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RESUMO 
 

A Síndrome de Down (SD) é a mais frequente desordem genética 

humana, e é causada, na sua quase totalidade, pela trissomia do 

cromossomo 21. A geração excessiva de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) está envolvida na patogenia da SD. O objetivo deste estudo foi 

(I) avaliar o status antioxidante no sangue de crianças e adolescentes 

SD, antes e após a suplementação com vitaminas E e C, (II) bem como o 

efeito da administração de melatonina (MEL) sobre os biomarcadores de 

estresse oxidativo (EO) e de neurogênese, em um modelo animal de SD 

(camundongos Ts65Dn). Biomarcadores de EO e níveis de citocinas 

inflamatórias foram avaliados em pacientes com SD (n=21), antes e 

após suplementação diária (vitamina E 400 mg, C 500 mg) durante 6 

meses, seguida de interrupção da terapia (por 6 meses) e posteriormente 

submetidos a uma nova intervenção antioxidante de 6 meses. Crianças 

saudáveis (n=18) sem SD foram recrutadas para constituir o grupo 

controle. As atividades da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-

transferase (GST), gama-glutamiltransferase (GGT), glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD) e mieloperoxidase (MPO), assim como os 

conteúdos de glutationa reduzida (GSH), ácido úrico (AU), vitamina E, 

substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico (TBARS), proteína 

carbonilada (PC), transferrina, TNF-α e IL-1β, foram mensuradas no 

sangue destes indivíduos. Antes da suplementação, os indivíduos SD, 

apresentaram aumento da atividade enzimática da SOD, CAT, GR, GGT 

e MPO, assim como dos níveis séricos de AU, transferrina, TNF-α e IL-

1β enquanto que a atividade da GST e os níveis de GSH e PC 

mostraram valores diminuídos. No entanto, as atividades da GPx e 

G6PD, assim como os níveis plasmáticos de vitamina E e TBARS, não 

apresentaram diferenças significativas em comparação aos controles. 

Após a suplementação antioxidante, as atividades das enzimas SOD, 

CAT, GPx, GR, GGT e MPO, bem como o conteúdo de TBARS foram 

diminuídos, as atividades da G6PD e GST, e os níveis de AU, PC, 

transferrina, TNF-α e IL-1β permaneceram inalterados, enquanto que os 

conteúdos de GSH e vitamina E mostraram significativo aumento. Após 

a interrupção da suplementação, houve aumento das atividades da GPx e 

GGT nos indivíduos SD, assim como nos níveis de AU e TBARS. 

Nenhuma mudança foi observada nas atividades da SOD, CAT, GR, 

GST, G6PD e MPO, bem como nos níveis de GSH, vitamina E, PC, 



 
 
transferrina, TNF-α e IL-1β. Após nova suplementação, houve aumento 

dos níveis plasmáticos de vitamina E e diminuição da atividade da GGT 

nenhuma alteração nas atividades da SOD, CAT, GPx, GR, G6PD, GST 

e MPO, assim como nos conteúdos de GSH, AU, transferrina, TBARS, 

PC, TNF-α e IL-1β. Para o estudo da MEL foram utilizados animais 

jovens e adultos. Para ambas as idades, foram utilizados dois grupos de 

camundongos com genótipos diferentes, Controles (Dissômicos) e 

Ts65Dn (Trissômicos), os quais foram subdividos e tratados com 

veículo (água contendo 0,06% etanol) e/ou MEL (100 mg/L), formando 

4 grupos experimentais: CO+Veículo, CO+Mel, TS+Veículo e TS+Mel. 

Para os jovens, o tratamento ocorreu desde a fase pré-natal com as 

fêmeas prenhas e se estenderam até a idade de experimento (5,5 meses 

de idade). Já para os adultos o tratamento iniciou com 5,5 e perdurou até 

10,5 meses de idade. Tanto para jovens e adultos, foram avaliados 

biomarcadores de EO no córtex e hipocampo do cérebro desses animais. 

A neurogênese dos animais jovens (em adultos são dados já publicados) 

foi avaliada através de imunohistoquímica para Ki-67 (proteína nuclear, 

expressa em células em mitose) e DAPI (marcador nuclear) no 

hipocampo desses animais. A administração de MEL diminuiu a 

atividade da SOD e CAT enquanto não houve mudanças na atividade da 

GPx e GR e nos níveis de TBARS e PC no córtex e hipocampo. Nos 

animais adultos, o tratamento com a MEL diminuiu a atividade da SOD 

apenas no córtex, assim como os níveis de TBARS e PC no hipocampo 

desses animais, enquanto não houve mudanças na atividade da CAT, 

GPx e GR no córtex e hipocampo desses animais. Não houve mudanças 

na densidade de células Ki-67 e DAPI após tratamento com MEL nos 

animais jovens. Conclusão: (I) A presença da trissomia 21 em crianças e 

adolescentes resultou em alterações bioquímicas que contribuem para o 

EO sistêmico e exacerbado nesses pacientes. (II) A terapia antioxidante 

com vitaminas E e C após 6 meses atenuou o EO. Adicionalmente, (III) 

o efeito da intervenção antioxidante persistiu significativamente após 6 

meses de interrupção da suplementação. (IV). No estudo com 

camundongos TS também foi observado aumento do EO nos 

camundongos TS. A MEL foi capaz de diminuir o EO causado pela TS, 

especialmente nos animais adultos. Além disso, (V) o tratamento com a 

MEL não modificou a neurogênese nos animais jovens 

Palavras-chave: Síndrome de Down; espécies reativas de oxigênio, 

estresse oxidativo, terapia antioxidante, melatonina. 



 
 

ABSTRACT 

 

Down syndrome (DS), the most frequent genetic disorder, is almost 

entirely caused by trisomy of human chromosome 21. The 

overgeneration of reactive oxygen species (ROS) is involved in DS 

pathogenesis.  The aim of this study was (I) to evaluate biomarkers of 

oxidative stress (OS) in the blood of DS children and adolescents before 

and after an antioxidant supplementation with vitamins E and C, as well 

as (II) the effect of administration of melatonin (MEL) on OS 

biomarkers and neurogenesis in an SD animal model (Ts65Dn mice). 

Biomarkers of OS and contents of inflammatory cytokines were 

evaluated in the blood of DS patients (n=21) before and after a daily 

antioxidant intervention (vitamin E 400 mg, vitamin C 500 mg) during 6 

months followed by an interruption of the supplementation (also 6 

months), followed by a new supplementation (6 months). Healthy 

children (n=18) without DS were recruited to constitute the control 

group. The activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), glutathione 

S-transferase (GST), gamma-glutamyltransferase (GGT), glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD) and myeloperoxidase (MPO), as well 

as the contents of reduced glutathione (GSH), uric acid (UA), vitamin E, 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein carbonyls 

(PC), transferrin, TNF-α and IL-1β, were measured. Before the 

antioxidant therapy DS patients showed elevated SOD, CAT, GR, GGT 

and MPO activity and also elevated UA, transferrin, TNF-α and IL-1β 

levels. The GST activity, GSH and PC levels were decreased, while 

GPx and G6PD activity and also plasma levels of vitamin E and TBARS 

showed no significant differences compared to controls. After the 

antioxidant supplementation, the activity of SOD, CAT, GPx, GR, GGT 

and MPO were downregulated, while TBARS contents were strongly 

decreased. No changes in G6PD and GST activities as well as in UA, 

PC, transferrin, TNF-α and IL-1β levels were detected, while the 

contents of GSH and vitamin E were significantly increased. After 

interruption of the antioxidant therapy, DS patients showed elevated 
GPx and GGT activities as well as elevated UA and TBARS levels, 

while no changes in SOD, CAT, GR, GST, G6PD and MPO activities as 

well as in GSH, vitamin E, PC, transferrin, TNF-α and IL-1β levels were 

detected. After the new period of supplementation there was an increase 

in plasma levels of vitamin E and decreased GGT activity, while no 



 
 
changes in SOD, CAT, GPx, GR, G6PD, GST and MPO activity as well 

as in the contents of GSH, UA, transferrin, TBARS, PC, TNF-α and IL-

1β. The MEL intervention in young and adult animals used two groups 

of mice with different genotypes, controls (euploid littermates) and 

Ts65Dn (with trisomy), which were subdivided and treated with vehicle 

(water containing 0.06% ethanol) and/or MEL (100 mg/L), forming four 

groups: CO+Vehicle, CO+MEL, TS+Vehicle and TS+MEL. For young 

animals treatment occurred from the pre-natal stage with pregnant 

females and extended until the age of experiment (5.5 months), while 

for adults the treatment began and lasted 5.5 to 10.5 months of age. Both 

young and adults were assessed through OS biomarkers in the cortex 

and hippocampus. Neurogenesis of young animals (in adults data were 

already published) was assessed by immunohistochemistry for Ki-67 

(nuclear protein expressed in cells in mitosis) and DAPI (nuclear 

marker) in the hippocampus. MEL administration decreased SOD and 

CAT activity while no changes in the activity of GPx and GR, as well as 

in levels of TBARS and PC in the cortex and hippocampus were 

detected. In adults MEL treatment promoted decreased SOD activity 

only in the cortex, as well as TBARS and PC levels in the hippocampus, 

whereas no changes in the CAT, GPx and GR activity in the cortex and 

hippocampus were detected. No changes in the density of Ki-67 and 

DAPI cells after treatment with MEL in young animals. Conclusions: (I) 

The presence of trisomy 21 in children and adolescents results in 

biochemical changes that strongly contributes to a systemic and 

exacerbated oxidative stress in these patients. (II) The antioxidant 

intervention with vitamins E and C for 6 months consistently attenuated 

such oxidative insult. Furthermore, (III) the effect of the antioxidant 

intervention persisted after 6 months of withdrawal of the antioxidant 

supplementation. (IV) In the study with TS mice, increased OS in brain 

was also observed. (V) MEL was able to decrease OS caused by TS, 

especially in adult animals, while it did not alter neurogenesis in young 

animals. 

Keywords: Down Syndrome; reactive oxygen species, oxidative stress, 

antioxidant supplementation, melatonin. 



 
 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1- Cariótipo de um portador de Síndrome de Down. ................ 33 

Figura 2- Esquema simplificado da produção de EROs, sistema de 

defesa antioxidante enzimático e suas consequências biológicas nos 

sistemas celulares. ................................................................................. 44 

Figura 3- Principais antioxidantes naturais enzimáticos e não-

enzimáticos. ........................................................................................... 47 

Figura 4-  Estrutura química do α-tocoferol (vitamina E). ................... 48 

Figura 5- Estrutura química do ácido ascórbico (vitamina C) ............. 49 

Figura 6- Estrutura esquemática do processo de regeneração da 

vitamina E pela ação sinérgica com a vitamina C. ................................ 51 

Figura 7- Estrutura química da melatonina. ......................................... 52 

Figura 8- Proposta de mecanismo de geração de EROs mediada por 

GGT. ..................................................................................................... 57 

Figura 9-  Relação entre o Estresse Oxidativo e Processo inflamatório.

 ............................................................................................................... 59 

Figura 10- Representação esquemática dos segmentos de genes 

envolvidos em diferentes modelos animais de SD comparativamente ao 

HSA21 humano. .................................................................................... 62 

Figura 11- Fluxograma da amostra. ..................................................... 69 

Figura 12- Defesas antioxidantes não enzimáticas ............................... 80 

Figura 13- Enzimas antioxidantes ........................................................ 82 

Figura 14- Enzimas antioxidantes envolvidas com a GSH .................. 84 

Figura 15- Concentrações de Transferrina. .......................................... 85 



 
 
Figura 16- Marcadores de dano oxidativo. .......................................... 87 

Figura 17- Marcadores inflamatórios. .................................................. 89 

Figura 18- Defesas antioxidantes enzimáticas no córtex e hipocampo de 

animais jovens e adultos. .................................................................... 117 

Figura 19- Marcadores de dano oxidativo no córtex e hipocampo de 

animais jovens e adultos. .................................................................... 118 

Figura 20- Imunohistoquímica para Ki-67 e Imunofluorescência para 

DAPI em animais TS jovens. .............................................................. 120 

 



 
 

 

LISTA DE QUADROS 

 

Quadro 1- Alguns dos genes localizados no cromossomo 21 que 

possivelmente exercem consequências biológicas na SD. .................... 34 

Quadro 2- Aspectos clínicos associados à SD. .................................... 36 

Quadro 3- Principais EROs radicalares e não radicalares. ................... 41 

Quadro 4- Primers e sondas utilizadas para realização do cariótipo dos 

animas do estudo. ................................................................................ 109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1- Conteúdo de aMLTs na urina dos diferentes grupos tratados 

com Veículo e Melatonina, no período noturno e diurno. ................... 115 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AA-NAT Acetiltransferase arilalquilamina N 

aMLT Sulfato de 6-hidroximelatonina 

4-AMP 4-aminoantipirina 

APAE  Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais  

APP Amyloid precursor protein 

AU  Ácido Úrico  

ATP Adenosina trifosfato 

BHA Hidroxianisol butilado 

BHT Hidroxitolueno butilado 

BrdU Bromo-deoxiuridina 

BSA Albumina de soro bovino 

CAT  Catalase  

CDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 

C/EBPβ Proteína potencializadora de ligação β 

CLAE Cromatografia líquida de alta eficiência 

Cu++  Cobre  

CO2 Dióxido de carbono 

DA  Doença de Alzheimer  

DHBS Diclorohidroxibenzeno sulfonato 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DP Doença de Parkinson 

DPTA Ácido dietilenotriaminopentacético 

DTNB Ácido 2-nitrobenzóico  

diTyr  DiTirosina  

DSCR  Região Crítica para a Síndrome de Down  

EDTA  Ácido etilenodiamino tetra-acético  

EO  Estresse Oxidativo  

ERNs  Espécies Reativas de Nitrogênio  

EROs  Espécies Reativas de Oxigênio  

FAD Flavina adenina dinucleotídeo 

Fe2+ Ferro 

GGT γ-glutamiltransferase ou γ-glutamilcisteína-

sintase  

GLUT Transportadores de glicose 

GR  Glutationa redutase  

GPx  Glutationa peroxidase  

GSH  Glutationa reduzida  

http://en.wikipedia.org/wiki/Amyloid_precursor_protein


 
 
GSSG  Glutationa oxidada  

GST  Glutationa S-transferase  

G6PD Glicose 6-fostafato desidrogenase 

HIOMT Hidroxiindol-O-metiltransferase 

HOCl Ácido Hipocloroso 

HOO- Espécies superóxido 

HPLC Cromatografia líquida de alta eficiência 

•OH Radical hidroxil 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

IL-2 Interleucina-2 

IMC  Índice de Massa Corporal  

LDL Lipoproteína de baixa densidade 

LLA  Leucemia Linfoblástica Aguda  

LMA  Leucemia Mielóide Aguda  

LPO  Lipoperoxidação  

Mb  Megabases  

MDA  Malondialdeído  

MEL Melatonina 

MPO Mieperoxidase 

NAC N-acetilcisteína 

NAD Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

NADPH  Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato  

NFkB Fator nuclear kappa beta 

NMDA  N-metil D-Aspartato 
•NO  Óxido nítrico  

OLIG2 Oligodendrocyte lineage transcription factor 2  

O2
•-  Ânion superóxido  

1O2  Oxigênio singlete  

pb  Pares de bases  

PB Tampão fosfato 

PBS Tampão fosfato salino 

PB-TBSA Solução de PB, Triton X-100 e BSA 

PC  Proteína Carbonilada  

PCR  Reação em cadeia de polimerase  

PKC Proteína cinase C 

QI Coeficiente de inteligência 

RL Radical (is) livre (s) 

RO•  Radical alcoxil  

ROO•  Radical peroxil  



 
 
ROOH  Hidroperóxido lipídico  

SD  Síndrome de Down 

SGZ Camada subgranular do giro denteado 

SIM2 Single-minded homolog-2 
SOD  Superóxido dismutase  

SOD1  Cu/Zn Superóxido dismutase 

S100B S100 Calcium binding protein 
SVCT Transportadores de vitamina C dependentes de 

sódio 
TBA  Ácido tiobarbitúrico  

TBARS  Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico  

t-BuOOH Terc-butilhidroperóxido 

TCA  Ácido tricloroacético  

TNB Ânion tiolato 

TS Trissômicos 

8OHdA 5’-8-ciclo-2’-desoxiadenosina 

8-OHdG  5’-8-ciclo-2’-desoxiguanosina 



 
 



 
 

 SUMÁRIO  

 

1. INTRODUÇÃO................................................................ 29 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA................................... 31 

2.1 SÍNDROME DE DOWN................................................... 31 

2.1.1 Histórico............................................................................. 31 

2.1.2 Generalidades..................................................................... 32 

2.1.3 Base Genética..................................................................... 32 

2.1.4 Aspectos Clínicos............................................................... 34 

2.1.5 Diagnóstico......................................................................... 38 

2.2 RADICAIS LIVRES E ESPÉCIES REATIVAS DE 

OXIGÊNICO...................................................................... 

 

38 

2.3 DEFESAS ANTIOXIDANTES......................................... 42 

2.3.1 Enzimas antioxidantes........................................................ 44 

2.3.2 Antioxidantes não-enzimáticos........................................ 46 

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E SUAS CONSEQUÊNCIAS 

BIOLÓGICAS.................................................................... 

 

   53 

2.4.1 Dano ao DNA e às proteínas.............................................. 54 

2.4.2 Peroxidação Lipídica.......................................................... 55 

2.4.3 Radicais Livres, Envelhecimento e Neurodegeneração..... 55 

2.4.4 γ-Glutamiltransferase e Estresse Oxidativo....................... 56 

2.5 INFLAMAÇÃO E ESPÉCIES REATIVAS...................... 58 

2.6 DESEQUILÍBRIO OXIDATIVO NA SÍNDROME DE 

DOWN E TERAPIA ANTIOXIDANTE........................... 

 

59 

2.7 MODELO ANIMAL DE SD: O CAMUNDONGO 

Ts65Dn............................................................................... 

 

61 

2.7.1 Alterações Cognitivas......................................................... 61 

2.7.2 Alterações Neuromorfológicas........................................... 62 

2.7.3 Neurodegeneração.............................................................. 63 

2.7.4 Marcadores de Neurogênese.............................................. 63 

3. CAPÍTULO 1: MONITORAMENTO DOS NÍVEIS DE 

ESTRESSE OXIDATIVO EM CRIANÇAS E 

ADOLESCENTES COM SÍNDROME DE DOWN 

ANTES E APÓS INTERVENÇÃO 

ANTIOXIDANTE............................................................ 

 

 

 

 

65 

3.1 OBJETIVOS....................................................................... 65 

3.1.1 Objetivos Gerais................................................................. 65 

3.1.2 Objetivos Específicos......................................................... 65 

3.2 SUJEITOS E MÉTODOS.................................................. 67 



 
 
3.2.1 Delineamento Experimental............................................... 67 

3.2.2 Determinação das Defesas Antioxidantes Não 

Enzimáticas........................................................................ 

 

70 

3.2.3 Determinação da Atividade das Enzimas Antioxidantes 

(Defesas Enzimáticas)........................................................ 

 

72 

3.2.4 Marcadores de Dano Oxidativo.......................................... 75 

3.2.5 Conteúdo de Transferrina................................................... 76 

3.2.6 Marcadores Inflamatórios................................................... 76 

3.2.7 Equipamentos e Reagentes................................................. 77 

3.2.8 Análise Estatística.............................................................. 77 

3.3 RESULTADOS.................................................................. 79 

3.4 DISCUSSÃO...................................................................... 91 

3.5 CONCLUSÃO.................................................................... 103 

4. CAPÍTULO 2: EFEITO DA MELATONINA SOBRE 

BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E 

NEUROGÊNESE EM UM MODELO ANIMAL DE 

SÍNDROME DE DOWN................................................... 

 

 

 

105 

4.1 OBJETIVOS....................................................................... 105 

4.1.1 Objetivos Gerais................................................................. 105 

4.1.2 Objetivos Específicos......................................................... 105 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS................................................ 107 

4.2.1 Animais.............................................................................. 107 

4.2.2 Tratamentos e Amostras..................................................... 110 

4.2.3 Concentrações de melatonina............................................. 110 

4.2.4 Marcadores de Estresse Oxidativo..................................... 111 

4.2.5 Estudo Neuromorfológico: Neurogênese........................... 112 

4.2.6 Análise Estatística.............................................................. 113 

4.3 RESULTADOS.................................................................. 115 

4.4 DISCUSSÃO...................................................................... 121 

4.5 CONCLUSÃO.................................................................... 125 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS............................................. 127 

6. PERSPECTIVAS............................................................... 129 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS............................... 131 

8. ANEXOS............................................................................ 155 

 

  

 



29 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

A síndrome de Down (SD) é uma condição genética que 

constitui uma das causas mais frequentes de deficiência mental. Resulta 

da presença de três cópias do cromossomo 21 ao invés de duas cópias. A 

cópia extra do cromossomo 21 afeta muitas características fenotípicas e 

fisiológicas como, por exemplo, deficiência mental, imunodeficiência, 

catarata, risco aumentado de leucemia, envelhecimento precoce e 

alterações neuropatológicas semelhantes às encontradas na doença de 

Alzheimer (GARCEZ; PERES; SALVADOR, 2005). O aparecimento 

destas diversas condições clínicas parece estar ligado ao estresse 

oxidativo o qual estas pessoas estão submetidas.  

Neste sentido, a eficácia da terapia antioxidante na depleção de 

marcadores de estresse oxidativo e seus efeitos danosos, bem como no 

status antioxidante dos indivíduos suplementados já foi demonstrado em 

diversos estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, porém nunca 

na SD.  

Diante disso, este estudo torna-se importante para a área da 

saúde, o que permitirá uma melhor compreensão dos efeitos da 

suplementação antioxidante com vitamina E e C e melatonina, visando 

estratégias terapêuticas para prevenir ou atenuar os efeitos causados pelo 

estresse oxidativo na SD, o que pode contribuir para uma melhor 

qualidade de vida destes indivíduos.  

Este trabalho estará dividido em dois Capítulos: o primeiro 

(Capítulo 1), refere-se à suplementação antioxidante com vitaminas E e 

C em crianças e/ou adolescentes com SD desenvolvido no Laboratório 

de Ecofisiologia Respiratória/CCB/UFSC e Laboratório de Bioquímica 

Experimental/CCB/UFSC, e o segundo (Capítulo 2), decorrente do 

estágio de Doutorado Sanduíche na Faculdade de Medicina da 

Universidade de Cantábria (UC), Santander, Espanha, que se refere aos 

efeitos da melatonina sobre biomarcadores de estresse oxidativo e 

neurogênese em um modelo animal de SD. 

 

 

 

 



30 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 SÍNDROME DE DOWN 

2.1.1 Histórico 

As trissomias autossômicas do cromossomo 21, 18 e 13 foram 

as primeiras anormalidades cromossômicas identificadas. A Síndrome 

de Down (SD) é, sem dúvida, a mais comum e a mais conhecida das 

aberrações cromossômicas. Inicialmente era conhecida como 

mongolismo, sendo primeiramente descrita por Jonh Longdon Down em 

1866, o qual observou duas características marcantes em sua 

distribuição populacional: a idade materna avançada e a ocorrência de 

um padrão peculiar dentro das famílias, ou seja, a concordância em 

todos os gêmeos monozigóticos e nos outros parentes. John Longdon 

Down publicou então um artigo com uma descrição precisa de algumas 

das características desta síndrome que hoje leva seu nome (PUESCHEL, 

1981; SNUSTAD, 2001).  

