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RESUMO 

 

Mucopolissacaridose tipo I é uma doença de depósito lisossomal, onde há deficiência na 

expressão da enzima alfa-L-iduronidase, responsável pela degradação dos glicosaminoglicanos 

(GAGs) dermatan e heparan sulfato. Tal acúmulo é responsável por diversas alterações 

fisiopatológicas multisistêmicas, sendo manifestações cardíacas e vasculares as principais 

responsáveis pela redução da expectativa de vida e morte de indivíduos afetados por esta 

mutação. O fator de transformação beta (TGF-β), quando ativo pela via independente de Smad, 

é responsável por alterações patogênicas em diversos tecidos, sendo possivelmente o 

responsável pela dilatação da raiz aórtica em animais knockout para o gene IDUA. Animais 

MPS I foram tratados dos 2 aos 6 meses com losartana potássica, um inibidor de AT1R e o 

bloqueador beta adrenérgico propranolol. Análises realizadas por PCR em tempo real nos 

animais controle, MPS I não tratados (n=2), animais tratados com Losartan (n=3) e propranolol 

(n=2) não apresentaram alterações significativas na expressão de TGF-β no tecido aórtico. 

 

Palavras-chave: Mucopolissacaridose. Raiz aórtica. TGF-beta. PCR em tempo real. AT1R. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Mucopolysaccharidosis type I is a lysosomal deposit desease, in which there is deficiency in 

the alpha-L-iduronidase enzyme expression, responsible for the degradation of 

glycosaminoglycans (GAGs) dermatan and heparan sulfate. This buildup is responsible for 

various multisystem pathophysiological alterations, being cardiac and vascular manifestations 

the main ones responsible for the life and death expectancy reduction in the individuas affected 

by this mutation. The beta transformation fator (TGF-β) is responsible for pathogenic 

alterations in several tissues, possibly being the one responsible for the aortic root dilation in 

knockout animals for the IDUA gene. MPS I animals were treated from 2 to 6 months with 

potassic losartan, an AT1R inhibitor, and a beta-adrenergic blocker, propranolol. Real-time 

PCR analyzes on untreated control, MPS I (n=2), Losartan (n=3) and propranolol (n=2) treated 

animals showed no significant changes in TGF-β expression in the aortic tissue.  

 

Keywords: Mucopolysaccharidosis. Aortic root. TGF-beta. Real time PCR. AT1R. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 LISOSSOMOS E ERROS INATOS DO METABOLISMO 

 

Lisossomos são organelas intracelulares revestidas por membrana, os quais contêm um 

conjunto de enzimas responsáveis pelo catabolismo de diversos tipos de polímeros biológicos, 

como proteínas, ácidos nucléicos, lipídios e carboidratos. Os lisossomos atuam como um 

sistema de digestão celular, degradando os componentes celulares e partículas extracelulares 

internalizadas.  

Todas as enzimas lisossomais são hidrolases, atuando em um pH ácido, diferente de 

grande maioria das demais enzimas celulares, onde estas atuam em um pH de 7,2. Esta diferença 

de pH é formada a partir da ação de uma bomba vacuolar de prótons presente na membrana 

lisossomal, fazendo com que prótons sejam bombeados para o lúmen do lisossomo, formando 

um gradiente de pH (ISHIDA, Y. et al. 2013). A diferença entre o pH ótimo de atividade das 

enzimas lisossomais e o pH citosol atua como forma de proteção, impedindo que ocorra 

degradação das demais organelas citoplasmáticas, uma vez que tais enzimas não apresentariam 

atividade no pH celular. 

Genes responsáveis pela codificação de proteínas lisossomais, assim como diversos 

outros genes, podem ser afetados por mutações que alteram a expressão ou funcionamento 

protéico, alterando a função ou expressão de uma determinada proteína. Tais mutações podem 

ser decorrentes de diversos fatores, como exposições virais e fatores ambientais, causando 

alterações do genoma, podendo resultar em uma doença hereditária (Genetic Alliance, 2009). 

Modificações estruturais ou de expressão decorrentes de uma alteração no genoma 

podem resultar na diminuição ou perda de atividade enzimática, causando um acumulo crônico 

de um determinado substrato, causando também o bloqueio de uma via catabólica, impedindo 

a formação dos substratos das enzimas subsequentes (Figura 1). 
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Figura 1- Fisiopatologia geral dos erros inatos do metabolismo, Egom & Hafeez 2016

 

Fonte: EGOM, E.; HAFEEZ, H. Biochemistry of Statins, 2016 

 

Os erros metabólicos (EIM) são classificados de diversos modos, entretanto a mais 

utilizada, por apresentar uma melhor didática e maior aplicação clínica, é a classificação criada 

por Saudubray e Charpentier (SAUDUBRAY J.M, CHARPENTIER C, 1995). Esta divide os 

EIM em duas categorias, onde a segunda apresenta 3 grupos, por estes possuírem uma maior 

variabilidade em suas características fisiopatológicas e quadro clínico (Quadro 1).  

 

Quadro 1. Classificação clínica dos erros inatos do metabolismo 

Categoria 1 Envolvendo o sistema funcional 

Categoria 2  Afetando rotas metabólicas comuns 

Grupo 1 Defeitos na síntese e catabolismo de moléculas complexas  

Grupo 2 Defeitos do metabolismo intermediário 

Grupo 3 Deficiência na produção ou utilização de energia 

 

1.2 DISTÚRBIOS DE DEPÓSITO LISOSSOMAL 

 

Os distúrbios de depósito lisossomal (DDL) são um grupo de doenças de grande 

heterogeneidade, estes distúrbios são causados por defeitos que comprometem a função 

lisossomal. Grande maioria das DDL ocorrem pela deficiência de hidrolases lisossomais, 

entretanto estas também podem ocorrer devido à deficiência em proteínas transportadoras na 

membrana lisossomal ou de outra proteína sem atividade enzimática (PLATT, F. M. et al. 
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2012). Tais doenças fazem parte de um grupo de mais de 50 alterações genéticas que são 

herdadas de forma autossômica recessiva ou ligada ao X (RIGANTE, D. et al. 2017). 

