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Resumo

Mucopolissacaridoses (MPS) sdo erros inatos do metabolismo, fazem
parte das doencas lisossémicas de deposito e ocorrem devido a deficiéncia na
atividade de enzimas que catalisam a degradacdo de glicosaminoglicanos
(GAGSs). Séo doencas cronicas e progressivas causadas pelo acimulo de um
ou mais GAGs nos lisossomos das células. A MPS do tipo IV (sindrome de
Morquio) ocorre pelo acumulo de queratan sulfato e condoitin-6-sulfato,
causado pela deficiéncia de duas diferentes enzimas, que distinguem essa
MPS em dois subtipos, deficiéncia de N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (MPS
IV tipo A) ou de B-galactosidase (MPS IV tipo B). Na MPS IV A as
caracteristicas clinicas predominantes séo relacionadas ao sistema esquelético
e na maioria das vezes o paciente tem inteligéncia normal; ndo ha uma terapia
efetiva para a doenca, deste modo o diagndstico precoce direciona para o
inicio de tratamentos paliativos. A investigacao inicial dessa MPS se baseia em
avaliacdo clinica, radiografias, quantificacédo e identificacdo de GAGs urinarios
e o diagnostico definitivo pela medida da atividade enziméatica da
N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (GALNS) em leucécitos ou fibroblastos.
O objetivo desse trabalho foi estudar alguns parametros bioquimicos da enzima
GALNS em leucocitos de individuos normais e adaptar a técnica de medida
dessa atividade enzimatica para sangue impregnado em papel filtro. O Km e a
Vmax da GALNS em leucocitos de individuos normais foi de 7,16mM e
77,3nmol/17h/mg de proteina, respectivamente. Também adaptamos a técnica
da medida da atividade enzimatica dessa enzima utlizando menor
concentracdo de substrato (3mM), esta concentracdo teve correlacdo positiva
com a concentracdo 10 mM, que € empregada na técnica original. A partir
disto, foram estabelecidos os valores de referéncia em leucdcitos para
individuos normais e individuos afetados com MPS IV A. Os mesmos foram,
respectivamente: 11,0 a 101,4 e 0,1 a 0,2 nmol/17h/mg de proteina. Foi também
observado que, com o passar do tempo, a temperatura de 70°C causa uma
inativacdo gradual da atividade enzimatica. Por ultimo, apesar de varias
alteracdes na técnica original em leucocitos, ndo foi possivel adapta-la para
ser utilizada na medida da atividade da GALNS em sangue impregnado em
papel filtro. A determinacdo dos parametros bioquimicos da GALNS é
conveniente devido ao avanco nos estudos clinicos de desenvolvimento da
terapia de reposicdo enzimatica aos individuos afetados com MPS IV A e na
distincdo de individuos saudaveis, afetados e heterozigotos. Desenvolver
técnicas fluorimétricas em amostras de sangue impregnado em papel filtro € de
grande importancia para serem utilizadas em triagem de recém-nascidos e
populacdes de alto risco para MPS. Devendo ser confirmado por testes de
atividade da enzima em leucdcitos ou fibroblastos cultivados. A partir dos
nossos protocolos, nao foi possivel desenvolver e padronizar uma técnica para
medida da atividade da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em sangue
impregnado em papel filtro de modo a triarmos individuos com suspeita de
MPS IV A

Palavras chave: mucopolissacaridoses, MPS IV A, sangue impregnado em
papel filtro, N-acetilgalactosamina-6-sulfatase.