No entanto, é comum na literatura médica encontrar relatos que 

as características físicas da SD foram descritas cerca de 20 anos antes 

por Esquirol e Sequin, pois a primeira descrição de uma criança que 

supostamente tinha SD, foi descrita por Esquirol no ano de 1838. Oito 

anos mais tarde, Sequin descreveu um paciente com características 

sugestivas de uma anomalia, que mais tarde ficou conhecida como SD. 

Em 1959, Lejeune e Jacobs, determinaram que a SD é causada por 

trissomia do cromossomo 21. Em 1974, Nebuhr sugeriu que o "fenótipo 

da SD" poderia ser causado pela duplicação de apenas uma parte da 

banda do cromossomo 21q22, que por si só, representa cerca de uma 

metade do braço longo, tornando-se assim, a mais conhecida trissomia, 

dita trissomia 21, ou ainda, trissomia G (DESAI; FAYETTEVILLE, 

1997; MEGARBANE et al., 2009). 
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2.1.2 Generalidades 

A SD ocorre em todas as populações, independente de raça, etnia 

ou grupo socioeconômico (CHOI et al., 2012). Cerca de 95% das 

trissomias acometidas são trissomia 21, de modo que sua contagem 

cromossômica é de 47. A causa mais comum de trissomia e, portanto da 

SD, é a não disjunção meiótica. Os progenitores de crianças SD 

apresentam um cariótipo normal e são normais em todos os aspectos. A 

idade materna tem uma forte influência na incidência da SD. A 

correlação com a idade materna sugere que, na maioria dos casos, a não 

disjunção meiótica do cromossomo 21 ocorre no óvulo (DESAI; 

FAYETTEVILLE, 1997; KUMAR et al., 2008). A SD ocorre em cada 

1.550 nascidos vivos em mulheres com menos de 20 anos de idade, 

comparada com um em cada 25 nascidos vivos nas mulheres com mais 

de 45 anos. A prevalência da SD varia de 1/650 a 1/1000 nascimentos 

em todo o mundo (WHO, 2012). Apenas nos EUA são 5400/4 milhões 

de nascidos (CHURCHILL et al., 2012). No Brasil, segundo dados do 

Instituto Brasileiro de Geografia Estatística (IBGE), existem 300 mil 

pessoas com esta síndrome (BRASIL, 2012). 

Na quase totalidade das trissomias livres (95%), a origem do 

cromossomo extra, é materna. Ainda não está definido o motivo para a 

maior suscetibilidade do óvulo ao erro da não-disjunção. Alguns 

trabalhos com marcadores pericentroméricos para determinar o estágio 

da meiose em que ocorre a não disjunção revelaram que os erros 

maternos ocorrem, em sua maioria (70%), na meiose I, enquanto o 

restante (30%) ocorrem durante a meiose II (SHERMAN et al., 1991; 

SHERMAN et al., 1994; PAVARINO-BERTELLI et al., 2005). Além 

disso, nenhum efeito da idade paterna foi encontrado naqueles casos nos 

quais o cromossomo extra deriva do pai (SMITH, 1988; REGEZI; 

SCIUBBA, 1989; KUMAR et al., 2008). 

 

2.1.3 Base Genética 

Apesar da etiologia da SD ainda não estar totalmente esclarecida, 

pesquisas têm continuado a desvendar a base genética da SD 
(THOMPSON; THOMPSON, 2001). Esta condição genética é uma 

anomalia congênita, facilmente reconhecida, autossômica (ligada aos 

cromossomos não sexuais), caracterizada por deficiência de crescimento 

generalizado e deficiência mental. (HASSOLD et al., 1985; REGEZI; 

SCIUBBA, 1989). Conforme já mencionado, aproximadamente 95% 
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dos casos de SD têm cromossomo 21 extra, ou seja, apresentando 47 

cromossomos, ao invés de 46 cromossomos. Os outros 5% são 

explicados por outras anormalidades cromossômicas, incluindo 

translocações do tipo Robertsonianas (3%), mosaicismo (2%), ou ainda, 

trissomia parcial (SMITH, 1988; REGEZI; SCIUBBA, 1989). 

A translocação é o processo de transferência de parte de um 

cromossomo para um cromossomo não homólogo. Para a ocorrência 

deste processo, é necessário a quebra de ambos os cromossomos, 

reconstituindo-se em uma disposição anormal. A maioria das 

translocações que trazem como consequência a SD é do tipo 

Robertsoniana (tipo especial de translocação na qual ocorre quebra nos 

centrômeros e fusão de braços inteiros de cromossomos acrocêntricos 

dos grupos G e D, sendo que a mais comum envolve os cromossomos 

21 e 14 (Figura 1) (THOMPSON; THOMPSON, 2001). 

Figura 1- Cariótipo de um portador de Síndrome de Down. 

  

Fonte: Antonarakis et al., 2004. 
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No mosaiscismo, algumas células apresentam 46 cromossomos 

e outras 47 cromossomos. As anormalidades apresentadas, nesse caso, 

são suaves com nível de intelectualidade aproximando-se do normal, 

dependendo do número de células e dos tecidos afetados. Já nos casos 

de trissomia parcial, o que ocorre não é a presença de uma cópia extra 

do cromossomo 21, e sim uma duplicação de uma região do 

cromossoma 21, levando à expressão de genes extra (porém não todos), 

havendo assim, manifestações da SD, conforme Quadro 1 (REGEZI; 

SCIUBBA, 1989; SMITH, 1988). 

 
Quadro 1- Alguns dos genes localizados no cromossomo 21 que possivelmente 

exercem consequências biológicas na SD. 

Gene Localização Consequências 

Single-minded homolog-2 

(SIM2)  
21q22.2 

Desenvolvimento do cérebro, 

para a divisão celular 

sincronizada 

Amyloid beta-peptide 

(APP) 
21q21.3 Formação de placas senis 

S100 Calcium binding 

protein B (S100B) 
21q22.1 

Envelhecimento 

neuropatológico e degeneração 

Superoxide dismutase 

(SOD1) 
21q22.1 

Aceleração do envelhecimento 

pela produção exacerbada de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Oligodendrocyte lineage 

transcription factor 2 

(OLIG2) 

21q22.2 Deficiência de aprendizagem 

Fonte: Adaptado de PAVARINO-BERTELLI et al., 2005 

2.1.4 Aspectos Clínicos 

As crianças com SD apresentam alterações clínicas, dentre elas: 

déficits cognitivo e psicomotor, múltiplas malformações (Quadro 2). As 

manifestações clínicas são variadas, podendo algumas delas não estar 

presentes em cada criança. A presença de hipotonia que pode variar de 
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moderada à severa, é bastante característica. Comprometimento 

cognitivo pode variar de leve a moderado, podendo chegar a um grave 

retardo mental (VERMA et al., 2012). O Quadro 2 mostra os principais 

aspectos clínicos associados à SD. 
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Quadro 2- Aspectos clínicos associados à SD. 

Condição 

associada 
Características clínicas 

Retardo mental 

Sintoma importante da SD. No entanto, é grande a heterogenicidade e o grau de anormalidade. A 

medida de inteligência (coeficiente de inteligência - QI) da SD varia de 20-85. Seu maior valor pode 

chegar perto da faixa mais baixa de indivíduos normais, porém os valores mais baixos revelam uma 

condição altamente contestável. 

Malformação 

cardíaca 

(congênita) 

Anomalias congênitas estão presentes em quase 40% de crianças com SD. É importante excluir a 

presença de doença cardíaca congênita, através de eletrocardiograma, pois este é o principal 

determinante de sobrevivência. Os defeitos mais comuns são: malformações no canal atrioventricular, 

nas comunicações interventriculares e interatriais. 

Doenças da 

tireóide 

Doenças da tireóide, como por exemplo, hipotireoidismo, ocorre em 4-18% dos casos. A prevalência 

do hipotireoidismo aumenta com a idade. 

Problemas 

hematopoiéticos 

Crianças com SD possuem elevado risco de desenvolvimento de leucemia, geralmente leucemia 

linfóide aguda (LLA) e leucemia mielóide aguda (LMA), além de apresentarem altos índices de 

doença mieloproliferativa transitória. Aproximadamente 1 a cada 200 é afetada. Isto representa um 

aumento de 10-20 vezes em relação a outras crianças. No caso da LMA, a origem deve-se ao acúmulo 
somáticos de mutações do gene GABA-1, o qual está ligado à transcrição de um fator associado à 

diferenciação eritróide e megacariocítica.  
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Epilepsia 
Relatado de 1-13% dos casos. Vários mecanismos celulares e moleculares contribuem para a gênese 

da epilepsia, porem ainda estão sendo estudas. 

Infecções 
Possuem elevadas taxas de infecção. A causa para a elevada suscetibilidade às infecções ainda é 

incerta. Estudos demonstraram alterações humorais e celulares na resposta imune desses indivíduos. 

Sobrevida 
A longevidade nesses indivíduos é mais baixa, porém aumentou nos últimos anos. No ocidente, a 

expectativa de vida chega a 60 anos. 

Doenças 

Neurodegenerati

vas 

Estudos realizados em portadores de SD mostraram uma prevalência de 55% apresentarem demência 

na faixa etária de 35 – 49 anos, ocorrendo aumento para 75% em indivíduos com idade superior a 60 

anos. Além disso, muitas dessas pessoas desenvolvem alterações neuropáticas semelhantes àquelas 

encontradas na Doença de Alzheimer (DA). Entre suas consequências, após os 30 anos de idade, 

invariavelmente pessoas com SD começam a desenvolver placas amilóides e emaranhados 

neurofibrilares continuando até os 70 anos, 75% dessas pessoas desenvolvem demência. A ligação 

entre a SD e DA se deve à presença de 3 cópias do gene APP, consequentemente, maior expressão da 

proteína APP, que reside no cromossoma 21. 

Outras condições 

Outras funções, como problemas visuais (problemas de refração e catarata), apneia obstrutiva do sono, 

atraso na erupção dentária, hipodontia, convulsões, doença celíaca, têm sido observadas em indivíduos 

com esta condição genética. 

Fonte: Adaptado de WILSON, 1994; DESAI; FAYETTEVILLE, 1997; FRIDMAN et al., 2004; MENENDEZ, 2005; 

XAVIER; TAUB, 2010; BRUWIER; CHANTRAIN, 2012; NESS et al., 2012; VERMA et al., 2012.
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2.1.5 Diagnóstico 

O diagnóstico da SD normalmente é feito em período pré-natal. O 

diagnóstico pré-natal permite na gravidez determinar ou não se o feto é 

portador da SD (MATOS et al., 2007). 

Dentre os métodos não-invasivos destacam-se a triagem do soro 

materno e o diagnóstico por imagem. Existem quatro marcadores séricos 

nesta triagem: a alfa-fetoproteína e o estriol não-conjugado (valores 

abaixo do normal em casos de SD), e a gonadotrofina coriônica humana 

e a inibina A (neste caso, feto com SD, as mães apresentam 

concentrações aumentadas) (MATOS et al., 2007). 

Além disso, existe também o diagnóstico por imagem, baseado 

principalmente na ultrassonografia e na ecografia, evidenciando assim, 

as malformações congênitas. Porém, o diagnóstico por imagem não é 

confirmatório, pois apesar de evidenciar as malformações, não certifica 

a presença de alterações cromossômicas (BARINI, 2002). 

Existem ainda procedimentos invasivos, como a cordoncentese, 

amniocentese ou biopsia das vilosidades coriônicas, os quais são 

utilizados para testes confirmatórios através de análises bioquímicas, 

genéticas (cariótipos fetal), ou ainda técnicas de biologia molecular, 

como reação em cadeia de polimerase (PCR), utilizando como amostra 

as células fetais coletadas (VERMA et al., 1998). 

Apesar de todas essas técnicas diagnósticas, elas são apenas 

recomendadas em casos que existam fatores com uma maior 

probabilidade do casal ter um filho com SD, sendo assim, na prática, o 

diagnóstico clínico deve ser confirmado laboratorialmente, pelo 

cariótipo. 

2.2 RADICAIS LIVRES E ESPÉCIES REATIVAS DE 

OXIGÊNIO 

Segundo Alfadda e Sallam (2012), o primeiro artigo publicado 

sobre espécies reativas de oxigênio (EROs) foi registrado em 1945 por 

Stuffins e Weatherall. Entretanto, o primeiro artigo a revelar a 

importância biológica das EROs remete à Gerschman e colaboradores 

(1954), e desde então, milhares de artigos foram publicados sobre o 

assunto. A maioria dos estudos ligados às EROs está relacionada com 

doenças como câncer, resistência à insulina, diabetes mellitus, doenças 
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cardiovasculares, neurodegenerativas, envelhecimento, dentre outras. 

Por outro lado, numerosos processos fisiológicos e mecanismos 

essenciais de proteção que os organismos utilizam para sua 

sobrevivência dependem da geração de EROs (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007). Evidentemente, esses últimos, constituem o 

papel na defesa imunológica, ação antibacteriana, tônus vascular e 

transdução de sinal. Assim, tornou-se evidente que a fim de manter a 

homeostase, os organismos tentam manter o equilíbrio, pelo controle 

rígido da geração de EROs, com ajuda de um complexo sistema 

antioxidante (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; ALFADDA; 

SALLAM, 2012). 

A produção de EROs constitui um processo fisiológico, que 

ocorre de maneira contínua, o qual exerce importantes funções 

biológicas. Durante os processos metabólicos, as EROs atuam como 

mediadores para a transferência de elétrons em muitas reações 

bioquímicas. Sua produção, em proporções adequadas, possibilita uma 

série de processos, como a geração de energia na forma de ATP, através 

da cadeia transportadora de elétrons, fertilização do óvulo, ativação de 

genes e participação de mecanismos de defesa durante processos 

infecciosos. Porém, essas EROs, quando produzidas em excesso, podem 

trazer consequências danosas (BARBOSA et al., 2010). 

Uma das definições mais comum e abrangente de radicais livres 

(RL) consiste em uma espécie (átomo ou molécula) que possui um ou 

mais elétrons desemparelhados, sendo capaz de existência independente 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

A designação de EROs engloba tanto espécies radicalares 

quanto não radicalares, que, mesmo não possuindo elétrons 

desemparelhados em seu último orbital, possuem reatividade devido à 

sua instabilidade, por exemplo, o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

oxigênio singlete (1O2) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Portanto, EROs são espécies altamente reativas que se originam 

principalmente na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Cerca de 98% de todo o O2 

consumido pelas células eucariotas é reduzido por 4 elétrons (redução 

tetravalente) para render 2 moléculas de H2O pela cadeia de transporte 

de elétrons mitocondrial, e assim obter ATP através do processo de 
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fosforilação oxidativa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; 

SANCHEZ, 2012). 

As EROs são produzidas também por outras vias, como por 

exemplo, “burst oxidativo” que ocorre em fagócitos ativados, o efeito da 

radiação ionizante sobre os componentes das membranas celulares, 

como subprodutos de várias enzimas celulares incluindo NADPH 

oxidase, xantina oxidase e oxido nítrico sintase endotelial, entre vários 

outros (ALFADDA; SALLAM, 2012). 
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Quadro 3- Principais EROs radicalares e não radicalares. 

Espécie 

Reativa 
Principais Características 

Radicalares 

Ânion 

superóxido 

(O2
●-) 

Produzido em reações de auto-oxidação, envolvendo flavoproteína 

e ciclo redox. O O2
●- é formado a partir da redução parcial do O2, 

principalmente na respiração mitocondrial. Possui meia-vida de 

aproximadamente 5 × 105Ms-1, sob pH=7,0. 

Radical 

hidroxil 

(HO●) 

Sua formação decorre da redução do O2 por 3 elétrons. Radical 

extremamente reativo e lesivo, devido à sua meia-vida ser ~10-9 s. 

Sua produção ocorre em sítios onde são formados O2
●-/H2O2, na 

presença de metais de transição, especialmente o ferro (Fe2+) e 

cobre (Cu+) (Reação de Fenton), e na Reação de Haber-Weiss. 

Radical 

peroxil e 

alcoxil 

(ROO●e 

RO●) 

Possuem meia-vidas de ~10-6 s e ~10-7 s, respectivamente. Ambos 

são intermediários da lipoperoxidação. 

Óxido 

nítrico 

(●NO) 

É um gás incolor que possui um elétron desemparelhado localizado 

entre o átomo de nitrogênio e O2. É relativamente pouco estável em 

presença de O2 molecular, com tempo de meia vida de 

aproximadamente 3-5 segundos. 

Não-Radicalares 

Peróxido 

de 

hidrogênio 

(H2O2) 

Ocorre sua formação pela redução do O2 por 2 elétrons.  Produção 

por vias enzimáticas (oxidases e superóxido dismutase). Sua 

degradação ocorre por via enzimática (catalase e glutationa 

peroxidase). Altamente estável e difusível. 

Ácido 
hipocloroso 

(HOCl) 

Potente agente oxidante. Formado pelos neutrófilos ativados nos 

sítios inflamatórios, através da ação da enzima mieloperoxidase 

(MPO). Esta espécie reativa reage com os grupos –SH e amino das 

proteínas, e pode clorinar as bases pirimídicas do DNA. 

Fonte: Adaptado de HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SANCHEZ, 2012. 
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Apesar de que tanto o O2
●- como o H2O2 serem relativamente 

pouco reativos, ambos podem interagir com íons metais de transição 

como o ferro e o cobre, dando origem a uma espécie extremamente 

reativa, o ●OH, reação esta conhecida como Reação de Fenton (Reação 

A e B), e ainda pela Reação de Haber-Weiss (Reação C) 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007, LIPINSKI, 2011.). 

Sequência da reação de Fenton 

 

Reação de Haber-Weiss 

 

O ●OH possui a maior reatividade dentre os RL, devido ao curto 

tempo de meia-vida em soluções aquosas, da ordem de 10-9 a 10-10s 

(Quadro 3). Além disso, nenhum organismo possui enzima antioxidante 

para sua metabolização devido à sua labilidade e reatividade, somente 

existem sequestradores específicos atuando como defesa antioxidante 

contra esta espécie, como a glutationa reduzida (GSH) (CHANCE et al., 

1979; SÁNCHEZ, 2012). Assim, o ●OH pode reagir com várias 

estruturas celulares, como no caso de proteínas (consequentemente 

enzimas e membranas), lipídios, por mecanismos de oxidação dos 

ácidos graxos poliinsaturados, os quais estão presentes nas membranas 

celulares, fenômeno este conhecido como lipoperoxidação 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

2.3 DEFESAS ANTIOXIDANTES 

 

Segundo Halliwel e Gutteridge (2007), antioxidante é toda 

substância que, mesmo presente em baixa concentração, quando 

comparada à do substrato oxidável, regenera o substrato ou previne 

significativamente a oxidação do mesmo. Assim, os organismos 
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dispõem de um sistema de defesa antioxidante que inibem e/ou 

eliminam os RL e EROs, atenuando as consequências danosas causadas 

pela ação deletéria. Os mecanismos utilizados para isto ocorrem através 

da prevenção (impedindo a formação de RL ou EROs), impedindo a sua 

ação (pelos sistemas de scavangers), ou ainda, através do sistema de 

reparo (pelo reparo e reconstituição das estruturas biológicas que foram 

danificadas). 

O sistema de defesa antioxidante pode ser dividido em 

enzimático e não-enzimático. No segundo caso, uma grande variedade 

de substâncias constitui o grupo desses antioxidantes, os quais podem 

ter origem biológica, ou ainda, da dieta (ditos antioxidantes naturais ou 

nutricionais). Existem ainda, dentro do grupo dos antioxidantes não-

enzimáticos, as substâncias sintéticas, como o BHA (hidroxianisol 

butilado) e o BHT (hidroxitolueno butilado), utilizados na indústria 

alimentícia, ou ainda, a N-acetilcisteína (NAC), precursor da GSH, a 

qual possui propriedades farmacológicas e é muito utilizada na clínica 

como agente mucolítico e como antídoto para intoxicações por 

paracetamol (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; BARBOSA et al., 

2010). 

O controle da atividade das enzimas antioxidantes nas células é 

importante para a sobrevivência no ambiente aeróbico. Todos os 

organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase 

(GPx), que reagem com os compostos oxidantes e protegem as células e 

os tecidos do estresse oxidativo. Os radicais O2
● são convertidos a H2O2 

pelas enzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD. Por conseguinte, CAT e a GPx, 

de forma independente, convertem o H2O2 em H2O e O2, porém a 

primeira de forma específica. Na reação catalisada pela GPx, ocorre 

consumo de GSH, porém este tripeptídeo pode ser novamente 

convertido à sua forma reduzida (GSH), pela ação da glutationa redutase 

(GR), às custas de NADPH, portanto, com ação antioxidante de forma 

indireta. A enzima G6PD fornece NADPH, o qual é oriundo da via das 

pentoses (Figura 2) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 
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Figura 2- Esquema simplificado da produção de EROs, sistema de defesa 

antioxidante enzimático e suas consequências biológicas nos sistemas celulares. 

 

(PHS) Prostaglandina H sintase; (LPO) lipoxigenase; (P450) Citocromo P450.  

Fonte: Adaptado de HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007. 

2.3.1 Enzimas Antioxidantes 

2.3.1.1 Superóxido dismutase (SOD) 

É uma metaloenzima essencial em todos os tecidos e células. 

Esta enzima remove o O2
●- pela dismutação para O2 e H2O2 (Figura 2) e 

foi a primeira enzima antioxidante descoberta e descrita na literatura 
(McCORD; FRIDOVICH, 1969). Nos eritrócitos, encontra-se ligada a 

um metal, cobre (Cu-SOD) ou zinco (Zn-SOD), constituindo assim, a 

porção ativa da enzima. Nesse sítio, ocorre a transferência do elétron do 

O2
●- para o metal. A dieta deficiente desses metais pode levar a uma 
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diminuição de sua atividade enzimática (HARVEY, 1997; 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  

 

2.3.1.2 Catalase (CAT) 

É uma hemeproteína responsável pela redução específica do 

H2O2 a H2O e O2 (Figura 2). Sua atividade é dependente do ferro 

presente na porção heme. Como o H2O2 é uma molécula extremamente 

estável e difusível, passa do meio extracelular de outros tecidos do 

organismo para os eritrócitos e vice-versa, constituindo-se em uma 

molécula sinalizadora importante. Sendo assim, a presença desta enzima 

nos eritrócitos também é capaz de atenuar a degradação oxidativa de 

outros tecidos (HARVEY, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

 

2.3.1.3 Glutationa peroxidase (GPx) 

Esta enzima possui um resíduo de selenocisteína, por isso a 

presença do selênio é indispensável para a atividade desta enzima (SEN, 

1997). Junto com a catalase, constitui um dos principais mecanismos de 

defesa contra o H2O2 e outros hidroperóxidos (Figura 2). A GPx possui 

atuação preferencialmente quando ocorre pequena produção de H2O2, 

pois possui maior afinidade ao H2O2, enquanto que a catalase atua em 

altas concentrações de H2O2. A reação catalisada pela GPx utiliza como 

substrato a GSH, onde este tripeptídeo sofre oxidação, originando a 

glutationa oxidada (GSSG), importante marcador de estresse oxidativo 

(EO) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

 

2.3.1.4 Glutationa redutase (GR) 

A GR é a enzima responsável pela redução do GSSG para GSH, 

regenerando a GSH e mantendo-a em concentrações ideais (Figura 2). 