As alterações nos genes codificantes de proteínas lisossomais são responsáveis pelos 

DDL. A mutação em tais genes causa uma metabolização e degradação anormal dos substratos 

dessas enzimas, prejudicando o transporte de lipídeos e metabólitos, causando um acúmulo 

progressivo de moléculas não degradadas no interior dos lisossomos. 

A natureza bioquímica das moléculas acumuladas no interior lisossomal afetam de 

forma diferente o estado celular, pois estas possuem uma função distinta nos processos 

celulares. Tais características são em grande parte as responsáveis pelas diferentes 

apresentações clínicas das DDL. A severidade de cada DDL irá variar de acordo o grau de 

alteração proteica resultante da alteração genética e quais são os tecidos afetados. Tais 

alterações resultam, de modo geral, em neurodegeneração, cardiomiopatias e 

hepatoesplenomegalia (STARETZ-CHACHAM et al. 2009).  

 

 

1.3 MUCOPOLISSACARIDOSES 

 

As Mucopolissacaridoses (MPS) são um grupo de doenças de depósito lissosomal 

causadas pela deficiência total ou parcial de enzimas responsáveis pela degradação de 

glicosaminoglicanos (GAGs). A degradação incompleta destes polissacarídeos causa um 

acúmulo progressivo nos lisossomos, sendo responsável por causar danos celulares, 

comprometimento de diversos órgão e uma redução na expectativa de vida (COUTINHO, M. 

F. et al. 2012). A deficiência enzimática em uma determinada MPS é caracterizada pelo 

aumento dos níveis de GAGs na urina, sangue e líquido cefalorraquidiano (KHAN, S.A. et al, 

2017). 

Atualmente as MPS são classificadas de acordo com a enzima afetada e o tipo específico 

de GAGs acumulados (Tabela 1), sendo a MPS I a mais estudada até o momento. Com exceção 

da MPS II, todas MPS são distúrbios herdados de forma autossômica recessiva, afetando de 

forma equivalente ambos os sexos. 

 

 

Tabela 1 - Classificação das mucopolissacaridoses, Adaptado de Neufeld e Muenzer (2001). 
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1.4  MUCOPOLISSACARIDOSE DO TIPO I 

 

A MPS I é uma doença autossômica recessiva causada por mutações no gene Idua, 

localizado no cromossomo 4p16.3 (UTTARILLI, A. et al. 2016), onde a alteração mais comum 

é a mutação non-sense p.Trp402Ter, possuindo uma frenquência de 1.47 a cada 100.000 

nascidos vivos, para MPS I. Esta mutação é uma das mais de 200 responsáveis pela alteração 

da expressão IDUA (POLETTO, E. et al. 2018), uma hidrolase lisossomal responsável pela 

degradação dos GAGs sulfato de dermatan (DS) e sulfato de heparan (HS). A deficiência na 

expressão de IDUA leva a um acúmulo crônico destes substratos, gerando uma quadro 

patológico multissistêmico e progressivo. 

 A MPS I possui um amplo espectro clínico, sendo classificada de acordo com a 

apresentação clínica em três principais síndromes. Este amplo espectro ocorre graças ao 

variabilidade na expressão de IDUA causado devido ao grande número de mutações genéticas 

responsáveis pela alteração na expressão deste gene. s a proteínas G como o Na forma grave da 

doença, conhecida como Síndrome de Hurler, pessoas afetadas apresentam manifestações 

 Tipo  Nome Enzima afetada GAG afetado 

MPS IH Hurler α-L-Iduronidase Dermatan sulfato, Heparan sulfato 

MPS IS Scheie α-L-Iduronidase Dermatan sulfato, Heparan sulfato 

MPS IH/S Hurler-Scheie α-L-Iduronidase Dermatan sulfato, Heparan sulfato 

MPS II 

(GRAVE) 
Hunter (grave) Iduronato sulfatase Dermatan sulfato, Heparan sulfato 

MPS II (LEVE) Hunter (leve) Iduronato sulfatase Dermatan sultato, Heparan sulfato 

MPS IIIA Sanfilippo A Heparan N-sulfatase Heparan sulfato 

MPS IIIB Sanfilippo B  α-N-Acetyl-glucosaminidase Heparan sulfato 

MPS IIIC Sanfilippo C  
Heparan-α-glucosaminide N-

acetiltransferase 
Heparan sultafo 

MPS IIID Sanfilippo D 
N-acetilglucosamina 6-

sulfatase 
Heparan sulfato 

MPS IVA Morquio A Galactose 6-sulfatase Keratan sulfato, condroitina-6-sulfato 

MPS IVB Morquio B β-Galactosidase Keratan sulfato 

MPS VI 
Moroteaux-

Lamy 

N-Acetylgalactosamine 4-

sulfatase  
Dermatan sultato 

MPS VII Sly β-Glucuronidase 
Dermatan sulfato, heparan sulfato, 

condroitina-4,6- sulfato 

MPS IX - Hialuronidase Ácido hialurônico 
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durante o primeiro ano de vida, como hérnia umbilical e infecções do trato respiratório superior, 

apresentando manifestações clínicas específicas após 1 ano de idade. O quadro clínico 

geralmente apresenta deformidades na região inferior da coluna, alterações ósseas (PARINI, R. 

et al, 2017), estenose das artérias coronárias e aórtica, hepatoesplenomegalia e 

comprometimento do sistema nervoso central, geralmente causando a morte na primeira década 

de vida.  

A síndrome de Scheie é a forma atenuada da MPS I. Os pacientes com Síndrome de 

Scheie geralmente possuem uma expectativa de vida normal e não apresentam alterações 

neurocognitivas. Já os indivíduos com Síndrome de Hurler-Scheie apresentam um fenótipo 

intermediário entre as síndromes de Hurler e Scheie (BRAUNLIN, E. et al. 2011). 

Entretanto, o gene responsável pela IDUA possui um grande número de mutações 

alélicas, onde cada combinação atua de forma diferente na expressão protéica. Isso faz com que 

a doença apresente um espectro clínico contínuo, fazendo com que haja indivíduos que não se 

encaixem em uma determinada síndrome (CHKIOUA, L. et al. 2011).  