Abstract

Mucopolysaccharidosis (MPS) are inborn errors of metabolism, are part
of the lysosomal storage diseases and occur due to the deficiency in the activity
of enzymes that catalyze the degradation of glycosaminoglycans (GAGSs). They
are chronic and progressive diseases caused by the accumulation of one or
more GAGs in the lysosomes of cells. The MPS type IV (Morquio syndrome)
occurs by the accumulation of keratan sulfate and condoitin-6-sulfate, caused
by two different enzyme deficiencies, which distinguish this MPS into two
subtypes, deficiency of N-acetylgalactosamine-6-sulfatase (MPS IV type A) or
the enzyme B-galactosidase (MPS type IV B). In MPS IVA the predominant
clinical features are related to the skeletal system and in most cases the patient
has normal intelligence. There is no effective therapy for the disease, so early
diagnosis directs for the beginning of palliative treatments. The initial
investigation of this MPS is based on clinical evaluation, radiographs,
guantification and identification of urinary GAGs and the definitive diagnosis by
measure of N-acetylgalactosamine-6-sulfatase (GALNS) activity in leukocytes
or fibroblasts. The aim of this work was to study some biochemical parameters
of the GALNS in leukocytes of normal individuals and adapt the technique of
measuring this enzyme activity to blood impregnated on filter paper. The Km
and Vmax of GALNS in leukocytes from normal subjects was 7.16 mM and 77.3
nmol/17h/mg of protein, respectively. We also adapted the technique of
measuring the enzymatic activity of this enzyme using lower substrate
concentration (3mM). This concentration had a positive correlation with 10 mM
concentration, which is used in the original technique. From this, the reference
values for normal and individuals affected with MPS IVA in leukocytes were
established. They were 11.0 to 101.4 and 0.1 to 0.2 of nmol/17h/mg of protein,
respectively. It was also observed that over time the temperature of 70°C
causes a gradual inactivation of enzyme activity. Finally, despite several
changes to the original technique in leukocytes, it has not been possible to
adapt it to be used in measuring the activity of GALNS blood impregnated on
filter paper. The determination of biochemical parameters of GALNS is
convenient due to the advancement in clinical studies for the development of
enzyme replacement therapy for individuals affected with MPS IVA and to
distinguish between healthy and affected heterozygous individuals. The
development of fluorometric techniques in blood impregnated on filter paper is
of great importance for use in newborn screening and in high risk populations to
MPS. It should be confirmed by tests of enzyme activity in leukocytes or
cultured fibroblasts. Unfortunately, from our protocols, it was not possible to
develop and standardize a technique for measuring the activity of the enzyme
N- acetylgalactosamine-6-sulfatase in blood impregnated on filter paper for to
screen individuals suspected of MPS IVA.

Keywords: Mucopolysaccharidosis, MPS IVA, blood impregnated filter paper,
N-acetylgalactosamine-6-sulfatase.



Lista de abreviaturas

EIM: erros inatos do metabolismo

DLD: doengas lisossémicas de deposito
GAGS: glicosaminoglicanos

HS: heparan sulfato

DS: dermatan sulfato

CS: condroitin sulfato

C4S: condroitin-4-sulfato

C6S: condroitin-6-sulfato

QS: queratan sulfato

AH: acido hialurénico

MPS: mucopolissacaridoses

MPS I: mucopolissacaridose tipo |

MPS II: mucopolissacaridose tipo Il
MPS 1ll: mucopolissacaridose tipo Il
MPS IV: mucopolissacaridose tipo 1V
MPS IV A: mucopolissacaridose tipo IV A
MPS VI: mucopolissacaridose tipo VI
MPS VII: mucopolissacaridose tipo VII
MPS 1X: mucopolissacaridose tipo I1X
GALNS: N-acetilgalactosamina-6-sulfatase
TRE: terapia de reposi¢cao enzimatica
SPF: sangue impregnado em papel filtro
BSA: albumina de soro bovino

Km: constante de Michaelis-Menten
Vmax: velocidade maxima

4-MU-S: 4-metilumbeliferil-sulfato
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1 INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um grupo fenotipicamente e
geneticamente heterogéneo de doencas que ocorrem devido a alteragdes
génicas que causam a sintese inadequada de determinada enzima ou defeitos
no transporte de proteinas (Karam et al., 2001; Mak et al., 2013). A auséncia ou
deficiéncia na atividade enzimatica ocasiona o blogueio de alguma rota
metabolica, o que impede ou prejudica a transformacdo de um substrato em
produto. Esse bloqueio pode causar o acumulo do substrato da enzima
deficiente, a falta do produto da reacéo ou o desvio do substrato para uma rota
alternativa, capaz de acumular produtos toxicos (Karam et al., 2001; Martins
et.al., 2003).

