e morte celular (Stone e Yang, 2006).  

 Neste trabalho, avaliamos também o dano oxidativo a biomoléculas. Os 

pacientes com DF estudados apresentaram aumento significativo de MDA e de 

grupamentos carbonilas no plasma quando comparados aos controles. Tais 

resultados sugerem que os pacientes apresentam dano a lipídeos e proteínas 

em níveis significativamente superiores. A contínua oxidação e fragmentação 

de ácidos graxos dos lipídeos de membrana formam aldeídos como o MDA 

(formado pela oxidação dos ácidos linolênico, araquidônico ou 

docosahexaenoico) que podem romper as membranas de organelas e se ligar 

fortemente a proteínas, inativando enzimas e receptores e até mesmo atacar o 

DNA, originando lesões mutagênicas (Esterbauer, Schaur e Zollner, 1991; 

Halliwell, 2006). Ainda, verificamos uma correlação direta entre MDA e Gb3 nos 



25 

pacientes, o que nos leva a sugerir que o aumento de MDA pode estar 

relacionado com a desestabilização lisossômica encontrada nas DLDs em 

função do acúmulo de substratos na organela. Ainda, o Gb3 pode estar 

induzindo o dano a lipídeos nesses pacientes. Como consequência, o 

extravazamento do conteúdo lisossomal (de pH ácido e rico em metais) no 

citosol pode atrapalhar o metabolismo celular e até mesmo levar a apoptose 

(Brunk, Neuzil e Eaton, 2001).  

 O aumento de grupamentos carbonilas no plasma e de di-Tyr na urina 

observados nos pacientes com DF estudados em relação aos controles 

sugerem dano oxidativo a proteínas. Tal dano 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, à 

medida que as proteínas modificadas são reconhecidas como não-próprias 

pelo sistema imune (Halliwell e Whiteman, 2004).  

 Estudos tem evidenciado um possível componente autoimune na DF, 

uma vez que é alta a incidência de autoanticorpos em pacientes com DF e há 

relatos de coexistência da DF e doenças autoimunes como lúpus eritematoso 

sistêmico - LES, artrite reumatóide e nefropatia de IgA (Martinez, Aggio e 

Rozenfeld, 2007; Rahman et al., 1998; Whybra et al., 2006). O estudo de 

Martinez e colaboradores detectou a presença de anticorpos anti-antígenos 

nucleares extraíveis (anti-ENA) em 21% dos pacientes com DF estudados e de 

pelo menos um dos autoanticorpos investigados (contra DNA, anticoagulante 

lúpico, cardiolipina e fosfatidil serina) em 57% dos pacientes (Martinez, Aggio e 
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Rozenfeld, 2007). Anticorpos anti-ENA são achados característicos de doença 

reumática e preditores no diagnóstico de LES (Sanchez-Guerreto et al., 1996). 

Ainda, cabe salientar que aproximadamente 39% dos casos de DF são 

primariamente diagnosticados como doenças reumáticas (Mehta et al., 2004). 

Acredita-se que os glicoesfingolipídeos acumulados na DF estimulem 

cronicamente o sistema imune, porém devem ser correlacionados clinicamente 

para determinar um possível componente autoimune na fisiopatologia da DF, já 

que o mecanismo pelo qual ocorre essa ativação do sistema imune ainda não 

está descrito (Martinez, Aggio e Rozenfeld, 2007).  

 Os achados deste trabalho em relação ao dano a proteínas, partindo-se 

do pressuposto que tal dano pode gerar reconhecimento autoimune, fornecem 

evidências para investigações futuras mais aprofundadas sobre essa inter-

relação e, possivelmente, para estudos com antioxidantes como moduladores 

da resposta imune. Cabe salientar que este trabalho é o primeiro estudo em 

pacientes com DF já publicado que avalia dano a lipídeos e proteínas no 

plasma. 