Os diferentes fenótipos são indistinguíveis bioquimicamente por exames de rotina, pois 

todos apresentam um aumento nos níveis de sulfato de dermatan e heparan sulfato na urina e 

diminuição ou ausência da atividade de IDUA. (CLARKE L.A., 2016). Por não ser aparente 

durante o primeiro ano de vida e pela grande heterogeneidade de sintomas a MPS I geralmente 

não é diagnosticada de forma precoce, isso faz com que ocorra uma redução da eficácia dos 

tratamentos disponíveis. 

Os tratamentos atuais incluem a terapia de reposição enzimática (TRE) e o transplante 

de células tronco hematopoiéticas (TCTH). O tratamento por TRE é realizado com o uso 

intravenoso de IDUA, expressa de forma recombinante à partir de células de hamster chinês, 

onde é realizada reposição periódica. Esta forma de terapia foi aprovada em 2005 no Brasil, 

sendo esta a terapia de escolha para pacientes que apresentam uma fenótipo atenuado 

(GIUGLIANI, R. et al. 2010). Entretanto há estudos que buscam outras alternativas, como a 

microencapsulação de células recombinantes superexpressando, onde há uma redução 

significativa no acúmulo de GAGs tecidual(LIZZI LAGRANHA, V. et al. 2017). 

O tratamento por TCTH é realizado em pacientes mais graves nas quais geralmente há 

uma maior comprometimento neurológico. A taxa de sucesso depende de diversos fatores, 

como idade de adesão ao tratamento e comprometimento cardiopulmonar no momento do 

transplante. O TCTH aumenta a expectativa de vida, reduz o declínio cognitvo e 

hepatoesplenomegalia. Contudo o TCTH necessita de um doador compatível, podendo ocorrer 
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complicações graves de compatibilidade após o transplante, aumentanto em 20% o risco de 

mortalidade (COX-BRINKMAN, J. et al. 2006). 

Apesar dos tratamentos por TRE e TCTH apresentarem uma melhora significativa em 

sintomas como hepatoesplenomegalia e infecções da via respiratória superior, não há regressão 

ou queda na progressão de alguns dos sintomas cardiovasculares, ósseos e cerebrais 

(ALDENHOVEN, M. 2008) 

 

 

1.4.1 Manifestações cardiovasculares 

 

Indivíduos com MPS apresentam alterações multisistêmicas, entretanto alterações 

cardiovasculares em pessoas com MPS I, especialmente em casos de Síndrome de Hurler, 

apresentam modificações fisiopatológicas que contribuem para um aumento significativo na 

morbidade e mortalidade. Alterações cardiovasculares como espessamento dos folhetos e 

músculos papilares da válvula mitral, regurgitação da válvula aórtica, hipertrofia cardíaca 

(PALPANT, N. et al. 2011), dilatação da raíz aórtica (POSWAR, F. et al. 2019) e estenose da 

artéria coronária (BRAUNLIN, E. et al. 2011) pelo depósito de GAGs na túnica intima são 

comuns. 

 

 

1.5 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E TGF-Β 

 

O sistema renina-angiotensina (RAS) é responsável pela regulação da pressão 

sanguínea. A angiotensina II atua principalmente através da interação com os receptores 

associados a proteínas G, como o receptor angiotensina tipo I (AT1R) (HABASHI, J.P. et al. 

2011). Nesse cenário, a ativação de AT1R é responsável pela ativação de diversas vias 

envolvidas na secreção de citocinas e no aumento da expressão de metaloproteinase de matriz 

(NAGASAWA, A. et al. 2013) e na contração da musculatura lisa dos vasos sanguíneos 

periféricos, aumentando a pressão arterial. Acredita-se que o aumento da atividade de RAS 

pode estar relacionado com o aumento da expressão de TGF- no coração e arco aórtico, sendo 

a responsável pela dilatação do miocárdio, raiz aórtica e espessamento das válvulas cardíacas 

(FIELITZ, J. et al. 2001).  

O TGF-β faz parte de uma família de citocinas envolvidas no desenvolvimento 

embrionário, homeostase tecidual e o desenvolvimento de características patofisiológicas, 
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como alteração na proliferação e diferenciação celular, apoptose, apoptose e remodelamento da 

matriz extracelular (ZHANG, Y. et al. 2017).  

A ativação de TGF-β pode ser realizado por sua canônica (clássica) ou pela via não 

canônica (alternativa). A ativação da via clássica ocorre pela ligação de TGF-β com os 

receptores de TGF 1 e 2, formando um heterodímero. Este é o responsável pela formação de 

um completo entre a Smad 1, 2 e 4, causando fosforilação dos fatores de transcrição Smad, 

responsáveis pela regulação da expressão gênica após sua translocação para o núcleo, sendo 

estas responsáveis pela transdução do sinal para os receptores do fator de ativação de transcrição 

(ATF2) e elementos obrigatórios de Smad (SBE). A via independente de Smad, não canônica, 

ocorre pela ativação direta de cinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs), sendo um de 

seus alvos a TGF-β ativada por cinase (TAK1) (figura 2), tendo esta, possivelmente, um papel 

no desenvolvimento das características patológicas do músculo cardíaco (WATKINS, S. J. et 

al. 2012). 

 

Figura 2 – Vias de sinalização dependente e não dependente de Smad. 

 

Fonte: adaptado de YU, C.; JEREMY, R. W. Angiotensin, transforming growth factor β and aortic dilatation in 

Marfan syndrome: Of mice and humans,2018. 
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Losartan, um pró- fármaco metabolizado pelo fígado, gera dois metabólitos, EXP3174 

e EXP3179, sendo o primeiro destes o responsável pelo bloqueio do receptor AT1, sendo o 

responsável pela atividade anti-hipertensiva deste fármaco. Trabalhos prévios tem demostrado 

que o tratamento com Losartan, é responsável pela melhora da função cardíaca e redução da 

dilatação da raiz aórtica no modelo animal de MPS I (GONZALEZ, E.A. et al.2017; OSBORN. 