No inicio do século XX, Sir Archibal Garrod (1857-1936) empregou o
termo “erros inatos do metabolismo” para designar um grupo de doengas que
estava pesquisando (alcaptonuria, pentosuria benigna, albinismo e cistinuria).
Garrod concluiu que essas doencas resultavam de uma falha em alguma etapa
de uma série de reacbes de uma rota metabdlica, o que foi entdo
correlacionado com as leis de Mendel, pois estas alteracbes existiam desde o
nascimento, persistiam durante a vida e membros de uma mesma familia
apresentavam as mesmas caracteristicas (Karam et al., 2001; Clarke, 2006).
Em 1941, Beadle e Tatum anunciaram o termo “um gene uma enzima” que veio
a reforcar as descobertas de Garrod e dar inicio a genética bioquimica (Scriver,

2008).
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A maioria dos EIM é de heranca autossémica recessiva existindo poucos
com heranca recessiva ligada ao cromossomo X. Como o individuo necessita
ao redor de 50% da atividade enzimatica para que as rea¢des ocorram, possuir
um dos alelos sem alteracdo, como acontece nestes tipos de heranca, ja €
suficiente para garantir um funcionamento normal do organismo. Por este
motivo os individuos heterozigotos nao séo afetados (Giugliani, 1988, Karam et
al., 2001).

Os EIM sao classificados de diversas formas. Segundo Saudubray e
Charpentier (2001) a classificacéo clinica é dividida em: categoria 1-envolvem
apenas um orgao ou sistema funcional apresentando sintomas uniformes que
permitem um diagnostico correto mesmo quando ha consequéncias sistémicas
e categoria 2 - afetam uma via metabdlica comum a um grande numero de
células ou orgaos e tém uma grande diversidade de sintomas podendo
envolver o sistema nervoso central; o avan¢co da doenca desenvolve outras
anormalidades que tornam o diagnéstico dificil. Fisiopatologicamente a
categoria 2 é dividida em grupo 1: sintese ou catabolismo de moléculas
complexas com sintomas permanentes e progressivos nao relacionados com a
ingestdo de alimentos; grupo 2: EIM intermediario que levam a intoxicacéo
aguda ou progressiva a partir de acimulo de compostos téxicos sendo um dos
tratamentos o uso de dietas especiais; e grupo 3: EIM intermediario devido a
deficiéncia na producdo ou utilizacdo de energia e acumulo de compostos
toxicos resultante de um defeito no figado, miocardio, musculo ou cérebro.

Atualmente os EIM ultrapassam 1000 doencas identificadas, que

individualmente sdo raras, porém em conjunto sdo significativas. Tem sido
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relatado que a incidéncia cumulativa € de mais de 1 em 800 nascidos vivos

(Mak et al., 2013).

1.2 LISOSSOMOS

Os lisossomos séo organelas citoplasméaticas ligadas a membrana, que
contém uma grande variedade de enzimas hidroliticas capazes de digerir
essencialmente todos os tipos de macromoléculas biolégicas (Sabatini e
Adesnik, 2001). A maioria das enzimas lisoss6micas tem sua atividade 6tima
em pH acido (em torno de 5). Quando uma dessas enzimas tem sua atividade
deficiente, a substancia ndo é degradada e consequentemente é acumulada
dentro do lisossomo, que aumenta de tamanho, causando o posterior aumento

da célula, orgaos e tecidos (Martins et al., 2007; Lampe et al., 2013).

1.3 DOENGCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO

As doencas lisossdmicas de depdsito (DLDs) sdo um grupo heterogéneo
de mais de 50 erros inatos do metabolismo causados pela auséncia ou
deficiéncia de uma ou mais enzimas responsaveis pela degradacdo e
reciclagem de macromoléculas (Castilhos et al.,, 2011; Lampe et al., 2013;
Wenger et al., 2003). A maioria é de origem autossdmica recessiva ou ligada
ao cromossomo X e estdo classificadas no grupo 1 da categoria 2 dos EIM
(Saudubray e Charpentier, 2001). Resultam em acumulo progressivo de
metébolitos ndo degradados ou parcialmente degradados no interior dos

lisossomos de varias células, tecidos e 6rgaos onde a substancia deveria ser
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normalmente catabolisada em maiores quantidades (Saudubray e Charpentier,
2001; Lampe et al., 2013).

As DLDs podem ser classificadas de diferentes modos, sendo que a
classificacdo considerada mais Util € aquela baseada na enzima ou proteina
deficiente, porém uma mesma enzima pode causar o acumulo de substratos
diferentes. Entdo a classificagdo mais comum e clinicamente aceita € em
funcdo do tipo de substrato que se acumula nos lisossomos: esfingolipidoses,
mucopolissacaridoses, glicoproteinoses, mucolipidoses, oligossacaridoses,

glicogenoses (Futerman e van Meer, 2004; Ballabio e Gieselmann, 2009).