 O ataque de radicais livres a proteínas pode originar radicais de 

aminoácidos, que podem reagir com O2 formando radicais peroxil e gerar mais 

radicais livres e peróxidos protéicos em reação em cadeia potencializada por 

metais de transição (Headlam e Davies, 2003). Os grupamentos carbonilas, 

parâmetro mais utilizado para avaliar dano a proteínas, podem ter origem pela 

oxidação direta dos aminoácidos por espécies reativas, pela ligação de 

aldeídos como o MDA e até mesmo por glicação de proteínas, não sendo, 

portanto uma medida do dano necessariamente oxidativo (Halliwell e 

Whiteman, 2004).  
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 Todavia, neste trabalho, também medimos outro parâmetro de dano a 

proteínas, a di-Tyr, e encontramos aumento significativo em pacientes. A di-Tyr 

é um produto estável da oxidação dos resíduos de Tyr das mais diversas 

proteínas e reflete, portanto, o dano de origem oxidativa (Halliwel e Whiteman, 

2004). A correlação direta encontrada entre carbonilas e Gb3 sugere que esse 

metabólito acumulado esteja induzindo o dano a proteínas encontrado nos 

pacientes.  Ainda, o aumento de carbonilas reflete dano oxidativo severo a 

proteínas, uma vez que proteínas carboniladas podem formar agregados 

intracelulares de alto peso molecular resistentes à degradação pelo sistema 

proteassoma (Dalle-Donne et al., 2006). 

 Neste trabalho, não encontramos diferença estatística entre os grupos 

quanto aos grupamentos sulfidrilas. Isso já está relatado na literatura nos casos 

de estresse oxidativo crônico. Mesmo que os aminoácidos contendo os 

grupamentos sulfidrilas (cisteína e metionina) sejam rapidamente oxidados, 

nesses casos de cronicidade os mecanismos de reparo podem agir 

eficientemente e a medida de grupamentos sulfidrilas não ser um parâmetro 

fidedigno, de modo que não se observa diferença entre os grupos mesmo 

havendo dano (Davies et al., 1999). 

 Considerando que a perda da função renal e proteinúria são achados 

comuns em pacientes com DF, testamos a correlação entre todos os 

parâmetros de estresse oxidativo e os de função renal (proteinúria, uréia, 

creatinina e taxa de filtração glomerular estimada) e nenhuma correlação 

significativa foi encontrada. Dessa maneira, podemos concluir que as 

alterações encontradas não sofrem influência do comprometimento renal 

apresentado pelos pacientes. 
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 Estudos anteriores mostraram evidências de um componente 

inflamatório na DF. Através de citometria de fluxo, pesquisadores encontraram 

anormalidades no número de células do sistema imune em pacientes com DF 

bem como em moléculas de superfície e tais pesquisadores foram os primeiros 

a relatar o acúmulo de Gb3 em linfócitos (Rozenfeld et al., 2009). Ainda, o 

endotélio vascular e leucócitos parecem estar sob ativação inflamatória na DF 

(Shen et. al, 2008; DeGraba et al., 2000).  

 Nossos achados acerca das interleucinas próinflamatórias IL-6 e TNF-α, 

ambas aumentadas nos pacientes com DF por nós estudados, também 

mostram evidências de um estado proinflamatório nesses pacientes. Além 

disso, as correlações diretas da IL-6 com di-Tyr e Gb3, bem como a correlação 

inversa da IL-6 com GPx indicam que o processo inflamatório está associado 

ao estresse oxidativo e pode estar sendo induzido por Gb3 nesses pacientes. 

Cabe salientar que estresse oxidativo e inflamação são processos já 

sabidamente associados em diversas patologias (Halliwell, 1994 e 2009).  

 Neste trabalho encontramos que pacientes com DF possuem diminuição 

de defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas, níveis aumentados de 

dano oxidativo a lipídeos e proteínas, bem como de citocinas proinflamatórias. 

Os resultados de estresse oxidativo confirmam os achados in vitro de Shen e 

colaboradores, que haviam observado aumento na formação de espécies 

reativas (medido por oxidação de sonda DCF) induzido por Gb3 extracelular 

(Shen et al., 2008). Além de demonstrar a ocorrência de estresse oxidativo in 

vivo, ainda investigamos o perfil de antioxidantes e de dano a lipídeos e 

proteínas bem como biomarcadores de processo inflamatório, o que confere 
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novos dados para a construção do conhecimento acerca da fisiopatologia da 

DF. 