M.J. et al. 2017). Enquanto o tratamento com propranolol apresentou melhora da função 

cardíaca, não reduzindo a dilatação aórtica (GONZALEZ, E.A. et al. 2017). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Os problemas cardiovasculares são comuns em pacientes com MPS. No entanto, as 

alterações cardiovasculares observadas na MPS I mostram, de uma forma geral, maior 

morbidade em relação com os demais tipos de MPS (BRAUNLIN, E. et al, 2011).  A autópsia 

de portadores de MPS I que morreram devido complicações cardiovasculares mostrou que há 

alterações fisiopatológicas significativas das válvulas cardíacas e arteriais (YANO, S. et al, 

2013).  

Além das alterações patológicas no músculo cardíaco, os pacientes com MPS I 

apresentam uma dilatação significativa da raiz aórtica causada geralmente pela degeneração e 

migração de células da túnica média para a túnica intima e pelo rompimento das fibras elásticas, 

presentes principalmente na túnica média, podendo resultar na formação de um aneurisma (MA, 

X. et al. 2008). 

Embora os mecanismos responsáveis pelas alterações cardiovasculares em MPS I ainda 

não tenham sido totalmente elucidados, sabe-se que diferentes fatores neuro-hormonais, como 

a angiotensina II e β-arrestina estão envolvidos na ativação e dessensibilização dos receptores 

de membrana acoplado à proteína G, sendo estes responsáveis pelo remodelamento cardíaco 

patológico (XU, J. et al. 2010). 

O músculo cardíaco de pacientes portadores de MPS tem mostrado um aumento 

significativo na expressão da via de TFG-β, podendo ser este um dos responsáveis pelas 

alterações cardiovasculares o que resulta no aumento da morbidade e mortalidade de tais 

indivíduos (BRAUNLIN, E. et al. 2011). Entretanto, ainda não se sabe se há alteração na 

expressão gênica de TFG-β no tecido aórtico, onde há também mudanças fisiopatológicas 

relacionadas a morbidade e mortalidade de indivíduos com MPS I. 
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Estudos realizados com animais modelo para MPS-I tratados com Losartan mostraram uma 

redução significativa do diâmetro do arco aórtico em relação a animais não tratados e uma 

melhora da função cardíaca em relação aos animais controle (GONZALEZ, E.A. 2017).  

Este estudo pretende avaliar se há alteração na expressão de TGF-β em animais knockout 

para Idua e se há redução da ativação de TGF-β em animais MPS I tratados com Losartan e 

propranolol.  

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar se há alteração na expressão de TGF-β na raiz da aorta de animais MPS I tratados e 

não tratados com Losartan® e propranolol. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

- Tratar animais MPS I com Losartan e Propanolol dos 2 até os 6 meses de idade.  

- Análisar a expressão de TGF-β na aorta de animais normais, MPS I não tratados e MPS I 

tratados com Losartan e Propanolol. 
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4. TRABALHO EXPERIMENTAL EM FORMA DE ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Título: Análise da expressão de tgf-β da raiz da aorta em modelo murino de MPS I tratados 

com losartan e propranolol 

 

Periódico: Cardiovascular Research, normas disponíveis em Anexo I 
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Resumo 

Mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é uma doença de depósito lisossomal, onde há o 

acúmulo de glicosaminoglicanos (GAGs) dermatan e heparan sulfato devido a mutações no 

gene Idua, que codifica a enzima lisossômica alfa-L-iduronidase (IDUA). Indivíduos com MPS 

I apresentam alterações cardíacas e vasculares, sendo estas as principais responsáveis pela 

redução da expectativa de vida dos pacientes afetados. O TGF-β, quando ativo pela via 

independente de Smad, é responsável por modificações patológicas em diversos tecidos, sendo 

possivelmente o responsável pela alteração no diâmetro aórtico em animais knockout para o 

gene Idua. Neste estudo, animais MPS I foram tratados dos 2 aos 6 meses utilizando-se 

losartana potássica, um inibidor do receptor AT1R, e propranolol, um bloqueador beta-

adrenérgico. Análises realizadas por PCR em tempo real nos animais controle, MPS I não 

tratados (n=2), animais tratados com Losartan (n=3) e propranolol (n=2) não apresentaram 

alterações significativas na expressão de TGF-β no tecido aórtico. 

 

 

1. Introdução 

 

A MPS I é uma doença de depósito lisossomal causada pela deficiência da enzima 

IDUA, o que leva a um acúmulo intracelular de heparan sulfato (HS) e dermatan sulfato (DS) 

parcialmente degradados [5]. Pacientes com essa doença apresentam problemas 

cardiovasculares com alterações fisiopatológicas como hipertrofia cardíaca, espessamento das 

válvulas cardíacas e dilatação da raiz aórtica. Os mecanismos responsáveis por essas alterações 

ainda não está completamente esclarecido, entretanto se sabe que há um aumento na expressão 

de TGF-β no coração de pacientes portadores de MPS I [13]. 

Esse aumento da expressão de TGF-β pode estar relacionada à dilatação da raiz aórtica 

em indivíduos com MPS I devido a uma alteração da sinalização por Angiotensina II (AT2). 

Esta sinalização na parede dos vasos sanguíneos é responsável pelo estímulo proliferativo das 

células do musculo liso vascular e fibrose da parede vascular [9], o que nos indivíduos com 

MPS pode gerar uma diferente resposta celular, com maior presença de células derivadas da 

crista neural e do mesoderma, gerando uma predisposição à dilatação da raiz aórtica [8].  