Além disso, necessita de dois co-fatores para esta reação: o NADPH, o 

qual é produto da via das pentoses, e a flavina adenina dinucleotídeo 

(FAD), que é um derivado fosforilado da riboflavina (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007). 
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2.3.2 Antioxidantes não-enzimáticos 

 

Os antioxidantes não-enzimáticos podem ser produzidos no 

organismo, por exemplo a glutationa reduzida (GSH), a qual é o 

principal antioxidante não enzimático de todos organismos aeróbios. A 

GSH é o principal tiol celular de baixa massa molecular, principalmente 

devido à elevada concentração, a qual ocorre na ordem de milimolar, 

mais especificamente, aproximadamente 1 mM a 10 mM, tanto em 

eritrócitos e hepatócitos humanos, como nos demais tecidos de todos os 

organismos aeróbios (WILHELM FILHO et al., 2000; HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007; HUBER et al., 2008). 

Conhecida como tiol não proteico, é um tripeptídeo constituído 

de ácido glutâmico, cisteína e glicina, sendo sintetizado nas hemácias 

pelas enzimas γ-glutamilcisteína-sintetase, e glutationa sintetase com 

consumo de energia sob a forma de ATP (HUBER et al., 2008; 

SÁNCHEZ, 2012). 

Em sua estrutura, possui o radical SH da cisteína, o qual é a 

porção ativa da molécula, atuando como aceptor de elétrons, mantendo 

assim, os grupos SH da célula na forma reduzida (WU et al., 2004; 

HUBER et al., 2008). Existem algumas enzimas que são responsáveis 

pela regeneração de GSH para célula, como as enzimas glicolíticas 

hexoquinase e G6PD, além da GGT, uma enzima de membrada 

(FROSALI et al., 2004; WU et al., 2004; ARESE et al., 2012). 

A importância da GSH não se deve apenas à sua grande 

ubiquidade e quantidade nas células, mas também devido à sua 

funcionalidade como antioxidante generalista de primeira linha de ação. 

Além disso, ela exerce um papel central na biotransformação e 

eliminação de xenobióticos, processos catalisados principalmente pela 

GST. Esta enzima catalisa o ataque nucleofílico da forma reduzida da 

glutationa (GSH) a compostos que apresentam um carbono, um 

nitrogênio ou um átomo de enxofre eletrofílico (HUBER et al., 2008). 

Outro importante antioxidante endógeno é o ácido úrico (AU), o 

qual em concentrações fisiológicas impede a formação de oxidantes 

formados pela reação da hemoglobina com peróxidos. O AU protege as 

membranas de eritrócitos da lipoperoxidação e também impede a lise 

por peroxidação. Esse antioxidante também tem se mostrado um potente 

capturador de 1O2 e HO● (KAND’ÁR; ZÁKOVÁ; MUZÁKOVÁ, 2006; 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) 

Além desses antioxidantes produzidos biologicamente, o ser 

humano e vários outros organismos dispõem de antioxidantes 
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provenientes da dieta (Figura 3), como o α-tocoferol, principal e mais 

abundante componente da vitamina E, vitamina C (também chamado de 

ácido ascórbico), carotenóides (destacando-se o β-caroteno e licopeno), 

além de compostos fenólicos (flavonóides, principalmente) 

(BARREIROS; DAVID, 2006). 

 
Figura 3- Principais antioxidantes naturais enzimáticos e não-enzimáticos. 
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Fonte: Adaptado de COROCHO; FERREIRA, 2013. 

 

2.3.2.1 Vitaminas E e C 

As vitaminas são micronutrientes orgânicos, sem valor 

energético, necessárias para o organismo humano em pequenas 

quantidades, e que devem, na maioria dos organismos, ser fornecidas 
pela dieta. Algumas podem formar-se em quantidades variáveis no 

organismo, como a niacina a partir do triptofano, e a vitamina D por 

exposição à luz solar, outras são sintetizadas em parte por bactérias 

intestinais, como a vitamina K. Porém, esta síntese não é suficiente para 
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cobrir as necessidades diárias de indivíduo, sendo por isso, dependente 

da dieta (LEHNINGER, NELSON; COX, 2008;). 

A vitamina E (α-tocoferol) foi descoberta há cerca de 100 anos, 

quando foi necessária para evitar a reabsorção fetal em ratas gestantes 

deficientes em vitamina E, que se alimentavam de gordura, as quais 

eram facilmente oxidáveis. Inicialmente foi denominado “inibitol”, pois 

foram observadas as mesmas propriedades físico-químicas dos inibitois 

isolados da alface, gérmen de trigo, semente de algodão e óleo de palma. 

Posteriormente, ocorreram descobertas de múltiplas formas de tocoferol, 

os quais mostraram ser eficientes antioxidantes (NIKI; TRABER, 2012). 

Vitamina E é o termo dado a uma família de 8 antioxidantes 

sintetizados por plantas, quatro tocoferóis (α, β, γ, e δ), e 

secundariamente por 4 trienóis (α, β, γ, e δ), sendo o α-tocoferol (Figura 

4) o mais importante, devido ele ser mais encontradiço no reino vegetal, 

e consequentemente através da dieta, no plasma humano e em vários 

tecidos. A vitamina E é eficiente inibidor da peroxidação de lipídios in 

vivo, através da doação de H para o radical peroxil, interrompendo a 

reação radicalar em cadeia. Cada tocoferol pode reagir com até dois 

radicais peroxil e, nesse caso, o tocoferol é irreversivelmente desativado. 

Para que não ocorra desativação, é necessário que ocorra regeneração de 

forma sinérgica com o ascorbato nas membranas celulares e com a 

ubiquinona na membrana mitocondrial (TRABER; STEVENS, 2011; 

BARREIROS; DAVI, 2006). 

 
Figura 4-  Estrutura química do α-tocoferol (vitamina E). 
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Fonte: do autor 

 

O ácido L-ascórbico, também conhecido como ácido ascórbico 
ou vitamina C (Figura 5), é um dos micronutrientes necessários para o 

ser humano e demais organismos. O ascorbato é sintetizado por plantas 

e por alguns vertebrados, porém não é produzido por primatas, devido 

ao fato deste grupo não possuir a enzima gulonolactona oxidase, a qual 
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catalisa a última reação na síntese enzimática de ascorbato (DU; 

CULEN; BUETTNER, 2012). 

A principal consequência clínica da deficiência de ácido 

ascórbico é o escorbuto, porém a recomendação dietética atual de ácido 

ascórbico é de 60 mg/dia, a qual é baseada na prevenção do escorbuto 

com uma pequena margem adicional de proteção. Essa recomendação 

parte do princípio da base biológica que para seres humanos deve-se 

levar em consideração a absorção e a distribuição do ascorbato, que é 

regulado pela biodisponibilidade e absorção no trato gastrointestinal, 

concentração plasmática na circulação, distribuição no tecido, excreção 

e metabolismo (RUMSEY; LEVINE, 1998). 

Figura 5- Estrutura química do ácido ascórbico (vitamina C) 
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Fonte: do autor 

O ascorbato é oxidado de forma reversível, com a perda de um 

elétron, para formar o radical semidehidroascorbato (também chamado 

radical ascorbila), o qual é oxidado para ácido dehidroascórbico. O 

ácido dehidroascórbico pode ser reduzido a ácido ascórbico pelo mesmo 

radical intermediário, ou ainda por enzimas redutases (RUMSEY; 

LEVINE, 1998; DU; CULEN; BUETTNER, 2012).  

O ascorbato é um excelente antioxidante adjuvante, e em termos 

químicos isso é um simples reflexo das suas propriedades redox, como 

relativamente fraco agente redutor (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007). Em termos fisiológicos, isso significa que ele fornece elétrons 

para enzimas, compostos químicos que são oxidantes ou outros 

receptores de elétrons. Além disso, outras propriedades do ascorbato o 

tornam um excelente doador de elétrons nos sistemas biológicos. 

Primeiro, o seu radical intermediário é relativamente pouco reativo, 

especialmente com o oxigênio e em segundo lugar, o produto da 
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oxidação do ascorbato é reduzido pelas células a ascorbato, o que o 

torna novamente disponível para sua reutilização nas células 

(RUMSEY; LEVINE, 1998). 

Tanto o ácido dehidroascóbico quanto o ascorbato são 

transportados através das membranas celulares, e este transporte ocorre 

através de uma variedade de mecanismos, como por exemplo, 

transportadores de vitamina C dependentes de sódio, SVCT1 e SVCT2, 

ou ainda, tem sido amplamente descrito que seu transporte pode ser via 

transportadores de glicose (GLUT), minoritariamente (CORTI; CASINI; 

POMPELLA, 2010). 

 Uma vez no meio intracelular, o ácido dehidroascórbico é 

reduzido a ácido ascórbico mediado por 2 vias: ação da GR ou por 

outras enzimas de redução (RUMSEY; LEVINE, 1998). 

O intervalo plasmático de ascorbato em seres humanos 

saudáveis é de cerca de 40-80 µM. Estes níveis plasmáticos o tornam 

um importante antioxidante endógeno, pois serve como co-antioxidante 

junto à vitamina E, conforme Figura 6 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007). O ácido ascórbico doa um elétron para radicais oxidantes 

potencialmente danosos como o radical hidroxil, alcoxil, peroxil, radical 

thiol, e radical tocoferoxil. Uma característica antioxidante importante 

do ácido ascórbico é a ação sinérgica com a vitamina E. A vitamina E é 

solúvel em lipídios, o qual é um antioxidante primário na oxidação de 

LDL e de membrana lipídica. Seu produto de oxidação de 1 elétron, o 

radical α-tocoferoxil, pode ser reduzido pelo ascorbato, regenerando a 

vitamina E, conforme a Figura 6 (CSALLANY; DRAPPER; SHAH, 

1962). 

 

 

 

 

 

 



51 
 

Figura 6- Estrutura esquemática do processo de regeneração da vitamina E pela 

ação sinérgica com a vitamina C. 

 

(AGPI) Ácido graxo poliinsaturado; (ROO●) Radical peroxil; (RO●) Radical 

alcoxil; (L●) Radical alcoxil lipídico; (LOO●) Radical peroxil lipídico. 

Fonte: Adaptado de CHAN et al., 1999 

2.3.2.2 Melatonina 
A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (MEL) é uma 

indolamina (Figura 7) que possui dois grupos funcionais, os quais além 

de serem decisivos para especificidade de ligação ao receptor, são 

responsáveis pela anfifilicidade, permitindo que a molécula entre em 

qualquer fluido ou compartimento celular, atravessando inclusive a 

barreira hematoencefálica (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; 

CARDINALI, 2006; NETO; CASTRO, 2008). Ela atua através de 

receptores acoplados à proteína G expressa em várias áreas do sistema 

nervoso central e nos tecidos periféricos. Além disso, paralelamente 

pode conduzir a outros mecanismos de sinalização celular, incluindo 

várias cinases, fatores de transcrição e canais iônicos (HARDELAND et 

al., 2011) 

Este neurohormônio é produzido e secretado principalmente na 

glândula pineal dos vertebrados, embora possa ser produzido em outros 

tecidos. Na glândula pineal, a MEL é sintetizada em três etapas: 
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primeiramente, a partir do aminoácido triptofano em serotonina (5-

hidroxitriptamina), e em seguida por acetilação pela acetiltransferase 

arilalquilamina N (AA-NAT), antes de ser finalmente convertida em 

melatonina por ação da hidroxiindol-O-metiltransferase (HIOMT), que 

representa o passo limitante da biossíntese (ESPINO; PARIENTE; 

RODRIGUEZ, 2012). 

Figura 7- Estrutura química da melatonina. 

 

Fonte: TERESA GALVÁN et al., 2008. 

A secreção de melatonina pineal segue um padrão circadiano e 

é máxima durante a noite. Este padrão circadiano é regulado pelo 

relógio biológico de mamíferos dentro do núcleo supraquiasmático do 

hipotálamo. A MEL tem um papel fundamental em diversas funções 

fisiológicas incluindo a regulação dos ritmos circadianos, homeostase do 

sono, a modulação do comportamento, e envelhecimento 

(HARDELAND et al., 2011). 

A MEL e muitos de seus metabólitos ou isômeros são potentes 

varredores de RL e reguladores de enzimas do ciclo redox. A 

diminuição da produção de MEL em indivíduos mais velhos, podem ser 

um dos principais fatores que contribuem para o desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas associadas com a idade (CORRALES et al., 

2013). 

A ação antioxidante da MEL ocorre em nível de todos os 

compartimentos celulares: membrana, citosol, mitocôndria e núcleo. 
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Devido sua lipofilicidade, mencionada anteriormente, atravessa 

membranas facilmente e as funções como antioxidante incluem: função 

neutralizante direta de RL, estimula a atividade de enzimas 

antioxidantes mediante a regulação da expressão de determinadas 

enzimas de oxi-redução, aumenta a eficiência da fosforilação oxidativa 

mitocondrial e diminui o escape de elétrons e aumenta a eficiência de 

outros antioxidantes. A eliminação de EROs pela MEL se dirige 

especificamente aos HO● e ROO●, porém possui ação também sobre 

outras EROS, como peróxidos e oxigênio singlete. A capacidade de 

eliminação de HO● está relacionada a sua estrutura química, a qual 

possui um grupamento metila na posição 5-OH do anel indol, enquanto 

que o grupamento N-acetil exerce uma ação sinérgica com a vitamina C 

e E (TERESA GALVÁN et al., 2008). 

Estudo realizado por Corrales e colaboradores (2013) mostrou 

que a administração de MEL promoveu uma melhoria da aprendizagem 

espacial impedindo a degeneração colinérgica camundongos TsDn65, 

um modelo murinho de SD. Além disso, outro estudo realizado pelo 

mesmo grupo de pesquisa (CORRALES et al., 2014), mostrou que a 

administração de MEL em camundongos trissômicos (TS) adultos 

aumentou significativamente a densidade de células em proliferação, a 

densidade de neuroblastos em diferenciação, e a densidade de células 

granulares maduras, enquanto que diminuiu os níveis de peroxidação 

lipídica. 

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E AS CONSEQUÊNCIAS 

BIOLÓGICAS 

É aparentemente contraditório que, apesar da produção das 

EROs ser parte normal do metabolismo interno da mitocôndria e 

essenciais à vida (daqueles que dependem de oxigênio), paralelamente, 

possuem efeitos deletérios sobre o corpo humano através de sua ação 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; COROCHO; FERREIRA, 

2013). Um excesso de EROs pode conduzir à oxidação exacerbada dos 

lipídios e proteínas, a qual está associada às alterações na sua estrutura e 

função. 

Sendo assim, o estresse oxidativo (EO) é caracterizado pelo 

desequilíbrio entre as moléculas pró e antioxidantes, com predomínio 

daquelas pró-oxidantes, resultando na indução de danos celulares. Tais 

danos podem atingir todos os tipos de moléculas, incluindo DNA, 
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lipídeos, proteínas e carboidratos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007). 

2.4.1 Dano ao DNA e a proteínas 

As EROs e ERN, tais como O2
●-, H2O2, HO● e ●NO, além de 

outros metabólitos biológicos desempenham um papel importante na 

carcinogênese. EROs produzem dano ao DNA pela modificação dos 

pares de bases (pB) nitrogenadas e ligação cruzada do DNA com 

proteínas. Numerosos estudos propõem a participação das EROs na 

mutação e carcinogênese. A indução da carcinogênese, o mais 

conhecido dos efeitos biológicos da radiação, ocorre principalmente 

devido a danos ao DNA pelo ●OH. A reação dos radicais ●OH ocorre 

principalmente por reação de adição de dupla ligação das bases de 

pirimidina e da captação do H+ a partir da porção glicosídica, resultando 

numa reação em cadeia de DNA. Estes efeitos provocam mutagênese de 

células e os lipídios peroxidados são também responsáveis pela ativação 

dos carcinógenos (LOBO et al., 2010). O mecanismo dessa ruptura tem 

como principais produtos 5’-8-ciclo-2’-desoxiadenosina (8OHdA) e 5’-

8-ciclo-2’-desoxiguanosina (8OHdG) (BARREIROS; DAVI, 2006). 

As proteínas podem ser modificadas por oxidação através de 3 

maneiras: modificação oxidativa de um aminoácido específico, clivagem 

de um peptídeo mediado por RL e formação de uma ligação cruzada, 

devido à reação com os produtos da peroxidação lipídica. As proteínas 

que contém aminoácidos como metionina, cisteína, arginina e histidina 

parecem ser os mais vulneráveis à oxidação (FREEMAN; CRAPO, 

1982). A modificação oxidativa ocorrida nas proteínas aumenta a 

suscetibilidade à proteólise enzimática. Além disso, os produtos do dano 

oxidativo das proteínas podem afetar a atividade de enzimas, receptores 

e transporte de membrana. 

Estes mesmos produtos podem conter grupos muito reativos, 

culminando com danificação da membrana e de outras funções celulares 

(LOBO et al., 2010). O radical RO2
● é considerado um RL que oxida 

proteínas. 

As EROs podem também danificar as proteínas e formar 

grupamentos carbonil e outras modificações nos aminoácidos, incluindo 

a formação de sulfóxido de metionina e peróxido de proteína. A 

consequência da oxidação de proteínas é a alteração do mecanismo de 
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transdução de sinal, da atividade enzimática, da estabilidade ao calor e 

proteólise, o que favorece o envelhecimento (LOBO et al., 2010). 

2.4.2  Peroxidação Lipídica 

A peroxidação lipídica gera uma complexa variedade de 

produtos, muitos dos quais são eletrófilos reativos. Alguns destes 

reagem com proteínas e DNA, resultando em efeitos tóxicos, conforme 

descrito anteriormente. As principais reações da peroxidação lipídica 

ocorrem da seguinte maneira: ácidos graxos poliinsaturados contém um 

ou mais grupos metileno posicionados entre as ligações duplas do tipo 

cis. Os grupos metilenos são altamente reativos com agentes oxidantes, 

e os seus átomos de H são removidos para formar radicais centrados em 

carbono. Radicais com o carbono no centro reagem com o O2
●- para 

formar RO2
●. Assim, os produtos iniciais da oxidação de ácidos graxos 

poliinsaturados são peroxilas polinsaturadas. O destino do RO2
● 

depende da posição do carbono na cadeia. Se o radical RO2
● possui pelo 

menos uma ligação dupla em sua extremidade, é reduzido a um 

hidroperóxido. Complexos metálicos e metaloproteinases, que são 

abundantes nas células reduzem os hidroperóxidos de ácidos graxos, 

utilizando um elétron do radical RO●, os quais geram múltiplas reações 

gerando uma série de produtos. Assim, mesmo o mais simples dos 

produtos de peroxidação dos lipídios produz, uma gama complexa de 

epóxidos, hidroperóxidos e compostos carbonil. Como consequência, 

ocorre a produção de produtos como isoprostanos e malondialdeído 

(MDA). O MDA tem sido utilizado há muitos anos como um 

bioindicador para a peroxidação lipídica (MARNETT, 1999; HIGDON 

et al., 2012). 

Em membranas fosfolipídicas, as moléculas que reduzem os 

radicais peroxil a hidroperóxidos é outra molécula de ácido graxo, ou 

mesmo a vitamina E. A vitamina E reduz os radicais RO2
● quebrando a 

cadeia do radical, diminuindo assim, a peroxidação lipídica 

(MARNETT, 1999). 

2.4.3 Radicais livres, Envelhecimento e Neurodegeneração 

Pesquisas sugerem que o dano causado pelos EROs na célula 

conduz a alterações patológicas, as quais estão associadas ao 

envelhecimento. Além de uma série de doenças, o envelhecimento 

propriamente dito, mostra relação direta ou indireta com as EROs. O 

principal mecanismo do envelhecimento é atribuído ao dano no DNA e 
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acúmulo de danos celulares e funcionais na célula (SASTRE et al., 

1996; CANTUTI-CASTEL et al., 2000). 

Alguns antioxidantes naturais são capazes de retardar este 

processo de envelhecimento, sendo assim, parece que o aumento do EO 

geralmente ocorre durante o processo de envelhecimento, e o status 

antioxidante pode influenciar significativamente os efeitos do dano 

oxidativo associado com a idade avançada. Sugere-se que as EROs 

possuem influência significativa sobre o envelhecimento, e assim, os 

danos causados por essas espécies podem ser controladas com uma 

defesa adequada, e uma ingesta ótima de nutrientes antioxidantes pode 

contribuir para a melhoria da qualidade de vida (LOBO et al., 2010).  

Existem evidências significativas de que a patogênese de 

diversas doenças neurodegenerativas, incluindo a doença de Parkinson 

(DP), a DA, ataxia de Friedreich, esclerose múltipla e esclerose lateral 

amiotrófica, estão associadas à produção exacerbada de EROs e/ou ERN 

devido à disfunção mitocondrial. O genoma mitocondrial pode 

desempenhar um papel essencial na patogênese destas doenças, e as 

evidências para a mitocôndria ser um local da lesão, em desordens 

neurodegenerativas, é baseado em parte, em diminuições observadas nas 

atividades complexas da cadeia respiratória na DP, DA e doença de 

Huntington. Tais defeitos, associados ao desequilíbrio do balanço 

oxidante/antioxidante, possivelmente são base de defeitos no 

metabolismo de energia e que podem induzir a degeneração celular 

através de morte celular por apoptose (CALABRASE et al., 2005; 

FEDERICO et al., 2012). 

2.4.4 γ-Glutamiltransferase e Estresse Oxidativo 

A γ-glutamiltransferase (GGT) é uma enzima microssomal 

responsável por transferir os grupos glutamil, a partir dos peptídeos 

gama-glutamil para outros peptídeos ou aminoácidos. A GGT é um 

marcador de função hepática não-específica (SIMÃO et al., 2008). 

A GGT é a única enzima plasmática e de membrana a qual é 

capaz de iniciar a desagregação extracelular de GSH através da remoção 

da porção γ-glutamil. Os aminoácidos que constituem a GSH e 

conjugados resultantes são então transferidos para o interior da célula e 

utilizados para a síntese de GSH. Quanto em concentrações elevadas de 

transferrina e na presença de agentes redutores específicos, como ânion 

tiolato, ocorre redução e liberação do íon Fe2+, podendo produzir •OH 



57 
 

(Figura 8). Devido sua capacidade de proteger da depleção de GSH, a 

GGT desempenha um importante papel no sistema antioxidante. De 

forma controversa, pouco se conhece sobre a GGT na atividade 

mutagênica.  

Estudos demonstram o envolvimento da GGT em processos 

mutagênicos (DROZDZ et al., 1998). Stark e colaboradores (1993) 

mostraram que a atividade da GGT na presença de transferrina e GSH 

pode ser relacionada diretamente com a peroxidação lipídica, o que é 

relevante para processos carcinogênicos hepáticos. 

Figura 8- Proposta de mecanismo de geração de EROs mediada por GGT.  

 

Fonte: Adaptado de DROZDZ et al., 1998; CAVALLI, 2012 

A transferrina é uma das principais proteínas de ligação do ferro 

livre (proteína de transporte) na circulação. Além da função de 

transporte, atua prevenindo a formação exacerbada de RL. Acredita-se 

que, uma vez complexado com a transferrina, o ferro sérico é inativo, ou 

seja, incapaz de gerar EROs. Redutores diversos, incluindo ácido 
ascórbico e tióis, podem facilitar a redução da transferrina ligada ao 

ferro sérico e liberar o íon ferroso, o qual pode catalisar a geração de 

EROs, via Reação de Fenton (DROZDZ et al., 1998). 
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Além disso, existe uma correlação positiva entre a atividade 

aumentada da GGT e incidência de tumores, sendo esta explicada pela 

ligação entre a GGT e o estado redox da célula. Evidências de estudos 

observacionais mostram que a associação entre GGT e câncer é 

limitada, porém dois grandes estudos prospectivos mostraram risco 

elevado de câncer para todas as categorias que apresentavam atividade 

de GGT elevada, quando comparados aos valores normais. Este 

aumento foi encontrado para neoplasias malignas do aparelho digestivo, 

respiratório, mama, além de linfoma e câncer hematopoiético. Apesar 

destes estudos indicarem que a GGT pode estar envolvida na biologia do 

tumor, os mecanismos subadjacentes permanecem desconhecidos e 

merecem maior aprofundamento (VAN HEMELRIJCK et al., 2011). 