 A maior inovação deste trabalho foi a presença de correlações entre 

parâmetros de estresse oxidativo, citocinas próinflamatórias e Gb3.  Contudo, 

somente pacientes em tratamento com TRE foram incluídos nesse estudo. 

Desta maneira, os resultados necessitam ser interpretados com cuidado. A 

falta de um grupo de pacientes sem o tratamento com TRE, entretanto, não 

invalida os resultados encontrados neste estudo uma vez que quanto ao MDA, 

(parâmetro de dano a lipídeos que teve correlação direta com Gb3) pacientes 

no momento do diagnóstico possuíam níveis elevados estatisticamente iguais 

aos dos pacientes durante o tratamento com TRE. Mesmo não tendo como 

comparar, quanto aos demais parâmetros, pacientes tratados e no momento do 

diagnóstico, as alterações encontradas corroboram com a conclusão da revisão 

sobre TRE publicada em 2010, a qual enfatiza a necessidade de novos estudos 

propondo novas abordagens terapêuticas complementares à TRE (El Dib e 

Pastores, 2010). 

 Em suma, nossos resultados indicam que os estados próinflamatório e 

pró-oxidante ocorrem, estão correlacionados e parecem ser induzidos por Gb3 

em pacientes com DF. Possivelmente, esses achados contribuirão para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas em prol do aumento da 

qualidade de vida dos pacientes com DF. 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 DF.    
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V. CONCLUSÕES 

 

 Os pacientes com DF submetidos à TRE apresentam: 

1. diminuição de defesas antioxidantes enzimáticas (GPx e razão 

SOD/CAT) e não-enzimáticas (GSH); 

2. aumento de dano a lipídeos (MDA) e proteínas (carbonilas e di-Tyr); 

3. aumento de Gb3 na urina; 

4. aumento das citocinas proinflamatórias IL-6 e TNF-α; 

5. correlação significativa positiva de Gb3 com inflamação (IL-6) e dano 

a lipídeos (MDA) e proteínas (carbonilas); 

6. correlação significativa positiva de IL-6 com dano a proteínas (di-Tyr) ; 

7. correlação significativa negativa de IL-6 com defesa antioxidante 

enzimática (GPx). 

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

ocorrem, estão correlacionados e parecem ser induzidos por Gb3 em pacientes 

com DF submetidos à TRE. 
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VI. PERSPECTIVAS 

 

 Pretendemos dar continuidade a este trabalho estudando pacientes com 

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

longo dos primeiros meses de terapia. Para tanto, repetiremos a metodologia 

deste trabalho nesse novo grupo de pacientes e faremos várias outras análises 

adicionais. Dentre essas, dosaremos um novo biomarcador para a DF: o liso-

Gb3, que é detectado somente em pacientes com DF (não em controles), bem 

como parâmetros inflamatórios e de função renal. Faremos também um teste in 

vitro com antioxidantes, para verificar o efeito da suplementação com 

antioxidantes em conjunto com a TRE.  

 Dessa maneira, as perspectivas são: 

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

atividade das enzimas CAT, SOD e GPx) e não-enzimáticas (através da 

quantificação de GSH) em eritrócitos; 

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-Tyr na urina); 

d) Avaliar o dano ao DNA e realizar um teste in vitro com antioxidantes; 

e) Quantificar a formação de NO (através da quantificação de nitrato e 

nitrito no plasma); 

f) Quantificar Gb3 e liso-Gb3 no plasma e na urina; 
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g) Quantificar biomarcadores inflamatórios (IL-6, TNF-α, proteína C 

reativa e α-1 glicoproteína ácida) no plasma; 

h) Avaliar parâmetros de função renal (taxa de filtração glomerular e 

proteinúria); 

i) Correlacionar todos os parâmetros entre si.  
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