Losartan atua como um antagonista do receptor AT1R, um dos receptores do sistema renina-
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angiotensina. A ativação deste receptor causa o aumento da expressão de metaloproteinases de 

matriz e secreção de citocinas [7]. O uso deste antagonista em animais knockout para Idua 

mostrou uma melhora das funções cardíacas [12] e uma redução significativa do diâmetro do 

arco aórtico em relação aos animais não tratados [6]. Porém o tratamento com propranolol, um 

anti-hipertensivo competitivo que atua como um bloqueador beta-adrenérgico, também levou a 

uma melhora da função cardíaca, contudo sem reduzir a dilatação aórtica [6] 

Já que apenas Losartan teve efeito sobre o diâmetro da aorta, as vias bloqueadas por 

estes fármacos devem ser diferentes. AT1 ativa TGF-β, portanto o bloqueio de AT1 com 

Losartan reduziria TGF-β. Assim, a análise da expressão de TGF-β em animais tratados com 

um anti-hipertensivo que não atue através do bloqueio de AT1, como propranolol, pode auxiliar 

a desvendar os mecanimos associados a seus efeitos sobre a função cardíaca de pacientes com 

MPS I, uma vez que ambos atuam através do bloqueio de receptores de membrana acoplados à 

proteína G [4]. 

 

 

2. Materiais e métodos 

 

2.1 Animais  

Os camundongos normais (Idua+/+) e MPS I (Idua-/-) foram doados pela Dr Elizabeth 

Neufeld, UCLA. Após o genotipagem os animais foram divididos em grupos a seguir: 

  

1) Grupo Normal: Camundongos Idua+/- machos em tratamento (n=6). 

2) Grupo MPS I: Camundongos Idua-/- machos sem tratamento (n=6). 

3) Grupo MPS I + Losartan: Camundongos Idua-/- machos tratados com o Losartan 0,6g/L na 

água de beber a partir dos 2 meses de idade (n=5). 

4) Grupo MPS I + Propranolol: Camundongos Idua-/- machos tratados com o propranolol 0,5g/L 

na água de beber a partir dos 2 meses de idade (n=4). 

  

2.2 Tratamento 

 

O tratamento com Losartana potássica (50mg/comprimido) foi realizado a partir da 

dissolução dos comprimidos à uma concentração de 0,6 g/L em água de beber dos animais, 

tendo início quando os animais apresentavam dois meses de idade. Tratamento com propranolol 
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(40mg/comprimido) foi realizado em uma concentração de 0,5 g/L em água de beber dos 

animais, tendo início aos dois meses. 

O uso de animais neste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre, projeto 17-0590, utilizando-se o seguinte número de animais machos para o 

estudo: 6 animais controle, 6 animais MPS I, 5 animais para tratamento com Losartan, 4 animais 

para tratamento com propranolol. 

 

2.3 Coleta do tecido da raiz aórtica  

 

Eutanásia foi realizada aos 6 meses em todos os animais, a partir da administração de 

uma sobredose do anestésico inalatório isoflurano. 

A coleta do tecido foi realizada imediatamente após a eutanásia dos animais, sendo 

realizado com o auxílio de uma lupacom subsequente armazenamento dos tecididos em freezer– 

80 ºC.  

 

2.4 Extração de RNA  

 

2.4.1 Preparo da amostra 

 

Todos tecidos foram previamente pesados, apresentando peso entre 0,1 e 4,5 mg. As 

amostras foram homogeneizadas em gelo, utilizando-se 250 µL de TRIzol™, um reagente 

disponibilizado pela Thermo Fisher Scientific®, usado para isolamento de DNA, RNA e 

proteínas. 

 As amostras foram maceradas com auxílio de um homogeneizador manual para 

microtubos, sendo posteriormente encubados em temperatura ambiente por um período de 5 

minutos. 

Após este período foram adicionados 50 µL de clorofórmio, facilitando a separação de 

fases pela desnaturação proteica, e incubada por dois minutos a temperatura ambiente. A 

amostra foi então centrifugada por 15 minutos à 12.000 g, formando uma mistura trifásica. 

 

2.4.2 Isolamento do RNA 
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A precipitação do RNA foi feita à partir da transferência da fração superficial da mistura 

para um novo microtubo, adicionando-se 0,125 mL de isopropanol e incubando-se à 

temperatura ambiente por 10 minutos. 

A amostra foi, então, centrifugada por 10 minutos a 12.000 g, formando um pellet de 

aspecto gelatinoso, sobrenadante foi removido com o uso de uma pipeta, removendo o líquido 

a partir da face oposta ao pellet. O pellet contendo RNA foi ressuspendido em etanol 75 %, foi 

adicionado 1µL de glicogênio visando aumentar a quantidade de RNA precipitado, após 

ressuspensão foi realizada centrifugação por 15 minutos à 12.000 RPM, utilizando-se uma 

pipeta, o álcool foi removido e seco durante 10 minutos. O RNA foi ressuspentido em água 

livre de nucleases armazenado em -80 º C. 

Para confirmação da integridade do RNA isolado, foi realizado uma eletroforese em gel 

de agarose 1.5% utilizando-se Sybr Gold™ (Thermo Fisher Scientific®), 1 µL de RNA foi 

homogeneizado com 1 µL de Syber, eletroforese foi realizada durante um período de 20 

minutos a 20 Volts. 

Para verificação da concentração e pureza do RNA extraído do tecido aórtico foi 

realizada uma análise com NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific®), amostras de alta pureza 

possuem uma razão A260/A280 de aproximadamente 2.0.  

 

2.4.3 Conversão a cDNA 

 

Após o isolamento do RNA, as amostras foram tratadas com DNAse I (Thermo Fisher 

Scientific®), remover uma possível contaminação das amostras com DNA. O tratamento foi 

realizado de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. 

Para transcrição reversa de RNA em cDNA foi utilizado High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific®), de acordo com as instruções do fabricante. As 

reações foram realizadas no volume final de 20 µL, utilizando-se as soluções e instruções 

fornecidas pelo fabricante, utilizando o termociclador Veriti™ (Thermo Fisher Scientific®). 