2.5 INFLAMAÇÃO E ESPÉCIES REATIVAS 

A inflamação é um processo de resposta de um organismo 

lesado ao agente agressor, no intuito de eliminar o mesmo e restaurar a 

homeostase tecidual, ou seja, seu estado original. Esse processo de 

defesa é caracterizado pelo recrutamento do sistema imune afim de que 

o agressor seja identificado pelo organismo e os processos de defesa 

sejam ativados e desenvolvidos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2008; 

RUBIN et al., 2006). Este processo de ativação de células 

imunocompetentes, leva a fenômenos inflamatórios locais e/ou 

sistêmicos podendo levar ao EO.  

No processo inflamatório muitos mediadores inflamatórios 

(citocinas), como por exemplo, IL-1β e TNF-α (Figura 9), são liberados 

com o objetivo de eliminar microorganimos e até mesmo restos 

celulares. Neste contexto, os neutrófilos e as células da linhagem 

monocitária (linfócitos, monócitos e macrófagos) exercem papel central 

(SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010). Sendo as primeiras células a serem 

recrutadas, os neutrófilos migram para o local do processo inflamatório 

e/ou infeccioso, e junto com os macrófagos, são capazes de eliminar o 

agente agressor.  

Dentro dos neutrófilos, existem grânulos azurófilos e acidófiros, 

chamados de grânulos primários e secundários, respectivamente. Nos 

grânulos primários, existem enzimas, dentre elas, a mieloperoxidase 

(MPO), a qual está associada ao processo fagocitário, principalmente de 

neutrófilos, e minoritariamente de monócitos e macrófagos. Portanto, 

durante o processo inflamatório, na fase fagocitária, ocorre a liberação 
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de substâncias microbicidas (PAPAYANNOPOULOS; ZYCHLINSKY, 

2009). Nessa etapa, ocorre ativação da enzima NADPH oxidase que, em 

conjunto com o influxo de íons ativam a atividade da MPO. Essa enzima 

ativada favorece a produção de HOCl com atividade microbicida, o qual 

é produzido a partir de H2O2 e íons cloreto, podendo causar dano 

oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Figura 9-  Relação entre o Estresse Oxidativo e Processo inflamatório. 

 

Fonte: Adaptado de VITALE; SALVIOLI; FRANCESCHI, 2013. 

2.6 DESEQUILÍBRIO OXIDATIVO NA SÍNDROME DE 

DOWN E TERAPIA ANTIOXIDANTE 

Vários antioxidantes naturais têm sido investigados in vitro e 

em modelos animais para avaliar o potencial terapêutico (ALFADDA; 

SALLAM, 2012). Além disso, muitos sugerem a importância dos 

antioxidantes na prevenção de várias doenças. A partir de então, a 

terapia antioxidante tornou-se alvo de interesse em várias pesquisas, 

envolvendo tanto antioxidantes naturais (com ou sem modificações 

estruturais) ou moléculas unicamente sintetizadas (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007). 

Estudos epidemiológicos prospectivos demonstraram que uma 

maior ingestão de antioxidantes na dieta está associada com menor risco 

de doenças coronarianas, alguns tipos de câncer e de doenças 

neurodegenerativas (FIRUZI et al., 2011). Numerosos estudos têm sido 

realizados com vários agentes antioxidantes, sendo que o α-tocoferol, 
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ácido ascórbico e MEL ocupam destaque dentro deste arsenal de agentes 

antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; FIRUZI et al., 

2011). 

Na SD há um aumento em 50% na atividade da enzima Cu/Zn 

SOD em diferentes tipos de células (eritrócitos, leucócitos, plaquetas e 

fibroblastos). Este aumento na expressão da SOD deve-se ao fato do 

gene que a codifica estar localizado na região 21q22 do cromossomo 21 

(AGUILAR-da-SILVA; MORAES; MORAES, 2003; GARCEZ; 

PERES; SALVADOR, 2005; MARQUES; MARREIRO, 2006; 

MUCHOVÁ; ŽITŇANOVÁ; ĎURAČKOVÁ, 2014). 

Muitos estudos têm demonstrado um aumento na atividade da 

GPx em vários tecidos de pessoas com SD. Entretanto, este aumento 

parece ser uma resposta fisiológica e de proteção para eliminar o 

excesso de H2O2 produzido pela hiperatividade da SOD. Porém, o 

aumento de 50% na atividade da SOD é maior do que o percentual de 

aumento usualmente descrito na atividade da GPx (ANI; GRANTHAM-

McGREGOR; MULLER, 2000), sendo que provavelmente este 

percentual também se mantém inalterado no caso da atividade da CAT. 

Assim sendo, o desequilíbrio entre a razão SOD:GPx, proporciona um 

quadro de agressão endógena constante (ANI; GRANTHAM-

McGREGOR; MULLER, 2000), pois o H2O2 não eliminado tende a 

reagir com metais de transição formando o HO●, culminando no dano 

celular crônico (AGUILAR-da-SILVA; MORAES; MORAES, 2003). 

Existem evidências sobre o aumento do EO, com o aumento do 

dano ao DNA e peroxidação lipídica em pessoas com SD (ANI; 

GRANTHAM-McGREGOR; MULLER, 2000). Algumas características 

como envelhecimento precoce, dano cerebral e modificações 

bioquímicas encontradas na SD que são secundárias ao dano oxidativo 

dentro da célula, poderiam ser consequência do desequilíbrio genético-

bioquímico (ANI; GRANTHAM-McGREGOR; MULLER, 2000). 

Além disso, recente estudo realizado em nosso laboratório (GARLET et 

al., 2013) mostrou um quadro de EO sistêmico em crianças e 

adolescentes com SD, evidenciando aumento da atividade enzimática de 
SOD, CAT e GR desses indivíduos, quando comparados a indivíduos 

sem SD. 

Dificuldades na alimentação e ingestão inadequada de 

nutrientes são comuns em crianças com SD, assim como hábitos e 
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práticas alimentares impróprios (PIPES; HOLM, 1980). Segundo 

Giaretta (2007), os maiores problemas alimentares encontrados nessas 

crianças são: ingestão inapropriada, excessiva ou diminuída de energia e 

nutrientes, hábitos alimentares pobres e habilidades alimentares 

atrasadas.  

Lockrow e colaboradores (2009) avaliaram o EO após 

suplementação de vitamina E em cérebros de ratos Ts65Dn (modelo 

animal de SD), e verificaram que a suplementação diminuiu os 

marcadores de EO nos cérebros bem como melhorou a performance da 

memória espacial e atenuou a patologia neuro-colinérgica. Concluíram 

que a vitamina E atrasa o início das anormalidades cognitivas e 

morfológicas em modelos animais de SD, e que isso pode representar 

um seguro e efetivo tratamento precoce na progressão da neuropatologia 

da SD. 

2.7 MODELO ANIMAL DE SD: O CAMUNDONGO Ts65Dn 

2.7.1 Alterações Cognitivas 

Com base na homologia do cromossoma 16 murino (MMU16) 

com o cromossoma 21 humano (HSA21), foram gerados distintos 

modelos animais de SD (LANA-EOLA et al., 2011). Um dos modelos é 

o Ts65Dn (TS), que é um camundongo que possui triplicado o segmento 

de MMU16 o qual se estende entre os genes Mrp139 e Znf295 e contém 

aproximadamente 92 genes ortólogos a genes de HSA21(Figura 10) 

(STURGEON; GARDINER, 2011). Esse camundongo apresenta 

numerosas alterações fenotípicas similares àquelas encontradas em 

pessoas com SD. Em nível comportamental o camundongo TS apresenta 

alterações motoras e hiperatividade, atraso no desenvolvimento e 

alterações em distintos processos cognitivos como a atenção, o 

aprendizado em processos de condicionamento operante (RUEDA; 

FLÓREZ; MARTÍNEZ-CUÉ, 2012). 
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Figura 10- Representação esquemática dos segmentos de genes envolvidos em 

diferentes modelos animais de SD comparativamente ao HSA21 humano. 

 

Fonte: Adaptado de ANTONARAKIS et al., 2004 e LOCKROW; FORTRESS; 

GRANHOLM, 2012. 

2.7.2 Alterações Neuromorfológicas 

É sugerido que os déficits cognitivos encontrados na SD e em 

camundongos TS são devido a distintas alterações neuromorfológicas. 

Assim como em condições humanas, o camundongo TS apresenta 

redução no tamanho e densidade neuronal de diferentes áreas cerebrais 

(BARTESAGHI; GUIDI; CIANI, 2011; RUEDA; FLÓREZ; 

MARTÍNEZ-CUÉ, 2012), dentre elas, destaca-se o hipocampo por seu 

papel na aprendizagem e memória. 

Esta hipocelularidade na SD e em camundongos TS é devido a 

uma diminuição da neurogênese nas etapas pré e pós-natal (RUEDA et 

al., 2012). Existem numerosos trabalhos que demonstraram que a 

neurogênese adulta está implicada no aprendizado e memória 
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dependente do hipocampo (MALBERG et al., 2000; SHORS et al., 

2001, 2002; SQUIRE; STARK; CLARK, 2004; IMAYOSHI et al., 

2008), pois esta redução da neurogênese hipocampal parece ser um dos 

principais mecanismos implicados nos déficits cognitivos encontrados 

neste modelo de SD. 

2.7.3 Neurodegeneração 

Embora alterações da proliferação neuronal, que ocorrem desde 

estágios pré-natais, sejam responsáveis pelas alterações cognitivas da 

SD e dos camundongos TS, existem vários mecanismos 

neurodegenerativos que danificam ainda mais a morfologia e função do 

cérebro ao longo da vida. Na SD numerosas estruturas atrofiam 

(KESSLAK et al., 1994; KRASUSKI et al., 2002). Esta perda de 

neurônios é devido a processos de neuroinflamação, EO e 

desenvolvimento de neuropatologia do tipo Alzheimer (GRIFFIN et al., 

1989; WENK et al., 2000). De fato, a administração de vitamina E em 

camundongos TS (LOCKROW et al., 2009; SHICHIRI et al., 2011) 

diminuiu o EO, melhorou a performace cognitiva e diminuiu a perda dos 

neurônios colinérgicos do pro-encéfalo basal, o que demostra o papel do 

EO nestes processos patológicos. 

2.7.4 Marcadores de Neurogênese 

Existem vários métodos utilizados para avaliação da 

neurogênese. O método mais utilizado, é bromo-deoxiuridina (BrdU), o 

qual é um análogo da timina, que se incorpora ao DNA celular em 

mitose, e assim, após sua incorporação ao DNA, pode-se utilizar 

anticorpos específicos para BrdU (KANDRATAVICIUS et al., 2007). 

Porém, o método do BrdU possui limitações como: possibilidade de 

produzir mutações celulares em tecidos em desenvolvimento. Outra 

estratégia é a detecção de proteínas neurais utilizando anticorpos 

específicos, como doublecortina (associada a microtúbulos) e Ki-67, 

uma proteína nuclear, expressa em células em divisão durante todo o 

processo de mitose. Ao contrário do BrdU, Ki-67 é um marcador 

endógeno e portanto não possui qualquer efeito adverso a células vivas 

(KEE et al., 2002). 
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3. CAPÍTULO 1: MONITORAMENTO DOS NÍVEIS DE 

ESTRESSE OXIDATIVO EM CRIANÇAS E ADOLESCENTES 

COM SÍNDROME DE DOWN ANTES E APÓS INTERVENÇÃO 

ANTIOXIDANTE. 

 

3.1 OBJETIVOS  

3.1.1 Objetivo Geral 

Monitorar o “status” antioxidante e o estresse oxidativo no 

sangue de crianças e adolescentes com SD, antes e após intervenção 

antioxidante, bem como após igual período (6 meses) de sua 

interrupção. 

3.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Verificar as diferenças nos valores intraeritrocitários das 

defesas antioxidantes enzimáticas (CAT, SOD, GPx, GR, GST, 

e G6PD) presentes no sangue de crianças e adolescentes 

portadores de SD, antes e após a administração de vitaminas E e 

C por 6 meses, bem como após igual período de sua 

interrupção; 

 

 Verificar as diferenças das defesas antioxidantes não 

enzimáticas (GSH, ácido úrico e vitamina E), presentes 

respectivamente, no extrato ácido sanguíneo, soro e plasma 

desses indivíduos com SD, nos intervalos acima descritos; 

 

 Analisar os indicadores de dano oxidativo às proteínas (proteína 

carbonilada - PC), lipídios (substâncias que reagem ao ácido 

tiobarbitúrico - TBARS), no plasma de indivíduos com SD, nos 

intervalos descritos acima; 

 

 Avaliar como indicadores de inflamação/antioxidante, atividade 

da enzima mieloperoxidase (MPO) bem como o conteúdo de 

IL-1β e TNF-α no soro destes indivíduos, nos intervalos acima 

descritos; 

 

 Avaliar a interação do processo antioxidante/pró-oxidante entre 

GGT e transferrina, pela determinação da atividade sérica da 
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GGT bem como da concentração de transferrina sérica nesses 

indivíduos, nos intervalos acima descritos. 
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3.2 SUJEITOS E MÉTODOS 
 

3.2.1 Delineamento Experimental 

3.2.1.1 Delineamento do estudo 

Trata-se de um estudo prospectivo de “status” antioxidante e 

estresse oxidativo de uma amostra constituída de crianças e adolescentes 

portadores de SD. Os participantes deste estudo foram recrutados em 

duas instituições que atende famílias com pessoas com SD, localizadas 

na grande Florianópolis: Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais 

(APAE) e Associação Amigos Down, os quais também participaram do 

estudo preliminar de caracterização de marcadores de EO, realizado por 

Garlet e colaboradores (2013). 

3.2.1.2 Sujeitos e considerações éticas 

Os indivíduos incluídos neste estudo foram submetidos à terapia 

antioxidante com as vitaminas C e E. A amostra do presente estudo foi 

calculada como sendo suficiente para detectar moderadas correlações, 

baseada em um nível de significância de 0,05. Foram incluídos no 

estudo crianças e adolescentes com SD (n=21), devidamente autorizados 

pelos responsáveis legais através de termo livre e esclarecido (Anexo 

A). 

Os participantes da pesquisa receberam 500 mg de vitamina C e 

400 mg de vitamina E por dia (NATHENS et al., 2002), durante o 

período de 6 meses (MAÇÃO et al., 2007), com interrupção de 6 meses 

e seguida de nova suplementação de 6 meses (BUDNI, 2011). A dose de 

vitamina E foi inferior (abaixo da metade) recomendada para adultos 

(até 1000 mg/dia), a qual é baseada no limite superior tolerável de 

ingestão (UL), que é segura e não apresenta qualquer efeito adverso 

(KAPPUS; DIPLOCK, 1992). As vitaminas C (Energil C®) e E (E-

TBABS®) foram cedidas pela EMS Medicamentos®/SP. As atividades 

foram iniciadas logo após o parecer favorável do Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos – CEPSH, sob o número de protocolo nº 

2112/2011 (Anexo B). 

O protocolo experimental atendeu ao que determina a 

Resolução n° 196/1996, do Conselho Nacional de Saúde, sobre 

pesquisas clínicas bem como princípios éticos, científicos e técnicos 

consoantes com os padrões de aceitação internacional para ensaios 
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clínicos (normas de Good Clinical Practice). Cada responsável pelo 

participante preencheu e assinou o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido. 

3.2.1.3 Critérios de inclusão 

Os indivíduos deste estudo foram admitidos como sendo 

portadores de SD, considerando as características físicas evidentes e 

confirmação de diagnóstico pelos pais/responsáveis, bem como da 

instituição que os acompanha. 

Foram incluídos no estudo crianças e adolescentes portadores 

de SD, com diagnóstico clinico e cariotipagem para SD (trissomia total 

ou parcial do 21, mosaiscimo ou translocação), na faixa etária de 3 a 14 

anos de idade, que frequentavam, no momento da triagem dos 

participantes, ao menos uma das instituições que aderiram ao estudo. A 

inclusão no projeto foi de espontânea responsabilidade dos pais ou 

responsáveis legais pelos menores, após estes receberem informações 

detalhadas sobre o projeto. Após concordância, recebiam as instruções 

necessárias e assinavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(ANEXO A). 

3.2.1.4 Critérios de exclusão 

Foram estabelecidos como critérios de exclusão a presença de 

outras afecções patológicas sistêmicas associadas, tais como obesidade 

(através de verificação do índice de massa corporal – IMC), infecções 

ou neoplasias, desordens auto-imunes, dados clínicos ou biológicos 

sugestivos de doença renal crônica. Também foram excluídos pacientes 

que estavam participando de outros estudos, utilização prévia de 

suplementos que possuíam composições vitamínicas ou utilização de 

qualquer medicação que pudesse interferir nos resultados do presente 

estudo. Além disso, excluiu-se também aqueles com características que 

eram impossibilitados de fornecer dados relevantes ao estudo. 

3.2.1.5 Grupos 

O estudo com crianças e adolescentes com SD (Grupo Down) 

foi constituído de 21 indivíduos com idade entre 3-14 anos. O grupo 
controle foi constituído de amostras de 18 crianças em perfeito estado de 

saúde (marcadores inflamatórios dentro da faixa de normalidade), da 

mesma faixa etária, obtidas no Hospital Infantil Joana de Gusmão, de 

Florianópolis/SC, conforme o fluxograma da Figura 11. 
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Figura 11- Fluxograma da amostra.  

 

Fonte: do autor. 

3.2.1.6 Coleta de amostras e processamento 

Amostras de sangue (6 mL) foram coletadas em 2 tubos (um 

com e outro sem anticoagulante) antes e após o início da suplementação. 

Imediatamente após a coleta da amostra sanguínea de cada indivíduo, 

procedeu-se a separação do material da seguinte forma: do tubo com 

anticoagulante EDTA, uma alíquota de 200 µL de sangue total foi 

precipitada em 800 µL ácido tricloroacético 12% (1:5, v:v), amostra esta 

denominada extrato ácido, que foi utilizada para a determinação do 

conteúdo de GSH e estocadas imediatamente em nitrogênio líquido 

(170°C), até a realização da análises. Além disso, 200 µL de sangue 

total foi reservado para o ensaio da G6PD.  A separação dos eritrócitos e 

plasma que foram utilizados para os ensaios dos marcadores de estresse 
oxidativo/defesas antioxidantes, foi realizada por centrifugação (5000 g 

durante 3 min) do sangue total, para obtenção da fração plasmática (para 

determinação de vitamina E, TBARS, PC) e eritrócitos. Nos tubos sem 

anticoagulante, depois de 30 min de coagulação, os tubos foram 
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centrifugados e o conteúdo sérico foi separado para a determinação da 

atividade da GGT e MPO bem como do conteúdo de ácido úrico, 

transferrina, TNF-α e IL-1β. 

 Após a retirada do material coletado (plasma), os eritrócitos 

foram lavados duas vezes com solução salina e depois centrifugadas 

(5000 g durante 3 min), para posteriormente, sofrerem lise em água 

destilada (diluição 1:5, v:v) e por dois sucessivos congelamentos e 

descongelamentos. Uma última centrifugação (5000 g, durante 5 min) 

forneceu o sobrenadante (hemolisado) para análise dos diferentes 

parâmetros.  

Para a determinação da atividade das demais enzimas 

antioxidantes (CAT, SOD, GPx, GR), utilizou-se o sobrenadante do 

hemolisado (diluição 1:5, v:v), e para atividade da GST utilizou-se 

(1:10, v:v), após centrifugação a 5000 g por 5 min. A análise de todas as 

enzimas antioxidantes foram mensuradas em duplicata. 

No final do processamento, as amostras foram fracionadas em 

sangue total, extrato ácido, plasma, hemolisado e soro (após 

centrifugação do segundo tubo de coleta sem anticoagulante), e 

armazenadas em nitrogênio líquido até a análise correspondente. 

3.2.2 Determinação das Defesas Antioxidantes Não Enzimáticas 

3.2.2.1 Glutationa reduzida (tióis não-proteicos) 

O conteúdo de glutationa reduzida (GSH) foi avaliado no 

sangue total pela determinação dos tióis não-proteicos, pois a GSH 

representa 95% do total destes tióis. Primeiramente, para realização do 

ensaio, foi feito extrato ácido, adicionando 0,2 mL de sangue total em 

0,8 mL de ácido tricloroacético a 12% (TCA 12%). Após 

homogeneização, foi realizada centrifugação (5000 g, por 5 min) e o 

sobrenadante então foi utilizado para o ensaio. Adicionou-se 0,2 mL de 

ácido 2-nitrobenzóico (DTNB) 2,5 mM nas cubetas contendo 1,9 mL de 

tampão fosfato 0,2 M pH 8,0 e 0,1 mL da amostra, permitindo, após 

cerca de 3 min e agitação intermitente da cubeta, a obtenção máxima de 

formação do ânion tiolato (TNB) de cor amarela, mensurável em 412 

nm. Os valores medidos em duplicata foram expressos em µmol.mL–1 

(BEUTLER et al., 1963). 
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3.2.2.2 Ácido úrico 

O conteúdo de ácido úrico (AU) sérico foi determinado através 

de kit comercial da Analisa®, onde o AU é oxidado pela uricase em 

alantoína, CO2 (gás carbônico) e H2O2. Através de uma reação 

oxidativa, catalisada pela peroxidase, o H2O2 formado reage com o 

diclorohidroxibenzeno sulfonato (DHBS) e 4-aminoantipirina (4-AMP), 

produzindo uma antipirilquinonimina, de cor vermelha. A absorbância 

do complexo formado, medida em 520 nm, é diretamente proporcional à 

concentração de AU da amostra. De acordo com as instruções do kit, 
foram adicionados 20 μL da amostra e padrão nos seus respectivos tubos 

contendo 1 mL de reagente de trabalho, constituído de tampão e uricase 

(4:1). Em seguida, os tubos foram homogeneizados e incubados por 10 

min, a 37ºC. Na sequencia foi realizada leitura das absorbâncias em 520 

nm, acertando o zero com o branco (1 mL do reagente de trabalho). A 

análise de todas as amostras foram feitas em duplicata e os resultados 

foram expressos em mg.dL-1. 