1.4 GLICOSAMINOGLICANOS

Os glicosaminoglicanos (GAGSs) (heparan sulfato (HS), dermatan sulfato
(DS), condroitin sulfato (CS), queratan sulfato (QS) e acido hialurénico(AH) ou
hialuran) sdo cadeias de heteropolissacarideos longas, lineares, de carga
negativa, compostas por uma unidade de dissacarideo que se repete (agUcar
acido- acucar aminado), e séao sulfatados em diferentes graus, com excecéo do
acido hialurénico que nao € sulfatado. Geralmente estdo associados a
pequenas quantidades de proteinas formando proteoglicanos (Champe et al.,
2007; Frazier et al., 2008).

Devido a grande quantidade de cargas negativas essas moléculas se
repelem e sdo cercadas por grande quantidade de moléculas de agua, entéo
adquirem uma consisténcia mucodide, viscosa, que tem funcéo lubrificante e de
resisténcia protegendo, por exemplo, mucosas e fluido sinovial (Champe et al.,

2007; Martins et al., 2007), sendo considerados constituintes essenciais de
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tecidos conectivos, como cartilagens e paredes de vasos (Fernandes et al.,
2006).

Os GAGs (exceto o &cido hialurdnico) se originam da clivagem
proteolitica de proteoglicanos que existem na matriz extracelular e s&o
direcionados aos lisossomos onde sdo degradados por hidrolases &cidas
(enzimas que tém seu pH 6timo de atividade de aproximadamente 5). A
degradacéao progressiva dos glicosaminoglicanos requer 11 enzimas diferentes:
guatro glicosidases, cinco sulfatases, uma endoglicosidase e uma transferase
ndo hidrolitica. Possuem uma meia-vida curta entre trés dias para o &cido
hialurbnico e dez dias para o condroitin sulfato e dematan sulfato, apenas o
gueratan sulfato tem uma meia-vida maior de 120 dias (Neufeld e Muenzer,
2001; Champe et al., 2007, Coutinho et al., 2012)

Os glicosaminoglicanos eram anteriormente denominados
mucopolissacarideos o que originou o0 nome da doenca mucopolissacaridose
causada pelo acumulo dessas moléculas nos lisossomos (Neufeld e Muenzer,

2001, Martins et al., 2007).

1.5 MUCOPOLISSACARIDOSES

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo doencas lisossémicas de depdsito,
causadas pela deficiéncia na atividade de enzimas que catalisam a degradacéo
de glicosaminoglicanos. Essas doencas sao crénicas e progressivas e ocorrem
por causa do bloqueio na rota de degradacdo de um ou mais GAGS nos

lisossomos de muitas células, resultando na disfuncdo da célula, tecido e
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consequentemente do 6rgdo (Neufeld e Muenzer, 2001; Lehman et al., 2011,
Muenzer, 2011; Clarke et al., 2012; Coutinho et al., 2012).

Sao conhecidas onze enzimas diferentes que resultam em sete MPS
distintas, todas possuem sintomas e caracteristicas clinicas em comum, porém
em graus variaveis com variabilidade na idade de inicio e progressédo da
doenca em cada 6rgéo ou sistema envolvido (Neufeld e Muenzer, 2001; Auray-
Blais et al., 2012; Clarke et al., 2012; Coutinho et al., 2012). Os sintomas mais
evidentes nas MPS causados pelo dano progressivo do acimulo de GAGs séo
organomegalias, face grosseira, rigidez nas articulagbes, mal formacdes
esqueléticas e retardo no crescimento, sendo muito comum os problemas
cardiacos, pulmonares, oculares e de audicdo; além disso, em alguns tipos
ocorre comprometimento neurologico (Lehman et al., 2011; Coutinho et al.,
2012)

As MPS foram classificadas em diferentes tipos de acordo com a enzima
gue se encontra deficiente e os graus de comprometimento clinico (que podem
ser causados pela deficiéncia de uma mesma enzima) (Neufeld e Muenzer,
2001). Existem sete tipos, sendo que as designacdes V e VIII ndo sao
utilizadas e o tipo IX possui apenas um paciente descrito na literatura (Natowicz
et al.,, 1996; Muenzer, 2004; Martin et al., 2008; Coutinho et al., 2012).
O fenotipo primeiramente designado MPS V na realidade era uma forma leve
de MPS |, a sindrome de Sheie e o VIII foi baseado em um dado incorreto e foi
inutilizado (Coutinho et al., 2012) Os tipos lll e IV possuem subtipos. Estes
subtipos possuem as mesmas manifestacfes clinicas, mas sdo causados pela

deficiéncia de diferentes enzimas (Muenzer, 2004) (Tabela 1).
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Todas as MPS sdo doencas hereditdrias de origem autossémica
recessiva, exceto a MPS Il que € de heranca recessiva ligada ao cromossomo
X e acomete principalmente pacientes do sexo masculino (Neufeld e Muenzer,
2001; Muenzer, 2011). Sao consideradas raras (Neufeld e Muenzer, 2001), e
sua incidéncia conjunta é estimada em 1:25:000 recém nascidos Vvivos
(Tomatsu et al., 2013).