 

2.4 PCR em tempo real 

 

Ensaio foi realizado em uma placa de 96 poços, utilizando-se PowerUp™ SYBR™ 

Green Master Mix de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando-se a cliclagem descrita 

na tabela 2 e primers descritos na tabela 3. A reação foi preparada com 5 µL 2x SYBR Green 

Master Mix, 1 µL 200 µM de cada primer e 3 µL de amostra ou água ultrapura tratada com 
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DEPC, sendo realizadas em duplicatas no equipamento QuantStudio 3™ (Thermo Fisher 

Scientific®), para temperatura de anelamento acima de 60 ºC, de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 

Tabela 2 - Ciclagem utilizada durante ensário por PCR em tempo real 

 

Passo Temperatura Tempo Ciclo 

Ativação de UDG 50ºC 2 minutos Manter 

Dual-Lock™ DNA 

polimerase 
95 ºC 2 minutos Manter 

Desnaturação 95 ºC 15 segundos 

40 
Anelamento/Extensão 60 ºC 1 minuto 

 

 

A eficiência dos primers se apresentou em aproximadamente 95%, o teste foi realizado 

a partir da diluição seriada de uma amostra de cDNA de coração de um animal controle, onde 

foram realizadas diluições seriadas da amostra, com intuito de determinar a eficiência de 

amplificação dos primers utilizados. 

Tabela 3 - Primers utilizados para PCR quantitativo 

 

Primers Sequência 

Gapdh forward 5`-CCCATCACCATCTTCCAGG-3` 

Gapdh reverse 5`-GAGATGATGACCCTTTTGGC-3` 

TGF-β forward 5`-GGACCTGGGTTGGAAGTGGAT-3` 

TGF-β reverse 5`-TGTGTCCAGGCTCCAAATATAGG-3` 

 

A quantificação relativa foi obtida a partir de 2- ΔΔct, onde foi utilizada a média entre os 

diferentes grupos, sendo calculado conforme as equações a seguir. 

 

𝑀é𝑑𝑖𝑎  𝐶𝑡 =
∑ 𝐶𝑡 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜

𝑁 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜
 

∆ 𝐶𝑡 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠 = 𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑢𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑡𝑎 𝐶𝑡 𝑡𝑔𝑓𝛽 − 𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑢𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑡𝑎 𝐶𝑡 𝑔𝑎𝑝𝑑ℎ  

∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 − ∆𝐶𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = 2−∆∆𝑐𝑡 
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2.5 Análises estatísticas 

 

Os resultados de fold-change (2^-ΔΔCt) foram analisados utilizando-se Anova com 

teste de Tukey, para p≥0,05. 

 

3. Resultados 

 

3.1 Eletroforese 

 

Eletroforese mostrou que amostras com um menor peso tecidual ou que apresentaram 

menores valores durante a quantificação por NanoDrop™ apresentaram bandas menos 

evidentes quando comparadas com amostras que apresentaram com uma maior quantidade de 

tecido e concentração de RNA, houveram também amostras que apresentaram degradação de 

RNA. 

 

3.2 Quantifcação de RNA por NanoDrop™. 

 

Os dados obtidos à partir da quantificação de RNA foram utilizados para realizar 

conversão de RNA em cDNA, as amostras foram diluídas em um volume final de 10 µL, 

utilizando-se 1 ng de RNA para normalização da conversão de cDNA. 

Diversas amostras presentaram uma razão 260/280 inferior à 2, indicando que a 

presença de proteínas ou outros contaminantes que possuam uma absorbância próxima à 280 

nm. Os valores de 260/230 também se apresentaram baixos, indicando a presença de 

contaminantes que possuem um absorbância próxima à 230. O reagente TRIzol™, assim 

como glicogênio utilizados durante a extração e purificação de RNA apresentam absorbância 

próximas de 230, podendo ser contaminantes. 

 

Tabela 4 - Resultados da quantificação de RNA por NanoDrop™. 

 

Normais ng RNA /ul 260/280 260/230 
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37,05 

29,38 

39,28 

11,43 

33,39 

40,34 

1,85 

1,77 

2,04 

1,71 

1,58 

1,8 

1,23 

1,38 

0,17 

0,12 

1,42 

1,09 

MPS I 

127,99 

91,45 

154,57 

126,18 

39,5 

198,97 

1,97 

2,03 

2,01 

1,73 

1,92 

1,78 

0,49 

0,28 

0,47 

0,7 

0,21 

1,31 

Losartan 

25,83 

130,83 

115,91 

91,47 

72,27 

1,71 

1,9 

1,79 

1,73 

1,67 

1,09 

1,85 

1,55 

0,94 

0,82 

Propranolol 

54,45 

169,72 

66,06 

21,4 

1,68 

1,83 

1,69 

1,69 

0,49 

1,18 

0,62 

0,12 

 

 

3.3 Análise da expressão de TGF-β por PCR em tempo real. 

 

Os valores de ΔCt (tabela 5) foram calculados à partir das médias das duplicadas dos 

valores de Ct para TGF-β obtidas durante a quantificação por PCR em tempo real, normalizando 

a expressão de TGF-β em relação ao gene housekeeping GAPDH, entretanto duas amostras do 

grupo MPS I não apresentaram amplificação. 

 

Tabela 5 - Valores médio das duplicatas, obtidos à partir do ensaio realizado por PCR em tempo real 

 

Grupo Média Ct - TGFB Média Ct - GAPDH ΔCt 

Controle 

28,6181 20,5571 8,0610 

28,1473 21,1380 7,0093 

27,6089 21,0460 6,5628 

30,8331 25,4564 5,3766 

29,5565 23,1310 6,4255 
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33,6167 35,6520 -2,0353 

MPS I 

28,8381 27,4264 1,4117 

27,1171 21,7781 5,3389 

29,9331 30,0033 -0,0702 

25,6380 19,7681 5,8699 

32,9505 - - 

31,9467 - - 

Losartan 

27,3827 21,0749 6,3078 

25,9306 19,6071 6,3235 

30,0884 25,2677 4,8208 

28,5491 29,2780 -0,7288 

30,5403 30,3053 0,2350 

Propranolol 

32,4490 32,0941 0,3549 

25,5479 19,7132 5,8347 

30,3067 28,9284 1,3783 

31,8137 25,3788 6,4349 

 

Foi realizada a exclusão das amostras que apresentavam valores médios de GAPDH 

acima de 25,5. Isto foi feito para evitar análises de amostras onde haveria possíveis 

amplificaçãoes inespecíficas e formação de dímeros de primers. Reduzindo o número de 

amostras de animais controle (n=5), MPS I (n=2), tratados com Losartan (n=3) e propranolol 

(n=2).  