 

3.2.2.3 Vitamina E 

A quantificação das concentrações plasmáticas de vitamina E 

foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC/CLAE), 

com detecção UV, em 292 nm, pelo método descrito por Nicoletti e 

colaboradores (2001). Primeiramente, adicionou-se 100 μL de plasma 

em 100 μL de etanol e agitou-se em vórtex por 10s. Em seguida, foi 

adicionado 100 μL de hexano, agitado em vortex por 45 s, centrifugado 

a 8000 g durante 5 min. O sobrenadante (75 μL) foi transferido para um 

tubo e o hexano foi evaporado em nitrogênio. Posteriormente, 

adicionou-se 25 μL de dietileler e 75 μL de metanol, com injeção de 20 

μL desse extrato no sistema cromatográfico. As colunas foram eluídas 

isocraticamente com metanol e o fluxo foi de 1 mL.min-1. A 

concentração plasmática de α-tocoferol foi determinada a partir de uma 

curva-padrão e os valores foram expressos em μmol.mL-1. 
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3.2.3 Determinação da Atividade das Enzimas Antioxidantes 

(Defesas Enzimáticas) 

3.2.3.1 Superóxido dismutase (SOD)  

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 

480 nm, de acordo com o método de Misra e Fridovich (1972), 

modificado por Boveris et al., (1983), mediante a oxidação da 

adrenalina (mudança de pH 2,0 para pH 10,0), que forma o ânion 

superóxido e um cromóforo róseo, o adrenocromo, onde a enzima 

presente na amostra retarda sua formação. Os valores da SOD 

(USOD.mL–1) foram expressos em termos de atividade da enzima, onde 

uma unidade arbitrária de SOD é definida como a quantidade de enzima 

necessária para diminuir à metade a velocidade de formação do 

adrenocromo (MISRA; FRIDOVICH, 1972). As amostras foram 

previamente lavadas com solução de clorofórmio:etanol (3:5, v:v), com 

o intuito de eliminar a interferência da hemoglobina e impedir a geração 

do ânion superóxido artefatual no ensaio (MISRA; FRIDOVICH, 1972). 

Em uma cubeta contendo 1,95 mL de glicina 50 mM, pH 10,2, foram 

adicionados 50 µL de adrenalina 60 mM (pH 2,0 aproximadamente, 

gelo e frasco âmbar). A velocidade inicial de formação do adrenocromo 

foi monitorada durante cerca de 100s do início da reação, com 

acréscimo de absorbância a cada intervalo de 15s em torno de 0,013-

0,015 unidades, para então adicionar a alíquota da amostra, geralmente 

em torno de 20 a 100 µL, dependendo da concentração e atividade da 

enzima presente nesta alíquota, totalizando um tempo de 

aproximadamente 3 minutos. Curvas de 3 ou 4 pontos permitiram 

avaliar indiretamente a atividade enzimática da SOD. Os valores foram 

expressos em USOD.mL –1. 

3.2.3.2 Catalase (CAT) 

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o 

método descrito por Aebi (1984), que quantifica a velocidade de 

decomposição do peróxido de hidrogênio, em 240 nm durante 20 s, pela 

enzima presente na amostra. Utiliza-se a solução de peróxido de 

hidrogênio 10 mM em tampão fosfato 50 mM pH 7,0 preparada e 
titulada no dia da análise. Para isso, adicionou-se 2 mL desta solução na 

cubeta, com acréscimo de 20 µL da amostra, em seguida realizou-se 

leitura da queda da absorbância. Os valores foram expressos em 

mmol.min–1. mL –1. 
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3.2.3.3 Glutationa peroxidase (GPx) 

A determinação da atividade da glutationa peroxidase foi 

realizada de acordo com o método de Flohé e Gunzler (1984), no qual a 

reação é baseada na redução do terc-butilhidroperóxido (t-BuOOH) pela 

oxidação de GSH e formação de GSSG, catalisada pela GPx. Assim, a 

medida consiste na oxidação (verificada pela queda da absorbância) do 

NAPH medido em 340 nm, uma vez que o NADPH é utilizado na 

regeneração de GSH pela enzima GR. Portanto, a velocidade de 

oxidação do NAPH é proporcional à velocidade de produção de GSSG a 

partir de GSH, catalisada pela GPx presente na amostra a analisada. O 

procedimento técnico foi realizado pelo preparo de um meio de reação 

contendo 25 mL de tampão fosfato (0,1 M pH 7,0), 8,6 mg de NADPH, 

10 mL de ácido dietilenotriaminopentacético (DPTA,5 mM pH 7,0), 15 

mL de água destilada, 24 mg de GSH, 3,8 µL de GR 5U e 100 µL de 

KCN 50 mM, sob refrigeração, no momento do ensaio. A adição do 

KCN tem como objetivo evitar interferência (superavaliação da enzima), 

devido à oxidação da hemoglobina presente nos lisados, convertendo 

assim hemoglobina em meta-hemoglobina, a qual não é detectada na 

leitura. Posteriormente, em temperatura ambiente, foram adicionados 10 

μL de amostra e 10 μL de t-BuOOH em 1 mL de um meio de reação na 

cubeta. Os valores foram expressos em μmol.min–1.mL–1. 

3.2.3.4 Glutationa redutase (GR) 

A mensuração da atividade da GR foi determinada pelo método 

de Calberg e Mannervick (1985), o qual verifica em 340 nm, a taxa de 

oxidação do NADPH devido à formação de GSH, a partir da GSSG, 

pela ação desta enzima presente na amostra. O procedimento foi 

realizado primeiramente com a preparação de um meio de reação 

contendo tampão fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de 

glutationa oxidada e DPTA 5 mM (preparo realizado em gelo). Em 

seguida, sob temperatura ambiente, foi adicionado diretamente na cubeta 

0,95 mL de meio de reação, e a adição de 50 μL de amostra (lisado) deu 

início à reação, que foi monitorada durante 3 min, gerando uma curva 

decrescente. Os valores da atividade desta enzima foram também 

expressos em μmol.min−1.mL−1. 

 

3.2.3.5 Glutationa S-transferase (GST) 

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente 

de acordo com Habig e colaboradores (1976). A reação baseia-se na 
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capacidade da GST em conjugar GSH no substrato, formando uma 

substância mensurável em 340 nm, monitorada durante 3 minutos. A 

amostra (lisado) foi adicionada diretamente na cubeta contendo 1 mL de 

um meio formado de 10 µL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M 

(CDNB) (substrato), 10 µL de GSH 0,1 M e 970 µL de tampão fosfato 

0,1 M pH 7,0 (preparado previamente sob refrigeração), além da cubeta 

de referência, na qual foram adicionados os mesmos reagentes, com 

exceção da amostra. Os valores foram expressos em μmol.min−1.mL−1. 

Neste ensaio, o hemolisado utilizado foi diluído 1:10 (v:v), 

diferentemente das demais determinações, para evitar densidades ópticas 

elevadas na cubeta, o que poderia interferir na avaliação da cinética 

enzimática. 

3.2.3.6 γ-Glutamiltransferase (GGT) 

A determinação da atividade da GGT foi realizada utilizando o 

kit comercial Doles®. O princípio do método baseia-se em que a γ-

glutamiltransferase (GGT) é uma enzima catalisadora da transferência 

do grupo glutamil, da γ-glutamil-p-nitroanilida (substrato), para a 

glicilglicina (receptor), com liberação de p-nitroanilina. Amostras de 

soro ou plasma (25 µL) foram adicionadas a um tubo de ensaio 

contendo 250 µL de substrato de uso e incubou-se durante 10 min a 

37ºC. Em seguida, foi adicionado 1,25 mL de solução inibidora, 

adicionou-se 1 gota de nitrito de sódio 1,5% e foi deixado em repouso 

por 3 min. Posteriormente, adicionou-se 1 gota de sulfamato de amônio 

10% e feita homogenização. Após 2 min de repouso foi acrescentado 

500 µL de Regente de Cor e realizada a leitura em 530 nm. Os 

resultados foram expressos em UI.L-1 

3.2.3.7 Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 

A determinação da atividade da G6PD foi realizada utilizando o 

kit comercial Neolisa G6PD® (Intercientífica®). Para isso, o protocolo 

experimental foi desenvolvido da seguinte forma: foram pipetados 5 µL 

de sangue total e controles (normal, intermediário e deficiente) em 

microplacas de fundo “U”. Em seguida, foram adicionados 75 µL de 

reagente de eluição e agitados em agitador orbital durante 20 min. 
Foram transferidos 15 µL do eluído para uma microplaca de fundo chato 

e, posteriormente acrescentado 75 µL de reagente de trabalho e agitados 

por 10 min. Foi realizada uma primeira leitura em 405 nm para 

determinação da concentração de hemoblobina nas amostras de sangue e 

controles. Adicionou-se 100 µL de reagente de cor, e efetuada leitura 
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cinética, em 550 nm, durante 10 min, com medidas das alterações da 

densidade óptica com intervalos de 1 min. Todas as medidas foram 

realizadas em duplicata e os resultados foram expressos em U.gHb-1. 

3.2.4 Marcadores de Dano Oxidativo 

3.2.4.1 Peroxidação lipídica (TBARS) 

A avaliação da peroxidação lipídica endógena foi realizada em 

duplicata, por detecção em 535 nm dos derivados de seus produtos de 

oxidação, através de substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA) -TBARS, destacando-se o malondialdeído (MDA), produzindo 

uma base de Shiff de coloração rosa (BIRD; DRAPER, 1984). Para este 

ensaio, em tubos de ensaio contendo 1 mL de TCA 12% foi adicionado 

100 µL de plasma e homogeneizado em vórtex. Em seguida, 

acrescentou-se 0,9 mL de Tampão Tris-HCl, 60 mM, pH 7,4 (0,1mM 

DTPA) e 1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,73%. Após nova 

homogeneização seguida de incubação de 60 min a 100ºC, o material foi 

resfriado durante 30 min a 4ºC e centrifugado (5000 g por 5 min). O 

sobrenadante foi utilizado para a leitura e os resultados expressos em 

mmol.mL-1. 

3.2.4.2 Proteína carbonilada (PC) 

Objetivando analisar o dano oxidativo a proteínas por 

carbonilação, foram determinados os níveis plasmáticos de proteína 

carbonilada, segundo método de Levine e colaboradores (1990). Em 

tubos do tipo eppendorf contendo 600 µL de 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH) foi adicionado 100 µL de plasma e homogeneizado em vórtex. 

Posteriormente, foi incubado durante 1 h (à temperatura ambiente, 

protegido da luz, sob agitação). Em seguida, foi adicionado 600 µL de 

TCA 20%, seguido de agitação e refrigeração (banho de gelo) por 10 

min e centrifugado por 5 min a 800 g. O pellet formado foi lavado por 3 

vezes, seguidas de centrifugação durante 5 min a 800 g, utilizando 600 

µL de etanol:acetado de etila (1:5). Após a última lavagem, o excesso de 

etanol:acetado de etila foi removido com auxílio de um cotonete e foram 

adicionados 800 µL de guanidina e incubado por 60 min a 37ºC e na 

sequência, realizada a leitura em 360 nm. A concentração de proteínas 

totais (PT) foi determinada de acordo com o método de Lowry e 

colaboradores (1951), utilizando uma curva padrão de albumina. A 

concentração de proteína carbonilada foi expressa em nmol. mg–1. 
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3.2.5 Conteúdo de Transferrina  

A determinação do conteúdo de transferrina sérica foi realizada 

segundo kit Biotecnica® e utilizando o calibrador da marca Labtest®, o 

qual é baseado no método imunoturbidimétrico em que os anticorpos 

específicos formam com a transferrina um complexo insolúvel, 

conferindo uma turbidez, cuja intensidade é proporcional à quantidade 

de transferrina no soro. Para tal determinação, em uma placa de 96 

poços foram pipetados 250 µL de reagente contento os anticorpos, soro 

e calibrador Labtest® (ambos pré-diluídos 1:15 em solução fisiológica). 

Incubou-se a 37ºC durante 10 min, em seguida determinou-se a 

absorbância em 340 nm. Os resultados foram expressos mg.dL-1. 

3.2.6 Marcadores Inflamatórios 

3.2.6.1 Mieloperoxidase (MPO) 

A atividade da mieloperoxidase sérica foi mensurada segundo o 

método descrito por Rao e colaboradores (1993). Primeiramente, as 

amostras foram descongeladas gradualmente e 20 µL foram transferidos 

para placas contendo 150 µL de meio de reação (0,167 mg.mL–1 de o-

dianisidina 2HCl, 0,0005% de H2O2, H2O destilada e NaH2PO4 50 mM). 

Após 15 min de incubação em temperatura ambiente a reação foi 

interrompida com a adição de 30 L de azida sódica 1%. Após 

incubação de 10 min à temperatura ambiente, a densidade óptica foi 

medida em 450 nm em placas de Elisa e comparadas com uma curva-

padrão de atividades conhecidas de MPO (0,7 a 140 mU.mL-1). Os 

resultados foram expressos em mU.mL-1, com auxílio da equação da 

reta. 

3.2.6.2 Conteúdo de TNF-α e IL-1β 

Para a análise das concentrações de TNF-α e IL-1β, alíquotas de 

100 L foram processadas para quantificar estas citocinas. Neste 

protocolo, kits comerciais disponíveis (BD Biosciences®) foram 

utilizados com anticorpos monoclonais específicos para cada citocina. 

As concentrações das citocinas foram mensuradas utilizando-se a 

técnica de ELISA tipo sanduíche, realizados de acordo com as 

instruções do fabricante. Curvas-padrão com concentrações conhecidas 

de cada citocina, TNF-α (0 – 1000 pg.mL-1) e IL-1β (0 - 125 pg.mL-1) 

também tiveram suas densidades óticas determinadas, permitindo-se a 

quantificação dos valores desconhecidos com o auxílio da equação da 
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reta. Os valores das citocinas e suas respectivas curvas-padrão foram 

realizadas por meio da medida colorimétrica em 450 nm, realizadas em 

leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os 

valores foram expressos em pg.mL-1. 

3.2.7 Equipamentos e Reagentes 

Os reagentes utilizados para os ensaios de estresse oxidativo e 

de marcadores inflamatórios foram adquiridos juntos à Sigma 

Chemical® Co (Ohio, EUA). Os demais reagentes foram de grau 

analítico provenientes de empresas nacionais (Merck®, Vetec® e 

Reagen®). Também foram adquiridos kits para as determinações 

bioquímicas GGT (Doles®), Transferrina (Biotecnica®), G6PD 

(Intercientífica®), ácido úrico (Analisa®) e citocinas TNF-α e IL-1β 

(BD Biosciences®). 

As soluções reagentes assim como os meios, foram preparados 

utilizando balança analítica marca Ohaus® modelo AR2140 e pHmetro 

marca Digimed®, modelo DM20. Para as avaliações bioquímicas, foi 

utilizado espectrofotômetro UV-visível, duplo feixe, marca/modelo 

GBC916 acoplado a um software apropriado, ou ainda, leitor de placas, 

marca TECAN® do Laboratório Multiusuário do Centro de Ciências 

Biológicas (CCB/UFSC). 

3.2.8 Análise Estatística 

A análise estatística empregada foi análise de variância 

(ANOVA) de medidas repetidas, admitindo um nível de significância 

mínimo de p<0,05. O emprego do teste t de Student foi usado 

comparando indivíduos controles e os pertencentes ao Grupo com SD 

antes das intervenções. Para todas as análises foi utilizado o Software 

Prism 5.0. 
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3.3 RESULTADOS 

As concentrações no sangue total de GSH foram diminuídas 

(27%) nos indivíduos com SD, quando comparados com os controles, ao 

passo que, após 6 meses de suplementação com antioxidantes, tais 

concentrações foram restauradas (30%, Figura 12A). Após interrupção 

da suplementação, assim como após nova suplementação, os valores 

mantiveram-se semelhantes, ou seja, não houve diferença estatística 

quando comparado ao grupo suplementado.  

O ácido úrico mostrou-se aumentado no grupo SD antes da 

suplementação (19%), sendo que após a suplementação não houve 

diferença estatística, quando comparado ao grupo controle e nem ao 

grupo SD pré-suplementação. Após interrupção da suplementação com 

as vitaminas, houve significativo aumento, quando comparado ao grupo 

SD suplementado (93%) (Figura 12B). Além disso, depois da nova 

suplementação, os valores mantiveram-se constantes em relação ao 

período de interrupção da suplementação, porém quando comparados 

com o grupo Pré-Suplementação, houve diferença estatística. 

O conteúdo plasmático de vitamina E não esteve alterado no 

grupo de crianças com SD antes da suplementação vitamínica. Porém, 

após 6 meses de suplementação houve significativo aumento (260%) 

desse analito no plasma da população estudada. Esses valores 

mantiveram-se semelhantes após 6 meses da interrupção da 

suplementação, ou seja, não foi encontrada diferença estatística deste 

analito no plasma. (Figura 12C). Após nova suplementação houve um 

aumento significativo (149%) nas concentrações plasmáticas de 

vitamina E. 

 

 



80 
 
Figura 12- Defesas antioxidantes não enzimáticas 

 

(A) Concentrações sanguíneas de GSH dos diferentes grupos analisados. (B)  

Concentrações séricas de ácido úrico dos diferentes grupos analisados. (C) 

Níveis plasmáticos de vitamina E (α-tocoferol) dos diferentes grupos 

analisados. (Controle) Crianças sem SD (n=18); (Pré-Sup) Crianças com SD 

antes da suplementação (n=21); (Pós-Sup) Crianças com SD após a 

suplementação com vitaminas E e C (n=21); (Interrupção-Sup) Crianças com 

SD com a interrupção da suplementação com vitaminas E e C (n=17); (Nova-

Sup) Crianças suplementadas novamente com vitaminas E e C. Valores 

expressos em Média±EP. (*) (***) representa a diferença estatística com p<0,05 

e p<0,001, respectivamente, em relação ao Controle. (#) (###) representa a 

diferença estatística com p<0,05 e p<0,001, respectivamente, em relação ao 

grupo Pré-Sup. (ααα) representa a diferença estatística com p<0,001 em relação 

ao grupo Pós-Sup. (βββ) representa a diferença estatística com p<0,001 em 

relação ao grupo Interrupção-Sup. 
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A atividade enzimática da SOD mostrou-se elevada (47%) nos 

indivíduos com SD antes da suplementação antioxidante. Após a 

administração das vitaminas, a atividade enzimática normalizou-se, 

chegando a valores próximos aos controles (diminuição de 46%); 

(Figura 13A). Além disso, mesmo após a interrupção da terapia, os 

valores mantiveram-se, ou seja, não houve diferença estatística após a 

interrupção da suplementação. Após nova suplementação, os valores 

desta enzima mais uma vez mantiveram-se constantes. 

A CAT apresentou perfil semelhante ao da SOD. A atividade 

enzimática da CAT mostrou-se elevada (aproximadamente 25%) nos 

indivíduos com SD antes da suplementação antioxidante. Após a 

administração das vitaminas, a atividade enzimática diminuiu 

significativamente (15 %); (Figura 13B). Além disso, mesmo após a 

interrupção da terapia, os valores não se mostraram alterados, não 

havendo diferença estatística entre o grupo Pós-Suplementação e o 

grupo o qual suplementação suspensa. Mesmo após nova 

suplementação, os valores enzimáticos não mostraram alteração. 

Entretanto, a atividade da GPx não mostrou diferença estatística 

nos indivíduos com SD antes da administração das vitaminas. Porém, 

após a suplementação, houve significativa diminuição dos valores deste 

analito (46%). Após a retirada da suplementação, os valores subiram 

novamente (13%), porém não chegando aos valores anteriores à 

suplementação, mesmo assim, houve diferença estatística em relação ao 

grupo Pré-Suplementação (diminuição de 47 %) assim como 

comparativamente ao grupo de suplementados (aumento de 31%) 

(Figura 13C). Não houve diferença estatística após nova suplementação. 
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Figura 13- Enzimas antioxidantes 

 

Atividade da superóxido dismutase (SOD); (A), catalase (CAT); (B) e 

glutationa peroxidase (GPx); (C) no hemolisado dos diferentes grupos 

analisados (Controle) Crianças sem SD (n=18); (Pré-Sup) Crianças com SD 

antes da suplementação (n=21); (Pós-Sup) Crianças com SD após a 

suplementação com vitaminas E e C (n=21); (Interrupção-Sup) Crianças com 

SD com a interrupção da suplementação com vitaminas E e C (n=17); (Nova-

Sup) Crianças suplementadas novamente com vitaminas E e C (n=16).  Valores 

expressos em Média±EP. (***) representa a diferença estatística com p<0,001 

em relação ao Controle. (###) representa a diferença estatística com p<0,001 em 

relação ao grupo Pré-Sup. 
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O comportamento da GR acompanhou as atividades 

enzimáticas da SOD e CAT, Primeiramente, mostrou-se elevado (98%) 

nos indivíduos com SD antes do início da terapia antioxidante, sendo 

que, após os 6 meses de terapia, houve diminuição (36%) significativa 

da atividade desta enzima, permanecendo praticamente nos mesmos 

valores (sem diferença estatística) após a parada da suplementação, 

assim como após a retomada da suplementação (Figura 14A). 

Não ocorreram alterações significativas na atividade da G6PD 

em todos os grupos analisados, após a suplementação antioxidante 

(Figura 14B). 

A GGT seguiu o mesmo perfil encontrado na SOD, CAT e GR, 

apresentando valores elevados (97%) nos participantes com SD não 

suplementados. Após a terapia antioxidante, houve diminuição (37%) 

significativa na atividade desta enzima. Porém, após a retirada dos 

suplementos, houve elevação (163%) acentuada e significativa na 

atividade desta enzima. Após retomada a suplementação a atividade da 

GGT diminuiu consideravelmente (53%) (Figura 14C). 

Interessantemente, houve diminuição (61%) na atividade da 

GST em indivíduos SD, comparativamente aos controles antes da 

suplementação. Entretanto, revelou aumento significativo (44%) depois 

da intervenção antioxidante (Figura 14D). Mesmo interrompendo e 

depois retomada a suplementação, os valores mantiveram-se sem 

diferença estatística, comparativamente à suplementação. 
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Figura 14- Enzimas antioxidantes envolvidas com a GSH 

 

Atividade da glutationa redutase (GR) no hemolisado; (A), glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD) no sangue total; (B), γ-glutamiltransferase (GGT) no 

soro; (C) e glutationa S-transferase (GST) no hemolisado; (D), dos diferentes 

grupos analisados. (Controle) Crianças sem SD (n=18); (Pré-Sup) Crianças com 

SD antes da suplementação (n=21); (Pós-Sup) Crianças com SD após a 

suplementação com vitaminas E e C (n=21); (Interrupção-Sup) Crianças com 

SD com a interrupção da suplementação com vitaminas E e C (n=17); (Nova-

Sup) Crianças suplementadas novamente com vitaminas E e C (n=16). Valores 

expressos em Média±EP. (*)(***) representa a diferença estatística com p<0,05 

e p<0,001, respectivamente, em relação ao Controle. (#)(###) representa a 

diferença estatística com p<0,05 e p<0,001, respectivamente, em relação ao 

grupo Pré-Sup. (ααα) representa a diferença estatística com p<0,001 em relação 

ao grupo Pós-Sup. (βββ) representa a diferença estatística com p<0,001 em 

relação ao grupo Interrupção-Sup. 
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As concentrações séricas de transferrina mostraram valores 

aumentados (88%) nas crianças com SD antes e após a suplementação 

com vitamina E e C, em relação aos controles. Porém, quando 

comparadas entre si não mostraram diferença significativa (Figura 15), 

até mesmo após a parada da suplementação seguida de nova 

suplementação. 

Figura 15- Concentrações de Transferrina. 
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Concentrações séricas de transferrina dos diferentes grupos analisados. 