As MPS atingem o organismo de modo sistémico e progressivo, 0S
individuos afetados devem ser acompanhados por uma equipe multidisciplinar
a fim de proporcionar tratamentos paliativos e permitir uma melhora na
gualidade de vida desses pacientes. O diagnostico precoce pode adiar ou
prevenir o desenvolvimento de patologias irreversiveis e contribuir nos
resultados para as MPS que sado passiveis de tratamentos (Lehman et al.,
2011; Muenzer, 2011; Coppa et al., 2012).

Alguns tratamentos que permitem a restauracdo parcial da atividade
enzimatica ou inibicdo da sintese de GAGs ja séo utilizados ou estdo em
estudo como: terapia de reposicdo enzimatica (disponivel para MPS I, Il e VI)
(Martell et al., 2011; Auray-Blais et al., 2012; Tomatsu et al., 2013), transplante
de medula 6ssea (Neufeld e Muezer, 2001), transplante de células-tronco
hematopoéticas, terapia génica e inibidores da sintese do substrato (Tomatsu
et al., 2013).

Apesar desses avancos recentes, a falta de conhecimento sobre a
doenca, a ndo especificidade dos sintomas e as manifestacfes clinicas
variaveis frequentemente impedem o diagndstico rapido e preciso. Para

pacientes com fendtipos leves, o tempo entre a identificacdo dos primeiros
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sintomas e o diagnostico, muitas vezes é de anos, as vezes décadas (Lehman

et al., 2011).

Tabela 1:Classificacdo das mucopolissacaridoses

TIPOS DE A GAGs
MPS EPONIMO ENZIMA DEFICIENTE ACUMULADOS
IH Hurler a-L-lduronidase DS, HS
IS Scheie a-L-lduronidase DS, HS
IH/S Hurler-Scheie a-L-lduronidase DS, HS
Il (grave) Hunter (grave) Iduronatosulfatase DS, HS
Il (leve) Hunter (leve) Iduronatosulfatase DS, HS
A Sanfilippo A Heparan N-sulfatase HS
.y . . . . HS
B Sanfilippo B a-N-Acetilglicosaminidase
.y . . . . HS
nc Sanfilippo C Acetil-Coa:a-glicosaminaacetiltransferase
.y . . . HS
D Sanfilippo D N-Acetilglicosamina-6-sulfatase
IVA Morquio A N-acetilgalactosamina-6-sulfatase Qs, C6S
VB Morquio B B-galactosidase QS
Y ndo utilizado - -
Vi Maroteaux- N-acetilgalactosamina-4- sulfatase DS
Lamy
Vil Sly B-glicuronidase DS, HS, C4S, C6S
VI ndo utilizado - -
IX - Hialuronidase Hialuran

Fonte: adaptada de Neufeld e Muenzer, 2001; Muenzer, 2004.



19

1.6 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IV (SINDROME DE MORQUIO)

A Mucopolissacaridose do tipo IV (sindrome de Morquio) é causada pela
deficiéncia de duas diferentes enzimas levando a dois subtipos: a deficiéncia
de N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (MPS IV tipo A) e a de B-galactosidase
(MPS 1V tipo B). As caracteristicas clinicas predominantes esté@o relacionadas
ao sistema esquelético e, na maioria das vezes, o paciente tem inteligéncia
normal (Neufeld e Muenzer, 2001; Tomatsu et al., 2005; Coutinho et al., 2012).

A MPS IV A ocorre devido a deficiéncia da N-acetilgalactosamina-6-
sulfatase (GALNS), também denominada galactose-6-sulfatase. Trata-se de
uma enzima lisossomal necessaria para a degradacéo de queratan sulfato (QS)
e condroitin-6-sulfato  (C6S). Esses glicosaminoglicanos quando né&o
degradados ou parcialmente degradados ficam acumulados nos lisossomos e
em parte sado excretados na urina (Kleijer et al., 2000; Tomatsu et al., 2004;
Montafio et al., 2007; Khedhiri et al., 2012).