 

Tabela 6 -  Resultado da expressão de TGF-β em relação à expressão em animais controle. 

Grupos Controle MPS I Losartan Propranolol 

GAPDH 22,26 20,8 22 22,55 

TGF-β 29 26,35 27,8 28,65 

ΔCt 6,74 5,55 5,8 6,1 

ΔΔCt 1 -1,19 -0,94 -0,64 

2^-ΔΔCt 1 2,28 1,91 1,55 

 

 

Figura 3: Resultado da quantificação relativa da expressão de TGF-β 
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 Após análise estatística de anova com teste de tukey (p≥0,05), resultados obtidos do 

tecido da raiz aórtica indica que não há diferença estatística entre nenhum dos grupos.  

 

5. Discussão 

 

Assim como grande maioria dos EIM, MPS I apresenta uma grande variabilidade na 

apresentação e progressão de seu quadro clínico, onde a severidade pode estar relacionada com 

os alelos apresentados em cada indivíduo e consequentemente responsável pela alteração na 

expressão de IDUA.  

Indivíduos com MPS apresentam diversas alterações cardiovasculares responsáveis pela 

redução da qualidade e expectativa de vida [3].  MPS I tem sido alvo de diversos estudos que 

buscam alterantivas para o tratamento das alterações fisiopatológicas relacionadas ao sistema 

cardiovascular. Além das alterações cardíacas, pessoas com MPS I apresentam 

hepatoesplenomegalia, alterações no tecido cartilaginoso, ósseo, cerebrais e dilatação no tecido 

aórtico, levando ao aumento da mortalidade em indivíduos afetados [2]. Os tratamentos 

disponíveis atualmente, apesar de impedirem a progressão de alguns aspectos clínicos não 

apresentam uma melhora nas alterações cardiovasculares [1]. 

O aumento da expressão de TGF-β pode estar relacionado com tal alteração, sendo 

responsável pela degeneração e migração de células para a túnica média e rompimento de fibras 

de elastina [11], causando uma predisposição à dilatação aórtica [8]. 

A análise da expressão de TGF-β foi realizada a partir da quantificação relativa, onde é 

avaliado a relação do Ct obtido a partir da amplificação de TGF-β em relação à amplificação 

do gene GAPDH, responsável pela síntese de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, uma 

1
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1,55
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enzima essencial para o metabolismo da glicose. GAPDH é comumente utilizado como gene 

housekeeping para normalização da análise de expressão gênica, pois é expressa de forma 

constitutiva [10] 

Os resultados obtidos à partir da análise mostraram que a expressão de TGF-β não 

apresentou alterações significativas entre os os animais MPS I, tratados com Losartan e 

propranolol, em relação aos animais do grupo controle 

O receptor AT1 é responsável pela regulação da expressão de ligantes, receptores e 

ativadores de TGF-β [8]. O bloqueio deste receptor com faz com que haja o bloqueio da 

expressão de TGF-β pela via dependente de AT1R em animais MPS I tratados. O uso de 

Losartan se mostrou capaz de melhorar a função cardíaca e reduzir a dilatação do arco aórtico 

em animais tratados [6], entretanto a expressão de TGF-β não apresentou alterações 

significativas no tecido aórtico de animais MPS I, tratados com Losartan e propranolol, 

indicando TGF-β não é responsável pelas alterações fisiopatológicas no tecido aórtico de 

animais MPS I. 

 Entretanto, durante o desenvolvimento deste estudo algumas das análises de amostras 

de tecido aórtico de animais MPS I e MPS I tratados com Losartan ou propranolol tiveram que 

ser excluídas dos resultados, pois apresentaram valores de Ct acima de 25,5, o que pode indicar 

uma má qualidade do RNA. A variação dos valores de ΔCt de GAPDH apresentaram uma 

grande variação, isto pode ter sido causado pela utilização de uma baixa quantidade inicial de 

RNA, devido o pequeno peso inical das amostras coletadas para análise. Também foi observado 

através de eletroforese que houveram amostras que apresentavam baixa fluorescência e uma 

possível degradação de RNA, interferindo na análise da expressão gênica de TGF-β.  Isto fez 

com que o número final de animais por grupo fosse reduzido, podendo afetar a análise 

comparativa da expressão gênica de TGF-β. 
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Diante do exposto, após a realização das análises de quantificação relativa da expressão 

de TGF-β no tecido aórtico de animais MPS I, tratados com Losartan e propranolol observou-

se que não há alterações significativas na expressão de TGF-β entre os grupos. Assim é possível 

inferir que o TGF-β não está diretamente relacionado com o aumento do diâmetro da raiz aórtica 

em animais MPS I. Entretanto, devido à redução do número de amostras durante a análise da 

expressão de gênica de TGF-β, estudos com um número amostral maior deverão ser realizados 

para confirmar estes resultados.  
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Authors should note that as part of the manuscript handling process, all western blots are 

scrutinised by a technical editor to identify misleading or fraudulent image rendering. 

 

2.4.4 Clinical trials and epidemiology studies 

 

The Journal adheres to the CONSORT guidelines for reporting randomised clinical trials and 

STROBE guidelines for reporting observational studies, as outlined by the EQUATOR 

network. 

 

All clinical trial manuscripts should include the relevant CONSORT or STROBE checklist and 
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2.4.5 Nomenclature 
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guidelines can be found on the HGNC website. 
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3. Review process 

 

Upon submission, the Editorial Office checks every manuscript for compliance with the 

instructions to authors and for originality using anti-plagiarism software. The Journal 

encourages authors to print this document and read it carefully to avoid any delays in processing 

their manuscript. The Editorial Office will return manuscripts that do not adhere to journal 
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unsuitable or of low priority within five working days. 

 

A handling editor is selected from our international group of Cardiovascular Research Editors; 

based on expertise relevant to the manuscript. Normally, the handling editor chooses three 

reviewers to evaluate manuscripts. Reviewers have 12 days to give a detailed evaluation of the 
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4. Manuscript submission 
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letter. 
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authors will show an application of this method that adds novel insights to the field. 

 

Original Articles 

Word limit: 9,000 words, including the abstract, manuscript text, references, and figure legends. 