(Controle) Crianças sem SD (n=18); (Pré-Sup) Crianças com SD antes da 

suplementação (n=21); (Pós-Sup) Crianças com SD após a suplementação com 

vitaminas E e C (n=21); (Interrupção-Sup) Crianças com SD com a interrupção 

da suplementação com vitaminas E e C (n=17); (Nova-Sup) Crianças 

suplementadas novamente com vitaminas E e C (n=16). Valores expressos em 

Média±EP. (***) representa a diferença estatística com p<0,001 em relação ao 

Controle. (#) representa a diferença estatística com p<0,05 em relação ao Pré-

sup. 
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Não foram detectadas alterações significativas nos valores 

plasmáticos de TBARS antes da suplementação com antioxidantes em 

relação ao grupo controle. No entanto, após a intervenção antioxidante 

foi observado decréscimo (181%) significativo deste analito (Figura 

16A). Após a interrupção da terapia os valores de TBARS foram 

aumentados (32%). Quando retomada a suplementação, os valores 

tenderam a uma diminuição, porém não houve diferença estatística 

quando comparada a interrupção da suplementação. 

Já as concentrações de PC mostraram-se diminuídas (40%) no 

grupo SD antes da terapia em comparação ao controle, mas nenhuma 

diferença estatística foi observada entre o momento da intervenção e 

retirada dos antioxidantes, assim como no momento da nova 

suplementação (Figura 16B). 
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Figura 16- Marcadores de dano oxidativo. 

 

(A) Conteúdo plasmático de TBARS dos diferentes grupos analisados. (B) 

Conteúdo plasmático de proteína carbonilada (PC) dos diferentes grupos 

analisados. (Controle) Crianças sem SD (n=18); (Pré-Sup) Crianças com SD 

antes da suplementação (n=21); (Pós-Sup) Crianças com SD após a 

suplementação com vitaminas E e C (n=21); (Interrupção-Sup) Crianças com 

SD com a interrupção da suplementação com vitaminas E e C (n=17); (Nova-

Sup) Crianças suplementadas novamente com vitaminas E e C (n=16). Valores 

expressos em Média±EP. (***) representam a diferença estatística com 

p<0,001, em relação ao Controle. (###) representa a diferença estatística com 

p<0,001em relação ao Pré-Sup. (ααα) representa a diferença estatística com 

p<0,001em relação ao grupo Pós-Sup. 
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A atividade da MPO apresentou valores aumentados (420%) 

antes da suplementação da vitamina E e C, e após a terapia antioxidante 

houve diminuição de 28% da atividade desta enzima (Figura 17A). Após 

a interrupção da suplementação e seguida de nova suplementação, os 

valores desta enzima mantiveram-se constantes. 

Os valores de TNF-α mostraram-se elevados (1626%) no grupo 

SD antes da suplementação, comparativamente ao grupo controle. 

Porém, após as suplementações, interrupção da terapia e nova 

suplementação, não houve diferença estatística nestes grupos (Figura 

17B). 

O conteúdo sérico de IL-1β mostrou-se aumentado (293%) no 

grupo SD antes da suplementação, quando comparados ao grupo 

controle. Porém, não houve diferença estatística após a suplementação, 

bem como após a interrupção seguida de nova suplementação de 

vitaminas (Figura 17C). 
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Figura 17- Marcadores inflamatórios. 

 

(A) Atividade da mieloperoxidase sérica (MPO), (B) Conteúdo sérico de TNF-α 

e nos diferentes grupos analisados. (C) Conteúdo sérico de IL-1β nos diferentes 

grupos analisados. (Controle) Crianças sem SD (n=18); (Pré-Sup) Crianças com 

SD antes da suplementação (n=21); (Pós-Sup) Crianças com SD após a 

suplementação com vitaminas E e C (n=21); (Interrupção-Sup) Crianças com 

SD com a interrupção da suplementação com vitaminas E e C (n=17); (Nova-

Sup) Crianças suplementadas novamente com vitaminas E e C (n=16). Valores 

expressos em Média±EP. (***) representam a diferença estatística com 

p<0,001, em relação ao Controle. (###) representa a diferença estatística com 

p<0,001em relação ao Pré-Sup.  
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3.4 DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos com as enzimas antioxidantes mostraram 

a existência de processo de EO sistêmico em crianças com SD. Após a 

intervenção com a suplementação das vitaminas E e C ocorreu queda da 

atividade enzimática em praticamente todos os marcadores enzimáticos. 

Os resultados apresentados pela SOD mostraram aumento de 

quase 50% na atividade desta enzima nos indivíduos portadores da 

trissomia 21, quando comparados ao grupo controle. Fato esperado, pois 

esses indivíduos possuem maior expressão desta enzima, pois o gene 

que a codifica encontra-se na região 21q22 do cromossomo 21, a qual é 

considerada uma região crítica para a SD (DSCR) (ANTONARAKIS, 

1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Após a terapia 

antioxidante, ocorreu uma queda significativa da atividade da SOD, 

chegando a valores semelhantes ao grupo controle, o que mostra o efeito 

modulador da suplementação das vitaminas E e C sobre esta importante 

enzima antioxidante (CACHIA et al., 1998; TRABER; ATKINSON, 

2007). 

Um estudo realizado em sangue de cabras demonstrou que a 

vitamina E é capaz de controlar o efeito do EO por modulação da 

enzima SOD e interleucina-2 (IL-2) em leucócitos desses animais, 

através da redução da expressão desta enzima e citocina, 

respectivamente (DAS et al., 2012). 

Além destas propriedades antioxidantes, o α-tocoferol possui a 

capacidade de inibir a proteína cinase C (PKC) em vários tipos 

celulares, levando a uma consequente inibição da produção do ânion 

O2
●- em monócitos e macrófagos, pelo sistema NADPH oxidase 

(CACHIA et al., 1998; TRABER; ATKINSON, 2007). 

Outro estudo cujos dados são semelhantes aos resultados deste 

estudo, é o trabalho realizado por Golestani e colaboradores (2006), 

onde observaram que doses não-tóxicas de vitamina E em alguns níveis 

pode regular a atividade da SOD, sendo que o efeito cumulativo das 

mesmas doses pode levar a uma atenuação da atividade da SOD, o que 

seria interessante no caso de portadores de SD, atenuando o EO 

característico dessa condição genética. Este fato foi observado neste 

estudo (Figura 10A), pois a suplementação permitiu que a atividade da 

SOD quase igualasse os valores dos controles (indivíduos sem SD e 

saudáveis) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Golestani%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16183047


92 
 

Porém, um estudo realizado com células neuronais para modelo 

in vitro de SD, através da indução de apoptose por produção de H2O2, 

mostrou que o γ-tocotrienol não foi capaz de proteger estas células, o 

que sugere que não são todos os trienóis e tocoferóis que possuem 

capacidade de neuroproteção (THEN, 2012). 

Verificou-se também um aumento significativo na atividade 

enzimática da CAT (aproximadamente 25%) no grupo de crianças com 

SD, comparativamente ao grupo controle. Segundo Pastor e 

colaboradores (1998), este aumento da atividade da CAT decorreria de 

uma resposta fisiológica com o objetivo de eliminar o excesso de H2O2 

produzido pelo excesso da atividade da enzima SOD decorrente da 

trissomia. Apesar disso, o aumento da atividade da SOD (quase 50%) é 

muito maior que o percentual de aumento da CAT, o que levaria a uma 

condição de EO sistêmico.  

Após a terapia antioxidante, ocorreu diminuição significativa da 

atividade da CAT, resultado esperado, uma vez que, após a 

suplementação a atividade da SOD chegou a valores semelhantes ao 

grupo controle, o que possivelmente resultou em menor produção 

endógena de H2O2, permitindo que a CAT não fosse tão ativada como 

na fase pré-suplementação. 

A eficiência da suplementação combinada de vitaminas E e C 

em relação ao EO já fora mostrada por Manjula e colaboradores (2013), 

os quais investigaram o efeito desta combinação em modelo de 

envelhecimento em ratos. Verificaram que a suplementação com ambas 

as vitaminas diminuía a atividade da CAT e SOD, assim como os níveis 

de H2O2 formado no hipotálamo destes animais. Outro estudo que 

reforça esta hipótese (EBUEHI et al., 2012) verificou que a 

administração oral de vitaminas E e C, em ensaios de toxicidade com 

chumbo, diminuiu significativamente a concentração de chumbo no 

sangue, levando à significativa melhora da lesão hepática, atenuando 

também o EO no cérebro de ratos por diminuição da atividade da SOD e 

CAT. 

Além disso, um outro estudo mostrou que o α-tocoferol 

administrado de forma oral consiste em potente agente protetor no 

combate à nefrotoxicidade induzida pelo glutamato monossódico, em 

um modelo animal relacionado com o EO. Neste modelo foi verificada 

diminuição da atividade das enzimas antioxidantes, dentre elas a CAT 

(PAUL et al., 2012). Não foram encontrados na literatura estudos que 

demonstrem o efeito da suplementação antioxidante no sangue de 
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crianças e/ou adultos com SD, com os mesmos marcadores oxidativos, 

principalmente em relação à enzima CAT.  

Apesar de não haver diferença estatística entre o grupo controle 

e o grupo SD não suplementado, a atividade enzimática da GPx 

diminuiu significantemente após a suplementação vitamínica. A 

diminuição da atividade desta enzima, poderia ser decorrência da ação 

sinérgica entre as vitaminas E e C, ou ainda, devido à diminuição da 

atividade da SOD, causando menor produção de H2O2 (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007). A GPx possui como fração enzimática o GPx-

fosfolipídio hidroperóxido, o qual possui a capacidade de reagir com 

fosfolipídios, impedindo/diminuindo o processo de peroxidação lipídica 

dessas membranas (ARTHUR, 2000; IMAI; NAKAGAWA, 2003), 

aspecto que, aparentemente, poderia ocorrer nos resultados de TBARS, 

onde seus níveis permaneceram inalterados nas crianças com SD, 

quando comparadas ao grupo controle. 

A GR apresentou aumento de sua atividade no grupo SD antes 

de iniciar a terapia antioxidante, comparativamente aos controles. Este 

resultado deve estar relacionado ao conteúdo de GSH sanguíneo 

diminuído, pois esta enzima converte a GSSG para GSH através da 

oxidação do NAPH à NADP (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Após a terapia antioxidante houve queda acentuada da atividade da 

enzima GR, da mesma forma que os valores de GSH, os quais foram 

restaurados após a intervenção antioxidante. Este resultado reforça a 

eficácia do efeito redutor da suplementação vitamínica. 

Outro resultado semelhante aos dados deste estudo, e que vai ao 

encontro dos dados obtidos com os ensaios referentes à GR e GSH, 

consiste na atividade enzimática da GGT (Figura 14C), a qual mostrou 

aumento no grupo SD pré-suplementação, quando comparados ao 

controle, pois a GGT promove “turnover” de GSH, provavelmente 

indicando que esta enzima estaria tentando restaurar as concentrações 

intracelulares de GSH, as quais se mostraram diminuídas antes da 

intervenção antioxidante (Figura 12A). A GGT possui a capacidade de 

metabolizar a GSH extracelular, permitindo que os aminoácidos 

precursores desta molécula sejam reutilizados para síntese de GSH no 

interior da célula (DROZDZ et al., 1998). 

Após a suplementação, assim como ocorreu com a GR, houve 

queda da atividade enzimática da GGT, pois os níveis de GSH se 

normalizaram em relação aos controles, mostrando a participação desta 

enzima na manutenção dos níveis de GSH eritrocitários.  Existem dois 

estudos que sugerem que a atividade da GGT no soro poderia ser 
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considerada um marcador precoce de EO (LIM et al., 2004; LEE et al., 

2004; ONUR et al., 2014). Além disso, conforme descrito 

anteriormente, outros autores levantam outra hipótese sobre esta enzima, 

a qual poderia ser considerada um marcador de EO, e que atividades 

muito elevadas na presença de transferrina, poderiam estar relacionadas 

a processos mutagênicos, devido às consequências pró-oxidantes da 

produção de •OH (DROZDZ et al., 1998). 

Os valores de transferrina séricos encontrados mostraram 

aumento da concentração desta proteína transportadora de ferro no 

grupo SD antes do início da terapia antioxidante. Entretanto, não houve 

diferença nos níveis séricos desta proteína após a suplementação com as 

vitaminas. Aparentemente, com os resultados obtidos, a transferrina não 

exerceria um papel importante no processo de EO, pois, mesmo 

aumentada nas crianças com SD, seria necessário, que 

concomitantemente, a atividade da GGT estivesse extremamente 

elevada. Além disso, no grupo SD em que houve interrupção da 

suplementação, houve diminuição (Figura 15) das concentrações séricas 

de transferrina acompanhada de aumento da atividade da GGT, 

mostranto uma provável correlação negativa em relação a estas duas 

enzimas. 

A mieloperoxidase (MPO) é considerada um marcador de 

inflamação, a qual participa do mecanismo de defesa do sistema imune 

inato através da formação de espécies oxidantes microbicidas e espécies 

radicalares difusíveis (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A 

atividade da MPO mostrou-se elevada no grupo SD antes da 

suplementação. Após a suplementação ocorreu diminuição da atividade 

da MPO, sugerindo que a ação da terapia antioxidante, não apenas 

diminuiria a produção de EROs, como também apresentaria ação anti-

inflamatória. Coerentemente, alguns estudos mostraram ação anti-

inflamatória de formas do α-tocoferol em sistemas biológicos. Wang e 

Jiang (2012) mostraram que o γ-trienol, uma forma natural da vitamina 

E, apresentou atividade anti-inflamatória por inibição do fator nuclear 

kappa beta (NFkB) e proteína potencializadora de ligação C (C/EBPβ) 

em macrófagos. Esses dois fatores de transcrição promovem a expressão 

de citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-

6, IL8, TNF-α, além de regularem genes para seus receptores 

(MUKAIDA et al., 1991; STEGMAIER et al., 2008). A IL-8 é um 

mediador de inflamações, estimulando a quimiotaxia de células T e de 

neutrófilos, assim como sua degranulação (ROEBUCK et al., 1999). 

Nestes grânulos, a MPO é uma enzima de destaque, a qual está presente 
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nos grânulos azurófilos dos polimorfonucleares e monócitos. A MPO 

gera EROs, como por exemplo, o HOCl, que, uma vez produzido em 

grande quantidade pode gerar lesão lipídica, proteica e em nível de DNA 

(HANSSON et al., 2006; MALLE et al., 2007). 

Além disso, os resultados referentes às citocinas 

próinflamatórias TNF-α e IL-1β mostraram-se elevados no grupo de 

crianças com SD antes da suplementação com as vitaminas, comparado 

ao grupo controle. Um estudo realizado por Griffin e colaboradores 

(1989) mostrou aumento de IL-1β na SD. Segundo estes autores, a 

interação entre APP, S100B e IL-1β que estariam aumentadas devido ao 

aumento da expressão de genes que codificam tais proteínas, poderiam 

levar a vários insultos neurais, cada um dos quais relacionados à 

neuroinflamação e com o desenvolvimento de risco de alterações 

neuropatológicas da DA. 

Os genes que codificam os receptores para INF-α1, INF-α2 e 

INF-γ (IFNAR1, IFNAR2 e IFNGR2) estão localizados no cromossoma 

21, e portanto estão sujeitos à triplicação. IFNAR1 e IFNAR2 ativam 

vias de sinalização de indução de citocinas próinflamatorias, incluindo 

expressão de IL-1β, TNF-α (WILCOCK et al., 2013). Porém, após a 

suplementação com as vitaminas E e C não houve mudanças nos níveis 

dessas citocinas, o que provavelmente deve-se ao fato destas citocinas 

estarem aumentadas naturalmente, e estas vitaminas não teriam 

capacidade de interferir na expressão dessas citocinas. 

A ocorrência do EO associado à condição genética de 

indivíduos portadores de SD, está associado à ocorrência de dano a 

biomoléculas, dentre elas lipídios, proteínas, ou ainda, ao DNA (ANI; 

GRANTHAM-McGREGOR; MULLER, 2000). Um exemplo é o estudo 

realizado por Jovanovic e colaboradores (1998), que mostrou elevação 

dos conteúdos de (8OHdG) (marcador de dano oxidativo ao DNA) e 

MDA (marcador de dano lipídico). 

Apesar de existirem estudos contraditórios, a sua maioria 

mostra a presença de uma condição oxidativa nos indivíduos SD, a qual 

levaria a consequências danosas. Nossos resultados também sugerem a 

ocorrência de EO sistêmico, pois as enzimas antioxidantes, em sua 

grande maioria, mostraram-se claramente induzidas nesses indivíduos 

(GARLET et al., 2013). Entretanto, não houve diferença significativa 

entre o grupo constituído por crianças com SD e o controle em relação 

aos níveis de TBARS, importante marcador de dano oxidativo. 

Campos e colaboradores (2011) também mostraram que 

crianças com SD não apresentam diferenças significantes nos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jovanovic%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9870557
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marcadores de dano lipídico, incluído o TBARS, quando comparados a 

um grupo controle (crianças sem SD). Os mesmos pesquisadores 

atribuíram estes resultados à maior concentração de AU nas crianças 

com SD, uma vez que o AU é considerado um importante antioxidante 

plasmático/urinário (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; TIANO et 

al., 2008). Este aspecto foi observado no presente estudo, pela dosagem 

de AU sérico, onde nas crianças com SD, as quais ainda não haviam 

iniciado a terapia antioxidante, mostraram níveis elevados em relação ao 

grupo controle. 

O AU é responsável por cerca de 60% da eliminação de EROs 

plasmáticos (SIMÃO et al., 2008). O mecanismo antioxidante do AU 

pode ser resumido pela reação com a maioria dos agentes oxidantes em 

velocidade superior a das outras purinas (NIETO et al., 2000). O AU 

reage rapidamente com o HO•. Porém, o urato é inerte às espécies 

superóxido (HOO–), radical ânion superóxido (O2
• –), peróxidos (ROOH) 

e peróxido de hidrogênio (H2O2). Essa grande atividade contra os 

radicais peroxil seria a base do seu efeito antioxidante protetor do DNA 

e lipídios. Como ocorre em meio aquoso, o AU reage com os radicais 

peroxil antes de atingirem a membrana e iniciarem seus danos. O AU é 

também capaz de recuperar estruturas já atacadas, que se tornaram RL 

através da doação de um elétron e um próton (BARREIROS et al., 

2006). Além disso, segundo Domazou e colaboradores (2012), ele não é 

apenas capaz de impedir o dano lipídico, como também o dano às 

proteínas e ao DNA.   

Outro indicativo de que o AU estaria atenuando a peroxidação 

lipídica seria o fato de não existir diferença estatística nos níveis de 

vitamina E plasmáticos entre o grupo de crianças SD não suplementado 

e o controle, o que poderia sugerir que o urato estaria sendo utilizando, 

provavelmente poupando a vitamina E no sistema. Porém, já se 

evidenciou diminuição nos níveis de vitaminas C e E em crianças com 

SD em relação a crianças normais e saudáveis sem qualquer intervenção 

ou tratamento com antioxidantes (MEGUID et al., 2010). 

No presente trabalho, após a suplementação antioxidante, 

verificou-se uma queda significativa nos níveis de TBARS dos 

indivíduos com SD, resultado esperado, uma vez que a vitamina E atua 

impedindo a cadeia de propagação da lipoperoxidação (MARNETT, 

1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Meguid e colaboradores 

(2010) mostraram que a terapia antioxidante com homocisteína, ácido 

fólico e vitamina B12, em mães gestantes de filhos com SD, também 



97 
 

diminuiu os níveis plasmáticos de TBARS nas crianças, após o 

nascimento.  

Lockrow e colaboradores (2009) avaliaram a suplementação de  

vitamina E no cérebro de ratos Ts65Dn (modelo animal de SD), em 

condição de EO. Verificaram que a suplementação não só diminuiu os 

marcadores de EO no cérebro, como melhorou a performance da 

memória espacial e atenuou a patologia neuro-colinérgica nos animais. 

Concluíram que a vitamina E atrasa o início das anormalidades 

cognitivas e morfológicas em modelos animais de SD, e que isto poderia 

representar um seguro e efetivo tratamento precoce na progressão da 

neuropatologia da SD.  

Outro estudo que evidenciou a eficiência da vitamina E foi 

realizado por Shichiri e colaboradores (2011) em modelo animal de SD 

(igualmente em animais Ts65Dn), no que a terapia crônica com α-

tocoferol em ratas grávidas foi capaz de atenuar os produtos da 

lipoperoxidação nos recém-nascidos, melhorando assim, a cognição dos 

animais após o nascimento, além de apresentar melhora da 

hipocelularidade no giro denteado (região do hipocampo mais 

vulnerável ao envelhecimento) no cérebro desses animais, ou seja, 

diminuindo morte neuronal nessa região do cérebro. 

Proteínas carboniladas (PC) são formadas por ataque de RL nas 

cadeias laterais de aminoácidos (Sousa et al., 2015) Existem poucos 

dados na literatura relacionando dano proteico à suplementação 

antioxidante em amostras de sangue na população SD, como por 

exemplo, o estudo realizado por Ordonez (2012) e colaboradores, que 

avaliaram as concentrações de PC antes e após exercício aeróbio 

moderado em adolescentes com SD, o qual verificou diminuição do 

conteúdo de PC nesse grupo. Žitňanová e colaboradores (2006), avaliou 

marcadores de EO no plasma de crianças com SD, dentre eles dano 

proteico, através da dosagem de PC, porém não verificaram diferença 

nos valores de dano proteico. Da mesma forma, porém em urina, 

Nachvak e colaboradores (2014) não encontraram diferenças no 

conteúdo de 8-OHdG em crianças com SD suplementadas com α-

tocoferol e ácido lipóico. De acordo com nossos dados, um recente 

estudo na saliva de pacientes com SD não apresentou diferença no 

conteúdo de PC nesses indivíduos em comparação a um grupo controle 

(SOUSA et al., 2015). Porém, esses dados poderiam ser relacionados 

com dano ao DNA. Jovanovic e colaboradores (1998) mostraram 

significativa alteração dos biomarcadores de EO na urina de indivíduos 

com SD, dentre eles a 8-OHdG.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mustafa%20Nachvak%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24939437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jovanovic%20SV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9870557


98 
 

Com relação aos valores de transferrina sérica, os indivíduos 

com SD mostraram valores elevados quando comparados aos do grupo 

controle. A suplementação mostrou-se capaz de diminuir 

significativamente essa proteína de transporte, ate mesmo após a 

interrupção da suplementação. Também não existem dados relacionados 

às concentrações séricas desse analito, assim como de ferro sérico na 

população de estudo. Apesar do aumento significativo, aparentemente 

parece não exercer papel oxidativo, uma vez que a atividade da GGT 

mostrou-se dentro dos valores de referência (<18,00 UI/L), exceto após 

a interrupção da suplementação, onde ocorreu considerável aumento, 

porém naquele momento as concentrações de transferrina sofreram uma 

tendência a retornar às concentrações normais (não havendo diferença 

em relação aos controles). 

Apesar de muitas controvérsias no universo científico e médico, 

existem diversos estudos consistentes que recomendam a suplementação 

combinada com antioxidantes, principalmente as vitaminas E e C, tanto 

de forma preventiva, como muitas vezes, de forma terapêutica. 

Atualmente tem-se relatado mais de 200 doenças que estudos 

experimentais comprovem a ocorrência do desbalanço oxidativo, como 

por exemplo, doenças cardiovasculares, neurológicas, endócrinas, 

respiratórias, imunológicas, câncer, assim como a progressão de 

tumores, entre outras (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SELLES, 

2011). 

O tema sobre a eficácia da terapia antioxidante é ainda 

controverso dentro da comunidade científica. As discussões baseiam-se 

em formulações que contenham produtos antioxidantes, sejam 

administrados unicamente, ou como complemento da fórmula, para a 

terapia de doenças específicas. De fato, tem-se sugerido alguma relação 

entre a progressão da etiologia da enfermidade e a presença de EO de 

alguma forma. Além disso, a maioria dos protocolos de ensaios clínicos 

realizados no âmbito da terapia antioxidante não leva em consideração a 

intervariação do EO entre os pacientes (SELLES, 2011). 