A incidéncia geral estimada da MPS IV A é de 1:200.000 nascidos vivos.
Entre as varias populacdes a incidéncia pode variar de 1 para 40.000 a 1 para
450.000 nascidos vivos (Martell et al., 2011; Tomatsu et al., 2011; Rivera-Colon
et al., 2012; Hendriksz et al., 2013).

O acumulo de QS e C6S nos tecidos causa entre, outras manifestacoes,
displasia esquelética, face grosseira, restricdo do crescimento, hipermobilidade
articular, doenca cardiaca valvular, doenca pulmonar, apnéia obstrutiva do
sono, hepatomegalia, opacificacdo da coOrnea, perda auditiva, e dentes mal
formados. As caracteristicas clinicas podem ser varidveis devido a mais de 150

mutacdes no gene que codifica a GALNS ja identificadas. Ha heterogeneidade
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clinica consideravel variando de leve a severa com base na atividade residual
da GALNS (Montafio et al., 2007; Martell et al., 2011). Os individuos afetados
nascem sem manifestagcbes aparentes, com o0 progresso da doenca, 0sS
primeiros sintomas aparecem entre 1 e 3 anos de idade na forma severa da
MPS IV A (Tomatsu et al.,, 2011; Regier et al., 2013). Estes geralmente se
apresentam como retardo do crescimento, cifose, geno valgo, tronco e pescogo
curto e dificuldades na marcha (Neufeld e Muenzer, 2001; Tomatsu et al., 2011;
Pajares et al., 2012). Disfuncdes visuais, auditivas, respiratérias e
cardiovasculares afetam a qualidade de vida do individuo com MPS IV A e
podem contribuir para a diminuicdo do seu tempo de vida (Hendriksz et al.,
2013). Pacientes com sintomatologia severa quando nao tratados nao
sobrevivem até a segunda ou terceira década de vida, e casos mais leves
podem viver até os 70 anos de idade (Alméciga-Diaz et al., 2009; Tomatsu et
al., 2011).

Atualmente ndo existe tratamento para MPS IVA, apenas medidas
paliativas para o manejo da dor, infec¢des, doencas respiratorias e tratamentos
ortopédicos (Laradi et al., 2006; Martell et al., 2011; Harmatz et al., 2013),
porém a Terapia de Reposicdo enzimatica (TRE), onde semanalmente o
paciente recebe a infusdo de enzima recombinante, esta em fase Il de estudos
clinicos (Alméciga-Diaz et al., 2009; Khaliqg et al., 2011; Martell et al., 2011;
Rivera-Colén et al., 2012).

O diagnéstico se baseia em avaliacdo clinica, radiografias, quantificacédo
e identificacdo de GAGs urinarios e a medida da atividade da GALNS em

leucdcitos ou fibroblastos (Hendriksz et al., 2013).
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A enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (E.C.3.1.6.4) € uma
sulfatase que catalisa a hidrélise de ligacbes éster de sulfato, removendo
grupos sulfato a partir de uma N-acetilgalactosamina-6-sulfato ou galactose-6-
sulfato do C6S e QS. In vitro, a maioria das sulfatases pode hidrolisar
substratos sintéticos (Rivera-Colon et al., 2012), o mais utilizado para a medida

da atividade dessas enzimas é o 4-metilumbeliferil-sulfato (4 -MU-S).

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE MUCOPOLISSACARIDOSES

O diagnostico laboratorial para MPS é baseado inicialmente em analises
dos GAGs urinarios e ensaios de medida de atividade enzimatica em sangue

ou fibroblastos (Lehman et al., 2011; Hendriksz et al., 2013).

Analise urinaria

A investigacdo bioquimica em urina consiste de testes quantitativos e
gualitativos (Neufeld e Muenzer, 2001) que identificam o aumento de GAGS,
pois quando ndo sédo degradados corretamente devido a deficiéncia de alguma
enzima, uma parte fica depositada no lisossomo e outra € eliminada na urina
(Martins et al., 2007).