 

Original Articles can include up to seven figures. 
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perspective, is required for Original Articles. This section should be included with the Abstract 

 

Fast-track Original Articles 

Word limit and format is the same as an Original Article described above; however, fast-track 

manuscripts must not exceed more than three A4 pages of supplementary data. 

 

For Fast-track Original Articles, the handling editor will invite two expert reviewers from the 

Journal's fast-track database to review your manuscript in seven days. The reviewers will be 

requested to only give major comments relating to the to the necessary experimental proof that 
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Following the completion of the review process, the handling editor will indicate three to four 
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considered as a Fast-track Original Article, please select “Fast-track Original Article”. Please 
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Reviews 

Most Review articles are by invitation; however, the Journal welcomes unsolicited review 

articles. The Editorial team will judge suitability of such manuscripts on timeliness and their 

value to the current field of knowledge, as well as the authors' original contributions to the field 

The Editorial team particularly encourage the submission of systematic reviews and meta-

analyses; these must adhere to the PRISMA guidelines. 

 

Word limit: 12,000 words, including the abstract, manuscript text, references, and figure 

legends and can include up to seven figures. 
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Review articles must have a short, unstructured abstract (>250 words) and can include up to 

seven figures. 

 

Research Letters 

The Journal welcomes authors to submit original investigations of a focussed nature that are 

particularly novel as a Research Letter. 

 

Word limit: 1000 words, including the manuscript text, references and figure legend 

 

Research Letters do not contain an abstract or supplemental material and can include up to: 

 

One figure (in no more than 2 panels) OR one table 

Seven references. 

4.2 Services for our invited authors and working groups 

 

The Journal offers professional illustration support, proofreading and language editing Free Of 

Charge for invited articles. Please let the Editorial Office know if you want to make use of these 

services. 

 

4.3 Manuscript preparation 

 

Authors must format their manuscript as such: 

 

Line numbers 

Page numbers 

Numbered sub-headings 

The authors must keep abbreviations to a minimum and they must not appear in the Abstract 

unless they are understood by non-expert readership. 

 

(i) Cover Letter. This first page of the manuscript submission file must contain: 

 

The manuscript title that must be informative, conveying a clear message on the major findings 

of the study and be no more than 120 characters in length including spaces. 
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A short title must also be provided that is no more than 50 characters 

The names of all authors including first name, department where the work was performed, all 

authors' affiliations, name of corresponding author with address, telephone number, fax and e-

mail. Current addresses of any authors who have moved since the work was finished must also 

be provided 

The category of the manuscript 

Total word count of the manuscript 

During online submission, the submitting author must provide the contact information of all 

authors. The Editorial Office will notify all co-authors about the submission via email. On 

acceptance of the work, the corresponding author will sign a copyright form on behalf of all 

authors. 

 

If there are more than 10 authors, a statement of the contribution of each to the study must be 

provided in the cover letter. The journal adheres to the principles for authorship according to 

ICMJE. 

 

The ICMJE recommends that authorship be based on the following 4 criteria: 

 

Substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition, analysis, 

or interpretation of data for the work; and 

Drafting the work or revising it critically for important intellectual content; and 

Final approval of the version to be published; and 

Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to 

the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved. 

In addition to being accountable for the parts of the work he or she has done, an author should 

be able to identify which co-authors are responsible for specific other parts of the work. In 

addition, authors should have confidence in the integrity of the contributions of their co-authors. 

 

(ii) Abstract.. The abstract must be 300 words or less and structured into the subsections 

"Aims," "Methods and Results" and "Conclusion(s)". Authors of Original and Review articles 

are required to submit a graphical abstract (schematic figure) as part of the article, in addition 

to the text abstract. The graphical abstract should clearly summarize the focus and findings of 

the article, and will be published as part of the article online and in PDF. The graphical abstract 

should be submitted for peer review as a separate file, selecting the appropriate file-type 



49 

 

designation in the journal’s online submission system. The file should be clearly named, e.g. 

graphical_abstract.tiff. See this page for guidance on appropriate file format and resolution for 

graphics. Please ensure graphical abstracts are in landscape format. 

 

(iii) Introduction. This section must clearly position the study with regard to current knowledge, 

provide a rationale for the current work, and state its expected contribution to the field. 

 

(iv) Methods.To reduce a lengthy methods section, experimental details (buffer compositions, 

primer sequences, etc.) may be included in a separate supplementary file for online publication. 

However, each method must be briefly described and appropriately referenced in the main 

article. 

 

The correct ethical statements and a description of the statistical analysis and adherence to the 

Journal guidelines must be included in the main article. 

 

(v) Results. For presentation of data, figures are preferred to tables. Extensive numerical data 

must appear in the legends to the figures rather than in the main body of text. The author must 

use SI units throughout. 

 

(vi) Discussion. This section must summarize and highlight the novel findings and position 

them with regard to current knowledge and future studies. Limitations must be acknowledged 

here. The editorial team encourages authors to include a schematic drawing that illustrates the 

new mechanistic insights of the study. The conclusions must provide a clear perspective to the 

findings. 

 

(vii) Funding. The author must give details of all funding sources for the work in question in a 

separate section entitled 'Funding'. The authors must follow these rules: 

 

The sentence must begin: ‘This work was supported by …’ 

The full official funding agency name must be given, i.e. ‘the National Cancer Institute at the 

National Institutes of Health’ or simply 'National Institutes of Health' not ‘NCI' (one of the 27 

sub-institutions) or 'NCI at NIH’ (full RIN-approved list of UK funding agencies). Grant 

numbers must be complete and accurate and provided in brackets as follows: ‘[grant number 

ABX CDXXXXXX]'. 
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Multiple grant numbers must be separated by a comma as follows: ‘[grant numbers ABX 

CDXXXXXX, EFX GHXXXXXX]’. 

Agencies must be separated by a semi-colon (plus ‘and’ before the last funding agency). 

Where individuals need to be specified for certain sources of funding the following text must 
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An example is given here: ‘This work was supported by the National Institutes of Health 
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CA098252 and CA118790 to R.B.S.R.].’ 
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