Existem vários estudos que defendem o uso da suplementação 

em doenças humanas. Winklhofer-Roob e colaboradores (1995) 

mostraram que a resistência da LDL à oxidação é prejudicada em 

pacientes com fibrose cística com deficiência em vitamina E, porém esta 

capacidade mostrou-se normalizada dentro de dois meses, quando a 

vitamina E foi administrada em concentrações suficientes. Além disso, 

outro estudo realizado em humanos, mostrou que a suplementação com 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winklhofer-Roob%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8582644
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vitamina E aumenta efetivamente a resistência à oxidação da LDL 

(DIEBER-ROTHENEDER et al., 1991).  

Reaven e colaboradores (1993) realizaram um estudo de 2 fases 

em grupo de voluntários. Na primeira fase os indivíduos receberam 60 

mg/dia de β-caroteno por 3 meses, após receberam, além do β-caroteno, 

1g de vitamina E e 2 g de vitamina C por dia, pelo mesmo período. Na 

segunda fase receberam apenas vitamina E por 5 meses. Os resultados 

mostraram que, na fase 1, ocorreu aumentos das concentrações de α-

tocoferol da LDL em 2,5 vezes. Além disso, ocorreu diminuição (30-

40%) da suscetibilidade da LDL à oxidação. Na fase 2, a suscetibilidade 

à oxidação das LDL foi diminuída em aproximadamente 50%. Outro 

estudo confirmou estes dados da literatura (DAVI et al.,1997) 

mostrando que a suplementação com α-tocoferol em humanos num 

período de 2 semanas, atenuou 35% da excreção urinária de F2-

isoprostanos em indivíduos com hipercolesterolemia e diabetes, de 

forma dose-dependente (100-600 mg/dia).  

Com relação à SD existem igualmente dados consistentes na 

literatura sobre a ocorrência do EO (PALLARDÓ et al., 2006; 

CAMPOS et al., 2010; CAMPOS et al., 2011; GARLET et al., 2013, 

KOMATSU et al., 2013). Porém não foram encontrados, até o presente 

momento, estudos de intervenção com antioxidantes em humanos, 

especialmente crianças, os quais analisaram, detalhadamente, os níveis 

de distintos marcadores de EO. 

Interessantemente, após a interrupção da suplementação, 

ocorreu manutenção ou persistência da capacidade antioxidante 

sistêmica dos indivíduos com SD. As defesas antioxidante não 

enzimáticas GSH e vitamina E mantiveram valores semelhantes aos do 

período de suplementação, enquanto que no conteúdo de AU ocorreu 

aumento significativo. Isso indica a ação antioxidante do AU (SIMÃO 

et al., 2008) nesses indivíduos, pois, mesmo após a interrupção da 

suplementação, houve restauração das concentrações de AU nos 

pacientes SD.  Essa persistência na capacidade antioxidante já fora 

evidenciada em outros trabalhos de nosso grupo de pesquisa, em que, 

após um intervalo (também de 6 meses) sem suplementação, pacientes 

chagásicos (BUDNI, 2011) mantiveram valores de EO intermediários, 

não retornando aos níveis iniciais. 

Com relação às enzimas antioxidantes, após a retirada da 

suplementação, a maioria delas (SOD, CAT, GR,e GGT) mantiveram os 

valores do período de suplementação, assim como a MPO (marcador 

inflamatório e de liberação de HOCl) e os níveis de transferrina séricos. 
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A GPx manteve níveis intermediários, enquanto que a GST aumentou, 

porém se igualando aos níveis dos controles. Apesar disso, os níveis de 

peroxidação lipídica (TBARS) e PC foram restaurados. A atividade da 

G6PD permaneceu inalterada em todos os grupos analisados, o que 

sugere provável ausência de sua participação direta no processo 

antioxidante nesses indivíduos. 

Portanto, de maneira geral, houve uma persistência na 

capacidade antioxidante sistêmica dos indivíduos SD examinados, 

mesmo após o período de 6 meses de interrupção da terapia, 

confirmando o efeito prolongado da terapia antioxidante. Esta atenuação 

persistente do EO sistêmico provavelmente pode ser atribuída ao efeito 

cumulativo associado à lipofilicidade do α-tocoferol, o qual é pouco 

solúvel em meio aquoso, penetrando nos tecidos lipídicos ou migrando 

através do corpo para domínios hidrofóbicos (WANG; QUINN, 1999) 

Neste sentido, a eficácia da suplementação antioxidante 

incidente sobre a depleção de marcadores de EO e seus efeitos deletérios 

associados, bem como no status antioxidante dos indivíduos 

suplementados, já fora verificada em estudos anteriores de nosso grupo 

de pesquisa. Em pacientes com cardiopatia chagásica crônica (MAÇAO 

et al., 2007; RIBEIRO et al., 2010; BUDNI et al. 2013), e pacientes com 

hepatite C (FARIAS et al., 2012), foi igualmente constatada uma 

significativa melhora nas defesas antioxidantes presentes no sangue dos 

pacientes chagásicos, além de uma diminuição dos marcadores 

enzimáticos de EO, após 6 meses de suplementação com as vitaminas C 

e E, confirmando a eficácia desta intervenção.  

Adicionalmente, nos pacientes chagásicos, mesmo após a 

interrupção da intervenção antioxidante durante períodos de 12 meses, 

foi constatada uma relativa persistência do efeito antioxidante, antes de 

uma nova suplementação (BUDNI, 2011), resultados estes que 

corroboram os dados deste presente trabalho, após a interrupção da 

suplementação. Ainda no mesmo projeto com os pacientes chagásicos, 

foi verificado um efeito antioxidante do uso do carvedilol quando 

associado às vitaminas C e E, mostrando não apenas a importância do 

uso destas vitaminas isoladamente, como também associada ao 

tratamento da cardiopatia chagásica crônica (BUDNI et al., 2013). É 

importante ressaltar que esta intervenção antioxidante promoveu 

melhora clínica em pacientes chagásicos na fase I (inicial) da doença 

(BARBOSA et al. 2014).  

Outros estudos realizados por nosso grupo de pesquisa mostrou 

a eficiência da terapia em humanos que apresentam a condição de EO 
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instalada devido à exposição a ambientes alterados (contaminação 

ocupacional). Wilhelm Filho e colaboradores (2010) mostraram que, 

após instalada a condição de EO em trabalhadores expostos à 

incineração de resíduos de saúde e também em trabalhadores de minas 

de carvão, foi igualmente realizada suplementação antioxidante com 

vitaminas E e C por 6 meses (protocolo semelhante ao utilizado neste 

trabalho). De modo análogo, foi verificada queda da atividade das 

enzimas antioxidantes, assim como nos marcadores de dano, sugerindo, 

igualmente, a eficácia da terapia combinada destas duas vitaminas 

antioxidantes, salientando o provável efeito sinérgico entre ambas (VAN 

HAAFTEN et al., 2003), aspecto geralmente negligenciado em estudos 

congêneres. Um trabalho semelhante foi realizado pelo mesmo grupo, 

porém desta vez foi testada a terapia antioxidante em trabalhadores e 

residentes próximos a uma termoelétrica do sul do estado de Santa 

Catarina, expostos à combustão de carvão mineral, e, da mesma 

maneira, após a suplementação antioxidante, ocorreu normalização de 

quase todos marcadores de EO (TBARS, PC, GSH, SOD, GPX, GR e 

GST) (POSSAMAI et al., 2010). 

A partir de um amplo levantamento de dados congêneres pode-

se levantar questões relevantes que devem ser consideradas na resposta 

desses estudos contraditórios. Apesar de dados bioquímicos, celulares e 

moleculares acerca do α-tocoferol terem sido acumulados consiste e 

drasticamente nos últimos anos, muitos fenômenos a ele associados 

ainda estão longe de ser totalmente elucidados. Vários estudos de 

intervenção clínica não consideram importantes fatores, como, por 

exemplo, os poliforfismos da vitamina E. Muitos desses estudos 

condenam o uso da terapia antioxidante, mas não levam em 

consideração os níveis basais de tocoferol no plasma dos pacientes antes 

e após a suplementação, ou ainda que os efeitos pró-oxidantes da 

vitamina E possam ser protegidos pelo ácido ascórbico (RICCIARELLI 

et al., 2007). 

Além disso, normalmente os estudos não levam em 

consideração a existência de proteínas de ligação do α-tocoferol, ou 

ainda, as complexidades de absorção do α-tocoferol e seu metabolismo, 

os quais constituem outras variáveis envolvendo a problemática da 

utilização “in vivo” da vitamina E. Adicionalmente, os aspectos clínicos 

também merecem ser debatidos: é bem possível que em alguns estudos 

tenha sido escolhida a fase adiantada (irreversível) da doença a ser 

avaliada, pois a idade não é o único fator a se levar em consideração 
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neste particular. Estudos mostram que a determinação da fase da doença 

é muito importante, e que o tratamento com vitamina E deveria ser 

iniciado de forma precoce, além de ser consumido conjuntamente à 

vitamina C, para que seu efeito torne-se efetivo e mensurável. Ainda, é 

possível que novas reações e novos genes sejam encontrados sob 

controle do α-tocoferol, permitindo esclarecer as relações entre eventos 

moleculares e clínicos (RICCIARELLI et al., 2001; RICCIARELLI et 

al., 2007). 

Apesar da polêmica e discussão sobre os benefícios da 

suplementação de vitaminas antioxidantes para o tratamento de várias 

doenças crônicas, sugerimos através dos resultados do presente trabalho, 

que a terapia antioxidante com vitaminas C e E, que não tem efeitos 

adversos nas doses aqui utilizadas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007), poderia trazer benefícios clínicos para crianças e adolescentes 

com SD. Adicionalmente, caso adotada precocemente (ainda durante o 

desenvolvimento fetal, ou logo após o nascimento), poderia promover, 

provavelmente, melhora da função cognitiva, de acordo com o efeito 

encontrado em um modelo murino (LOCKROW et al., 2009), ou, pelo 

menos, atenuar as condições neurodegenerativas nesses pacientes. Neste 

sentido, mais estudos são necessários para esclarecer os possíveis 

benefícios, especialmente os neurológicos, de tal suplementação. 
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3.5 CONCLUSÃO 

 

A intervenção antioxidante diária com as vitaminas E e C 

atenuou consistentemente o EO sistêmico que estão acometidas as 

crianças e adolescentes com SD. Além disso, o efeito da intervenção 

antioxidante persistiu após a interrupção da suplementação antioxidante. 

Porém, esta intervenção não foi capaz de alterar significativamente 

todos os marcadores inflamatórios. 
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4. CAPÍTULO 2: EFEITO DA MELATONINA (MEL) SOBRE 

BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO (EO) E 

NEUROGÊNESE EM UM MODELO ANIMAL DE SÍNDROME 

DE DOWN. 

 

4.1 OBJETIVOS 

4.1.1 Objetivo Geral 

Estudar a atividade da melatonina (MEL) em modelos 

bioquímicos e histológicos, a fim de investigar o efeito no estresse 

oxidativo e neurogênese em um modelo animal de SD.  

4.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar os biomarcadores enzimáticos de EO (SOD, CAT, GPx, 

GR) em córtex e hipocampo de camundongos TS jovens e 

adultos, a fim de verificar o possível mecanismo de ação da 

MEL, assim como sua capacidade de modulação da atividade 

das enzimas antioxidantes. 

 

 Avaliar os marcadores de dano oxidativo (TBARS e PC) em 

córtex e hipocampo de camundongos TS jovens e adultos, a fim 

de verificar o possível mecanismo de ação da MEL, assim 

como sua ação sobre o EO. 

 

 Estudar os efeitos da MEL sobre a neurogênese de animais TS 

jovens (em adultos são dados já publicados pelo grupo de 

pesquisa da UC, CORRALES et al., 2014) através de técnicas 

de imunohistoquímica para marcadores de neurogênese (DAPI 

e imunohistoquímica para Ki-67). 
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4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1 Animais 

Foram utilizados camundongos trissômicos parciais machos 

Ts65Dn (TS) criados no biotério da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Cantábria (UC), a partir de uma população feminina TS 

reprodutoras proporcionadas pelo Robertsonian Chromosome Resources 

(The Jackson Laboratory, Harbor Bar, Maine, USA). 

Em todos os experimentos foram comparados camundongos TS 

com seus irmãos dissômicos (CO) das mesmas ninhadas. Os animais 

foram genotipados com 6-8 semanas de idade mediante PCR em tempo 

real, utilizando o protocolo de Liu e colaboradores (2003), o qual segue 

os seguintes procedimentos:  

1) Extração: em microtúbulos, contendo uma amostra de cauda 

de camundongo, foi adicionado 300 µL de NaOH 50mM e incubadas a 

99º C a seco durante 1 hora (com homogeneização em vórtex aos 30 

min e 60 min). Após este período, a extração foi neutralizada com 30 µL 

de tampão Tris-HCl 1M, pH 7,6 e realizada homogeneização em vórtex, 

seguida de centrifugação por 10 min a 13.000 rpm, a 4º C. O 

sobrenadante foi utilizado para medir a concentração de DNA (em 260 

nm);  

2) Diluição: a amostra foi diluída à 20 ng/µL em água milique 

para a realização do PCR.  

3) Reação em cadeia de polimerase (PCR): Como marcadores, 

foram utilizados os genes codificantes para a proteína App e de 

resistência a Mixovírus 1 (Mx1), os quais estão localizados no 

cromossoma MMU16 e portanto, encontram-se triplicados. Como gene 

de referência, foi utilizado o gene da apolipoproteína B (ApoB) que está 

localizado no cromossoma MMU12, e portanto, presente em dose dupla 

em todos os animais. A amplificação do DNA genômico dos animais foi 

realizada utilizando os primes e sondas (tipo TaqMan) descritos no 

Quadro 4. 

Para a quantificação simultânea do número de cópias dos genes, 

foram utilizados fluorocromos com comprimentos de ondas diferentes: 

HEX para o gene ApoB e FAM para App e Mx1. Para isso, foi utilizado 
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o seguinte protocolo:  foram adicionadas em placas de 96 poços 8 µL da 

amostra diluída a 20 ng/µL, 10 µL da TaqMan, 0,2 µL de cada primer 

de cada gene (40 µM) e 0,6 µL de cada uma das sondas (5 µM) e depois 

iniciadas as reações em termociclador Mx3000P. As condições de 

amplificação foram as seguintes: um ciclo de 50ºC durante 2 min, 

depois um ciclo a 95ºC de 10 min, seguido de 40 ciclos a 95º durante 15 

min e por último, 60ºC por 1 min. 

Os resultados obtidos foram analisados pelo método ΔΔCt, o 

qual representa a expressão gênica relativa de cada um dos genes App e 

Mx1, normalizados com ApoB. 
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Quadro 4- Primers e sondas utilizadas para realização do cariótipo dos animas do estudo. 

 App Mx1 ApoB 

Primer  5’-TGC TGA AGA TGT 
5’-TCT CCG ATT AAC 

CAG 

5’-CAC GTG GGC TCC 

Sentido GGG TTC GA-3’ GCT AGC TAT-3’ AGC ATT-3’ 

Primer  5’-GAC AAT CAC GGT TGC 
5’-GAC ATA AGG TTA 

GCA 

5’-TCA CCA GTC ATT 

Anti-sentido TAT GAC AA-3’´ GCT AAA GGA TCA-3’ TCT GCC TTT G-3’ 

Sonda 

5’-FAM-CAA AGG CGC 

CAT CAT CGG ACT 

CATAMRA-3’ 

 

5’-FAM-CTT TCC TGG 

TCG CTG TGC A- 

TAMRA-3’ 

5’-HEX-CCA ATG GTC 

GGG CAC TGC TCA-

ATAMRA-3’ 
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4.2.2. Tratamentos e amostras 

Grupos de animais trissômicos (TS) e controles/dissômicos 

(CO) foram tratados com melatonina (MEL) ou apenas com seu diluente 

(Veículo) formando 4 grupos experimentais: TS+Mel (n=12), CO+Mel 

(n=12), TS+Veículo (n=12) e CO+Veículo (n=12). A Melatonina (100 

mg/L) foi dissolvida em álcool absoluto e adicionada à água de beber a 

uma concentração final de 0,06%, sendo que esta solução de MEL foi 

preparada em garrafas protegidas da luz duas vezes por semana. 

A estimativa de ingestão diária de MEL para cada camundongo 

foi de 0,5 mg, com base numa taxa média diária de consumo de água de 

5 mL/dia. 

Inicialmente, os animais adultos foram tratados durante 16 

semanas. Todos os camundongos tinham entre 5 e 5,5 meses de idade no 

início do tratamento e entre 10 e 10,5 meses de idade durante o 

experimento (CORRALES et al., 2013; CORRALES et al., 2014). No 

caso dos animais jovens entre 5 e 5,5 meses, o tratamento foi realizado 

nas mesmas concentrações e condições, porém realizado nas fêmeas 

prenhas, e após nascimento, os filhotes continuaram a receber o 

tratamento até a realização dos experimentos (5-5,5 meses), da mesma 

maneira que os adultos.  

Foram utilizados 12 animais em cada grupo experimental, 6 

animais foram utilizados para as avaliações bioquímicas e os outros 6 

foram perfundidos para a avaliação imunohistoquímica do cérebro 

desses animais. 

4.2.3 Concentrações de melatonina 

Antes da realização dos experimentos, amostras de urina foram 

coletadas de cada camundongo, no final das 12 h de luz (dia) e também 

nos períodos escuros (noite). O conteúdo total do metabólito da 

melatonina, o sulfato de 6-hidroximelatonina (aMLTs), foi avaliado em 

amostras de urina como uma medida indireta da secreção cíclica de 

melatonina pela glândula pineal. A concentração urinária de aMLTs foi 

determinada a partir de amostras duplicadas de urina utilizando kit de 

ensaio imunoenzimático (ELISA) (IBL International GMBH, Hamburg, 

Germany), com protocolo seguido de acordo com as instruções do 

fabricante. 
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4.2.4 Marcadores de Estresse Oxidativo 

 

4.2.4.1 Preparação da amostra 

Os animais selecionados para as análises bioquímicas foram 

eutanasiados por deslocamento cervical e retirados os cérebros, com 

posterior separação de córtex e hipocampo.  

Para as medidas de estresse oxidativo (descritas na sequência), 

foi preparado homogenatos de córtex e hipocampo (1:30, peso:volume), 

em tampão fosfato de potássio 20 mM, pH 7,4, 0,1% Triton X-100, 150 

mM de NaCl (CAVALLI et al., 2013). 

4.2.4.2 Enzimas antioxidantes 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi medida em 480 

nm de acordo com o método da auto-oxidação da adrenalina (MISRA; 

FRIDOVICH, 1972) e modificado por Boveris e colaboradores (1983). 

A catalase (CAT) foi determinada pela medição do consumo de H2O2 

em 240 nm (AEBI, 1984). A glutationa peroxidase (GPx) foi medida em 

340 nm, através do sistema glutationa/NADPH/glutationa redutase, pela 

redução do terc-butilhidroperoxido (FLOHÉ; GUNZLER, 1984). A 

atividade da glutationa redutase (GR) foi mensurada segundo método de 

Carlberg e Mannervick (1985), onde se verifica, em 340 nm, a taxa de 

oxidação do NADPH devido à redução da glutationa oxidada (GSSG) 

pela GR presente na amostra. As atividades enzimáticas foram 

corrigidas com peso dos tecidos e expressas por g de tecido, exceto para 

PC, a qual foi expressa por mg de proteína. Todos os protocolos das 

enzimas antioxidantes também seguiram as etapas descritas no Capítulo 

1, porém com volumes adaptados à microplaca. 

4.2.4.3 Lipoperoxidação (TBARS) 

A lipoperoxidação foi medida nos homogenatos dos tecidos 

(córtex e hipocampo) espectrofotométricamente em 535 nm, pelo 
método das substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) (BIRD; DRAPER, 1984), conforme protocolo descrito no 

Capítulo 1. 
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4.2.4.4 Proteína carbonilada (PC) 

As concentrações de proteína carbonilada foram determinadas 

nos homogenatos de tecidos (córtex e hipocampo) segundo Levine e 

colaboradores (1990), conforme protocolo descrito no Capítulo 1. 

4.2.5 Estudo Neuromorfológico: Neurogênese 

4.2.5.1 Preparação dos tecidos 

Os animais foram perfundidos por via intracardíaca primeiro 

com salina (0,95%) e depois com paraformaldeído (4%) em tampão 

fosfato (0,1 mol/L). Os cérebros foram mantidos em fixador durante 24 

h e logo após, transferidos para sacarose 30%. Foram cortadas fatias de 

50 m de espessura de um bloco congelado com um micrótomo, sendo 

que para cada animal obteve-se 9 secções representativas do cérebro. 

Foram armazenados os cortes a -20ºC em uma solução crioprotetora (25 

% etilenoglicol, 25 % glicerina, 50% tampão fosfato salino (PBS)). Para 

cada um dos estudos foram utilizados cortes de pelo menos 6 animais 

por grupo. 

4.3.5.2 Coloração de Nissl e quantificação dos neurônios granulares 

do hipocampo 

Uma seção aleatória das 9 séries de cortes de cada animal para 

quantificação dos neurônios granulares foi corada com Nissl, de acordo 

com o seguinte protocolo: primeiramente, os cortes foram lavados em 

tampão fosfato (phosphate buffer - PB) 0,1N e posteriormente montados 

em lâminas gelatinizadas. Após montadas as lâminas, as mesmas foram 

secas (por 3 dias) e submersas em azul de toluidina 5% (10 min). Em 

seguida, foi retirado o excesso com água destilada. Posteriormente, as 

lâminas foram submersas em etanol 70% (2 min), seguido de etanol 

96% (2 min) e etanol absoluto (2 min) e xileno (2 min). Após coradas, 

foi adicionado meio de montagem e cobertas com lamínulas. As lâminas 

(cortes) foram analisadas em microscópio (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl 

Zeiss Microscopy, LLC, USA) à 4x, focando e registrando através de 

imagens a região do giro denteado localizada no hipocampo. As 

imagens foram analisadas através de quantificação da área do giro 

denteado e perímetro da camada subgranular do giro denteado (SGZ) 

(onde estão localizadas as células progenitoras de neurônios), segundo o 

método de Cavalieri, conforme descrito por Llorens-Martin e 

colaboradores (2006). 
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4.2.5.3 Imunohistoquímica para Ki-67 e DAPI 

Os experimentos de imunohistoquímica e imunofluorescência 

foram realizados segundo protocolo descrito por Llorens Martín et al. 

(2006). Uma seção de cada série de 9 do cérebro de cada animal foi 

selecionada aleatoriamente e lavada 3 vezes de 5 min com PB 0,1N, e 

posteriormente permeabilizadas com PB-TBSA (PB 0,1N com Triton X-

100 (0,5%) e BSA (0,1%)) por 5 min e submetida à incubação com os 

anticorpos primários (anti-Ki67 monoclonal de camundongo (Santa 

Cruz 1:750), e diluídas em PB-TBSA durante 48 h a 4ºC. Em seguida, 

as secções foram incubadas durante 20 h com os anticorpos secundários 

(anti-camundongo de cabra conjugado com biotina (Pierce, 1:1000) 

durante 24 h à 4ºC. Na sequência as secções foram lavadas 3 vezes com 

PB 0,1 N e incubadas com DAPI (1:1000, em PB 0,1N) durante 12 min. 

Após retirado o DAPI, as secções foram lavadas em PB 0,1N por 5 min 

e em seguida com etanol 70% por 5 min. Posteriormente, foi adicionado 

às secções 3 gotas de eliminador de autofluorescência (Autofluorescence 

eliminator reagente-ERA) por 5 min, lavados 3 vezes por 1 min em 

etanol 70% e finalmente lavados em PB 0,1. Os cortes foram montados 

em lâminas gelatinizadas e adicionado gerbatol entre lâmina e lamínula. 

A contagem das células Ki-67 positivas na camada subgranular do 

hipocampo foram realizadas em microscópio de fluorescência e o 

resultado corrigido de acordo com o perímetro da camada subgradular 

obtina na coloração de Nissl. Os resultados foram expressos em células 

Ki-67/mm2 e células DAPI/µm3. 

 

4.2.6 Análise Estatística 

 

A análise estatística empregada foi RM MANOVAs (genótipo x 

tratamento), admitindo um nível de significância mínimo de p<0,05. O 

emprego do teste t de Student foi usado comparando os grupos. Para 

todas as análises foi utilizado o SPSS (version 22.0, Chicago, IL, USA) 

para Windows. 
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4.3 RESULTADOS 

 

O conteúdo urinário de aMLTs não se mostrou alterado quando 

comparado o genótipo dos animais analisados (Controles × 

Trissômicos). Porém, em relação ao tratamento (Veículo × Melatonina), 

houve aumento significativo de aMLTs nos grupos que receberam o 

tratamento com MEL (Tabela 1). 
 

Tabela 1- Conteúdo de aMLTs na urina dos diferentes grupos tratados com 

Veículo e Melatonina, no período noturno e diurno.  

 
(CO) Controle; TS (Trissômico); (GEN) Genótipo; (TTO) Tratamento. 

(**)(***) representa a diferença estatística com p<0,01 e p<0,001, 

respectivamente, de Veículo x Melatonina. 
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A atividade da SOD mostrou-se aumentada no córtex e no 

hipocampo de camundongos TS durante a fase pré e pós-natal. (Figura 

18A), assim como em adultos (Figura 18B). Entretanto, a administração 

de MEL durante a vida adulta não diminuiu a atividade da SOD nesta 

região do cérebro. O tratamento pré e pós-natal não modificou a 

atividade desta enzima no hipocampo, porém os seus níveis foram 

normalizados no córtex dos camundongos TS. 

A atividade da CAT apresentou-se aumentada no hipocampo de 

animais TS jovens (Figura 18C) e no córtex dos camundongos TS 

adultos (Figura 18D). No entanto, o tratamento pré e pós-natal com a 

MEL diminuiu a atividade da CAT no córtex e hipocampo dos animais 

TS (Figura 18C). Entretanto, a atividade da CAT não se alterou após o 

tratamento crônico com MEL durante a vida adulta (Figura 18D). 

Com relação à atividade da GPx no córtex e hipocampo de 

animais jovens, os quatro grupos de animais não diferiram em seus 

valores (Figura 18E). No entanto, os animais TS adultos apresentaram 

aumentos da atividade da GPx, em ambas as estruturas do cérebro 

(Figura 18F). O tratamento com a MEL em qualquer fase da vida não 

produziu efeito significativo sobre a atividade desta enzima. 

A atividade da GR no córtex e hipocampo não mostrou 

diferenças entre os quatro grupos de animais tratados com veículo e 

MEL durante a vida adulta (Figura 18H). No entanto, naqueles animais 

TS tratados com veículo nas fases pré e pós-natal, a atividade da GR 

mostrou-se diminuída no córtex e no hipocampo, enquanto que a 

administração de MEL, nos estágios precoces não aumentou a sua 

atividade (Figura 18G). 

Na maioria dos grupos, os níveis de TBARS não mostrou 

diferença estatística no córtex e hipocampo de camundongos TS tratados 

com MEL durante as fases pré e pós natais (Figura 19A). No entanto, o 

tratamento com este antioxidante diminuiu a peroxidação lipídica apenas 

no hipocampo dos animais durante a fase adulta (Figura 19B). 
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Figura 18- Defesas antioxidantes enzimáticas no córtex e hipocampo de 

animais jovens e adultos. 

 

Atividade da superóxido dismutase (SOD), (A), (B); catalase (CAT), (C) e (D); 

glutationa peroxidase (GPx), (E) e (F); e glutationa redutase (GR), (G) e (H), 

no homogenato de Córtex e Hipocampo, de animais jovens e adultos, 

respectivamente, dos diferentes grupos experimentais. (CO+Veículo) Grupo 

controle tratado com veículo (n=6); (CO+Mel). Grupo controles tratado com 

melatonina (n=6); (TS+Veículo) Grupo de trissômicos tratados com veículo 

(n=6); (TS+Mel) Grupo de trissômicos tratados com melatonina (n=6); Valores 

expressos em Média±EP. (*)(**)(***) representa a diferença estatística com 

p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente, de Trissômicos x Controle. (#) 

representa a diferença estatística com p<0,05, do tratamento Veículo x Controle. 
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Observou-se um aumento significativo no nível de PC no córtex 

de animais TS jovens (Figura 19C) e no hipocampo dos animais TS 

adultos (Figura 19D). Administração de MEL de forma contínua 

diminuiu significativamente os valores de PC encontradas no 

hipocampo dos camundongos CO e TS adultos (Figura 19D). No 

entanto, a administração deste composto durante as fases de pré e pós-

natal não alterou os níveis de PC nesta estrutura nos mesmos animais 

(Figura 19B). 

Figura 19- Marcadores de dano oxidativo no córtex e hipocampo de animais 

jovens e adultos. 

 

(A), (B) Conteúdo de TBARS do homogenato de córtex e hipocampo dos 

diferentes grupos experimentais, de animais jovens e adultos, respectivamente. 

(C), (D) Conteúdo de proteína carbonilada (PC) do homogenato de córtex e 

hipocampo dos diferentes grupos experimentais, de animais jovens e adultos, 

respectivamente. (CO+Veículo) Grupo controle tratado com veículo (n=6); 

(CO+Mel). Grupo controles tratado com melatonina (n=6); (TS+Veículo) 

Grupo de trissômicos tratados com veículo (n=6); (TS+Mel) Grupo de 

trissômicos tratados com melatonina (n=6); Valores expressos em Média±EP. 

(*)(**) representa a diferença estatística com p<0,05 e p<0,01, respectivamente, 

de Trissômicos x Controle. (#)(##)(##) representa a diferença estatística com 

p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente, do tratamento Veículo x Controle. 
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A densidade de células Ki-67+ (na camada subgranular do giro 

denteado) e DAPI+ (no giro denteado) mostrou-se diminuída nos 

animais TS (tratados com veículo e/ou melatonina), comparativamente 

aos controles (Figura 20A e Figura 20B, respectivamente). No entanto, a 

análise estatística mostrou que o tratamento com MEL não foi capaz de 

modificar a densidade de células Ki-67+ e DAPI+ em ambos os 

genótipos. 
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Figura 20- Imunohistoquímica para Ki-67 e Imunofluorescência para DAPI em 

animais TS jovens. 

 

 

(A) Quantidade de células Ki-67 positivas na camada subgranular do 

hipocampo de animais jovens dos diferentes grupos analisados. (B) Quantidade 

de células DAPI positivas no giro denteado no hipocampo de animais jovens 

dos diferentes grupos analisados. (CO+Veículo) Grupo controle tratado com 

veículo (n=6); (CO+Mel). Grupo controles tratado com melatonina (n=6); 

(TS+Veículo) Grupo de trissômicos tratados com veículo (n=6); (TS+Mel) 

Grupo de trissômicos tratados com melatonina (n=6); Valores expressos em 

Média±EP. (*)(**)(***) representa a diferença estatística com p<0,05, p<0,01 e 

p<0,001, respectivamente, de Trissômicos x Controle. 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

Atualmente, as propriedades citoprotetoras tornaram-se um 

importante campo de pesquisa, dentre as quais se destaca o uso da MEL. 

As ações relevantes desta substância têm sido estudadas em vários 

órgãos, em particular, as ações neuroprotetoras. 

A MEL possui capacidade antioxidante por ser um metoxiindol, 

a qual é um potente varredor de numerosas EROs, particularmente o 

HO●, extremamente reativo, carcinogênico e mutagênico (TAN et al., 

1993). Além disso, uma única molécula de MEL pode gerar produtos de 

uma cascata sequestrante que pode eliminar de forma coletiva até dez 

RL (ROSEN et al., 2006). Nesse ponto torna-se interessante a terapia 

antioxidante com MEL, pois em concentrações fisiológicas, do ponto de 

vista estequiométrico, os níveis podem ser presumidamente insuficientes 

para uma contribuição significativa para a detoxificação  de RL 

(HARDELAND et al., 2011).  

Adicionalmente, as ações antioxidantes da MEL não se 

restringe apenas ao “scavenger” de RL, apesar dela interagir 

eficientemente com várias EROs e ERN, bem como radicais orgânicos. 

Entre suas ações, estudos mostram a regulação negativa de enzimas 

antioxidantes, como GPx, GR, GGT e G6PD, às vezes SOD e CAT, e 

regulação negativa de enzimas pró-oxidantes (NO sintase e  

lipoxigenases) (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 

2006). 

De forma geral, os diferentes marcadores enzimáticos de EO 

mostraram aumento do EO no cérebro (córtex e/ou hipocampo) nos 

animais TS jovens e adultos, quando comparados com os controles. 

Novamente, a SOD, assim como no estudo com crianças e adolescentes 

com SD (Capítulo 1), está com a atividade de aproximadamente 50% 

maior em animais TS (Figura 18A, 18B). As atividades da CAT (Figura 

18C, 18D) e da GPx (Figura 18E, 18F) não acompanharam o mesmo 

percentual de aumento da atividade da SOD, ou nem mesmo aumentou 

(CAT no hipocampo de animais adultos e GPx de córtex e hipocampo 

de animais jovens). Esse aumento da atividade da CAT e GPx 

novamente decorreria da tentativa de eliminação do H2O2 produzido em 

excesso, devido à atividade da SOD muito elevada, decorrente da 

trissomia. Já a atividade da GR, apresentou diminuição nos animais TS 
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jovens em comparação com os controles (Figura 18G) e não ocorreu 

alteração de sua atividade nos animais adultos (Figura 18H). Esta 

diminuição da atividade sugere uma diminuição da reposição de GSH 

no sistema, diminuindo assim, a capacidade antioxidante do tecido, uma 

vez que a GSH é o principal antioxidante não-enzimático endógeno de 

organismos aeróbios, como descrito anteriormente. 

Resultados anteriores do grupo espanhol de pesquisa mostraram 

que a MEL foi capaz de melhorar o perfil comportamental dos animais 

TS adultos (CORRALES et al., 2013). Esse fato pode estar relacionado 

ao EO que poderia acometer esses animais. Apesar que de maneira 

geral, a MEL nao foi capaz de modular a atividade das principais 

enzimas antioxidantes no hipocampo dos animais, pois a atividade da 

SOD, GPx e GR nao foi alterada, já a atividade da CAT diminuiu 

apenas em animais TS jovens. Uma justificativa no caso da atividade 

GR estar inalterada, poderia ser devido à ação da MEL retirando EROs 

do sistema, poupando GSH e, assim, a atividade da GR preservada. 

 Um antioxidante pode exercer sua atividade sem interferir na 

atividade enzimática. Os antioxidantes agem em três linhas de defesa 

orgânica contra as EROs. A primeira linha, é a de prevenção, a qual se 

caracteriza pela proteção contra a formação das substâncias agressoras. 

A segunda linha é a interceptação, e neste estágio, os antioxidantes 

precisam interceptar os RL, os quais, uma vez formados, iniciam suas 

atividades deletérias. A última linha é o reparo. Ela ocorre quando a 

prevenção e a interceptação não foram completamente efetivas e os 

produtos da ação pelos RL estão sendo continuamente formados em 

baixas quantidades e, desta forma, podem se acumular no organismo 

(SANTOS; CRUZ, 2001). 

A provável ação da MEL seria a retirada de RL e/ou reparo de 

estruturas danificadas. Este fato pode ser observado nos níveis de 

TBARS analisados no hipocampo de animais jovens e adultos. Em 

jovens não houve mudança dos níveis de TBARS analisados (Figura 

19A), enquanto que em adultos houve uma diminuição significativa 

(Figura 19B). 

No córtex, não houve mudanças nos níveis de lipoperoxidação, 

tanto em jovens quanto em adultos (Figura 19A, Figura 19B), porém no 

grupo de animais jovens, ocorreu diminuição da atividade da SOD e 

CAT em animais TS. Apesar de existir estudos que relatam modulação 
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dessas enzimas (RODRIGUEZ et al., 2004), nossos dados mostraram 

que em animais jovens não existe efeito de proteção no córtex (níveis de 

TBARS inalterados), assim como no hipocampo, o que resultaria em 

nenhuma melhora de cognição. 

Trabalhos documentando a influência da MEL sobre a atividade 

das enzimas antioxidades mostraram amplificação da atividade da SOD 

e GPx no cérebro de ratos e em outros tecidos, como o fígado 

(OZTURK et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004). A MEL também 

tem a capacidade de influenciar a expressão do gene de enzimas 

antioxidantes. Antolin e colaboradores (1996) verificaram aumento da 

expressão de mRNA para SOD na glândula de Harder em um modelo 

murino após administração exógena de 500 µg/kg de MEL. Já em um 

estudo recente, realizado por Demirtas e colaboradores (2015), a MEL 

diminuiu a atividade da SOD e não alterou a atividade da CAT em um 

modelo de síndrome metabólica induzida por EO. Não foram 

encontrados estudos relacionando atividade da GR com a MEL. 

O efeito de proteção antioxidante na MEL ficou claramente 

mostrado no hipocampo dos animais TS adultos tratados com MEL, no 

qual ocorreu diminuição dos níves de PC nesta região desses animais 

(Figura 19D). Apesar de não ter ocorrido mudança no conteúdo de PC 

nos animais em tratameto pré e pós-natal (Figura 19C), no córtex dos 

animais TS tratados com MEL, houve apenas uma tendência em 

diminuir as concentrações de PC, porém sem diferença estatística. 

Não foram encontrados estudos avaliando o efeito da 

administração de MEL no EO em pacientes ou animais com SD, exceto 

um estudo do grupo de pesquisa espanhol, em que Corrales e 

colaboradores (2014), verificou diminuição de 4-hidroxinonenal, um 

produto de peroxidação lipídica, no hipocampo de animais TS adultos, 

alem de melhora comportamental nesses animais. 

Na maioria dos modelos experimentais conhecidos, a MEL 

mostrou capacidade antioxidante sobre processos degenerativos crônicos 

relacionados com dano oxidativo, como: prevenção da lesão oxidativa 

mitocondrial causada pela proteína β-amilóide, diminuição da 

peroxidação lipídicas do córtex e diencéfalo, fígado, pulmão, íleo e rim 

de ratos (TERESA GALVÁN et al., 2008). Além disso, Kumar e 

calaboradores (2002) verificaram que a MEL promoveu aumento da 

capacidade antioxidante total e diminuição da peroxidação lipídica em 
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um modelo de EO promovido pelo exercício intenso. A capacidade de 

“scavenging” de RL da MEL é o dobro da vitamia E, e além disso, a 

MEL é particularmente interessante em termos neuronais pois atravessa 

livremente a barreira hematoencefálica (PIERI et al., 1994; CHEN et  

al., 2012). 

Segundo os resultados do grupo de pesquisa espanhol 

(CORRALES et al., 2014), a MEL foi capaz de aumentar a quantidade 

de celulas positivas para os imunomarcadores de neurogênese 

doublecortina e Ki-67 no cérebro de camundongos Ts65Dn adultos. 

Uma justificativa para que o tratamento pré e pós-natal (jovens) com 

MEL não tenha modificado os marcadores de neurogênese analisados, 

seria o processo de dano oxidativo nas etapas iniciais da vida ainda não 

terem sido causado, e que, com a idade, o processo de EO tenha causado 

efeito de cronicidade, apenas se verificando mudanças em etapas 

adultas. 

Rennie e colaboradores (2009) verificaram que a suplementação 

com MEL aumentou significativamente o número de neurônios 

imunorreativos para doublecortina no giro denteado, proteína expressa 

em neurônios recém-nascidos, após pinealectomia. Ramírez-Rodrígues e 

colaboradores (2012) verificaram que a  MEL exógena promoveu a 

sobrevivência de novas células no giro denteado (> 50%) após 3,6 e 9 

meses de tratamento. Além disso, a MEL aumentou o número de células 

marcadas com doublecortina após 6 e 9 meses de tratamento (> 150%), 

o que indicaria que a MEL também modula o processo neurogênico no 

hipocampo durante o envelhecimento normal em ratos. 

Por fim, são necessários estudos mais detalhados para melhor 

avaliar os efeitos da MEL na SD e provavelmente sobre o 

envelhecimento, podendo assim elucidar melhor o papel dessa 

substância frente aos processos bioquímicos e comportamentais da SD, 

bem como seu possível efeito anti-envelhecimento proposto. 
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4.5. CONCLUSÃO 

 

 

 A administração de MEL durante as fases pré e pós-natal 

diminuiu a peroxidação lipídica no hipocampo dos animais TS, 

assim como diminuiu a atividade da SOD e CAT no córtex 

desses animais. No entanto, o tratamento não diminuiu as 

concentrações elevadas de PC no córtex. Além disso, a MEL 

administrada durante as fases pré e pós-natais não aumentou a 

atividade da GR nos animais TS jovens, que por sua vez, 

poderia afetar o sistema antioxidante glutationa durante este 

período. 

 Os efeitos de melhoria cognitiva da MEL descritas por Corrales 

e colaboradores (2014), em animais TS, poderiam ser devido à 

sua propriedade antioxidante, apesar de que no cérebro dos 

animais TS adultos, a MEL não parece ter efeitos benéficos 

pela regulação da atividade das enzimas antioxidantes. Os 

efeitos de aumento cognitivo poderia ser devido à sua ação 

como um captador de RL, pois o tratamento com este composto 

durante a vida adulta atenuou o dano oxidativo (TBARS e PC) 

no hipocampo dos animais TS. 

 A administração de MEL durante as fases pré e pós-natal não 

modificou os marcadores de neurogênese analisados. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Apesar da polêmica discussão sobre os benefícios da 

intervenção antioxidante para o tratamento de várias doenças 

crônicas, propomos que a terapia antioxidante com vitaminas C 

e E, pode trazer benefícios clínicos para crianças com SD, ou 

pelo menos atenuar as condições neurodegenerativas associadas 

nesses pacientes. No entanto, mais estudos são necessários para 

esclarecer os possíveis benefícios neurológicos de tal 

suplementação.  

 Além disso, outros antioxidantes, como por exemplo a 

melatonina, poderiam enriquecer o arsenal de tal intervenção 

antioxidante, promovendo melhoria na qualidade de vida desses 

pacientes. 
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 6. PERPECTIVAS 

 

 Ampliação do presente estudo com um número maior de 

indivíduos e com várias faixas etárias; 

 A partir dos resultados de GSH (depleção) que se encontram em 

andamento, implementar a terapia com NAC durante o mesmo 

período (6 meses); 

 Determinar outros biomarcadores de dano lipídico mais 

sensíveis e específicos para determinação, como MDA por 

HPLC ou fluorescência;  

 Avaliação adicional de dano proteico, como por exemplo, 

determinação de diTirosina (diTyr), bem como avaliação de 

dano ao DNA, através da 8-OHdG.  

 Usar a técnica de FRAP, importante indicador genérico de EO, 

quando associado aos demais parâmetros analisados. 

 Implementar a terapia antioxidante associando a vitamina C 

e/ou E com melatonina; 

 Apesar das evidências recentes relacionadas com o grupo de 

pesquisa da UFSC voltado para a suplementação antioxidante 

em diferentes patologias (MAÇAO et al., 2007; FARIAS et al., 

2012; BUDNI et al., 2013), onde claramente fica demonstrado o 

benefício de seu uso, são ainda necessários mais estudos 

bioquímicos e clínicos acerca da suplementação antioxidante e 

suas implicações. 
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ANEXO A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E 

ESCLARECIDO APROVADO PELO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA COM SERES HUMANOS (CEPSH-UFSC) 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PROJETO: AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO ANTES E APÓS 
SUPLEMENTAÇÃO ANTIOXIDANTE EM CRIANÇAS COM SÍNDROME DE 

DOWN. 

Responsáveis: Danilo Wilhelm Filho, residente na Rodovia SC 405, 
435A, Fazenda Rio Tavares, Florianópolis. Telefone: 048-32374145. 

Eduardo Benedetti Parisotto, residente no município de São José – SC, 
Rua José Victor da Rosa, 94, Condomínio San Rafael, Bloco D, Apto 204. 
Telefone 048 88027013 

Estas informações estão sendo fornecidas para sua 
participação voluntária neste estudo, que tem como objetivo avaliar o 
estresse oxidativo e monitoramento do status antioxidante antes e 
após suplementação com vitaminas C, E e NAQ em crianças com 
Síndrome de Down (SD). 

Esta pesquisa tem como principal benefício monitorar os níveis 

de marcadores de estresse oxidativo o que irá ajudar a esclarecer os 

danos causados pela elevada produção de espécies reativas de oxigênio 

em pacientes com SD. Assim, com estes resultados podemos avaliar os 

benefícios da suplementação antioxidante frente ao desenvolvimento 

cognitivo e outros prejuízos relacionados aos danos oxidativos. 

Os pesquisadores, Danilo Wilhelm Filho e Eduardo Benedetti 
Parisotto farão avaliação cognitiva e inquérito alimentar dos paciente 
do presente estudo. Para avaliação do estresse oxidativo, será realizada 
uma coleta de sangue de 5 ml. 

Você tem a liberdade de querer que a criança/adolescente que 
se encontre sob sua responsabilidade participe desta pesquisa ou não, 
no caso de aceitação, poderá retirar seu consentimento a qualquer 
momento, sem nenhum prejuízo à continuidade de seu tratamento. 
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Não há despesas pessoais para o participante em qualquer etapa do 
estudo, não existindo também, compensação financeira relacionada à 
sua participação. Também não haverá dano de qualquer natureza 
causado diretamente pela pesquisa. Todos os dados coletados assim 
como os resultados desta pesquisa serão publicados e divulgados no 
meio científico sem qualquer identificação pessoal, mantendo sigilo e 
preservando a sua privacidade. 

Esse documento será assinado em 2 (duas) vias por ambas as partes, 
uma pelo pesquisador responsável e outra por você. 

 

Eu, ________________________________________________, 
acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações 
sobre o estudo citado, que li ou que foram lidas para mim. 

Eu discuti com a pesquisador Eduardo Benedetti Parisotto sobre a 
minha decisão de autorizar a criança/adolescente do qual sou 
responsável em participar deste estudo. Ficaram claros os propósitos do 
estudo, os procedimentos realizados, seus desconfortos e riscos, as 
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. 
Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que 
tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessário. 
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, 
sem penalidades ou prejuízos ou perda de qualquer benefício que eu 
possa ter adquirido. 

___________________________________________           
Data:___/___/___. 

                                      Assinatura do Paciente 

___________________________________________           
Data:___/___/___. 

                                    Assinatura dos Pesquisadores 
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ANEXO B – Aprovação do Comité de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos (CEPSH-UFSC) para o projeto. 

 

 

 



158 
 

 



159 
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