As técnicas de quantificacdo de GAGs sdo baseadas na interacdo das
cargas negativas dos GAGs com as cargas positivas do reagente de cor
utilizado no ensaio em espectrofotdmetro (De Jong et al., 1992). Diferentes
métodos podem ser utilizados para esta determinacdo, porém o mais utilizado
€ a técnica colorimétrica do azul-1,9-dimetilmetileno que explora a afinidade de

ligacdo dos GAGs com corantes azuis (Mabe, 2004).
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Individuos normais excretam na urina C4S e C6S e uma baixa
guantidade de HS, essa excrecdo decresce com a idade, valores mais
elevados sdo encontrados durante os primeiros anos de vida, seguido por uma
diminuic@o lenta que se torna constante na vida adulta. Individuos com MPS
tém maior excrecdo urindria de GAGs em comparac¢ao com individuos normais
na mesma faixa etaria, no entanto, nem todos os individuos com MPS tem uma
clara elevacdo da excrecgéo total de GAGs e resultados falso-negativos podem
ser encontrados em amostras diluidas ou na falta de sensibilidade da técnica
utilizada (Muenzer, 2011). Uma andlise precisa requer a quantificacdo de
GAGs totais e a identificacdo de qual tipo esta sendo excretado (Lehman et al.,
2011).

A deteccdo dos GAGs excretados € realizada por meio de cromatografia
ou eletroforese para direcionar o diagnostico as analises enzimaticas
correspondentes (Hendriksz et al., 2013).

A quantificacdo dos GAGs também é utilizada para monitorar a terapia
de reposicdo enzimatica pelo acompanhamento na excrecdo urinaria do

individuo afetado (Lehman et al., 2011).

Analise enziméatica

A excrecdo aumentada dos GAGs pode distinguir os diferentes tipos de
MPS, mas nado seus subtipos.O diagndstico definitivo das MPS é realizado por
ensaios enzimaticos, que podem ser feitos em diversos tipos de células e
fluidos biolégicos, sendo preferenciais os leucdcitos, soro e fibroblastos;
correlacionando com os achados clinicos (Neufeld e Muenzer, 2001 e Muenzer,

2004).
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O diagnostico de MPS deve ser confirmado pela medida da atividade
enzimatica da enzima correspondente ao GAG excretado e outras doencas
relacionadas devem ser descartadas, como deficiéncia multipla de sulfatases e
mucolipidose, por possuirem caracteristicas clinicas em comum com MPS. A
atividade da enzima normalmente € medida em leucécitos ou fibroblastos

cultivados (Lehman et al., 2011; Muenzer, 2011; Hendriksz et al., 2013).

Andlise molecular

Permite identificar mutacbes e sequéncias anormais em genes que
codificam uma enzima. Devido ao grande numero de mutacdes existentes em
cada MPS n&o é utilizado na avaliac&o inicial. E utilizado na confirmacdo de
diagnostico e pode ter valor prognéstico se a mutacéo ja tiver sido identificada
e caracterizada, além de permitir o uso em testes pré-natais para irmaos e de

portadores para os familiares (Lehman et al., 2011; Muenzer, 2011).

Outras analises

Além dos meétodos citados, a espectrometria de massa em tandem e
ELISA também séo descritos como métodos utilizados no diagnéstico de MPS
e alguns estudos buscam estabelecer possiveis biomarcadores para identificar
a progressao da doenca e resposta ao tratamento (Lehman et al., 2011; Martell

et al., 2011; Clarke et al., 2012).
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1.8 DIAGNOSTICO ENZIMATICO DE MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IV A

A medida da atividade enzimatica da N-acetilgalactosamina-6-sulfatase
pela técnica fluorimétrica descrita por van Diggelen et al. (1990) é a andlise
utilizada como diagnéstico da MPS IV A e pode ser realizada em leucdcitos ou
em fibroblastos. Essa metodologia utiliza um substrato artificial fluorogénico
4-metilumbeliferil-B-D-galactosideo-6-sulfato e é realizada em duas etapas:
primeiro a enzima GALNS presente na amostra remove a porgéo 6-sulfato do
substrato e posteriormente adiciona-se enzima [B-galactosidase exdgena que
remove a porcao galactosideo. Apds, é entdo liberado o produto fluorescente
4-metilumbeliferona que é detectado por leitura de fluorescéncia (Wood et al.,
2013). Resultados abaixo dos valores de referéncia caracterizam a deficiéncia
dessa enzima (Hendriksz et al., 2013).

A GALNS atua em dois substratos, N - acetilgalactosamina- 6- sulfato e
galactose-6-sulfato, que sdo componentes do condroitin-6-sulfato e do
gueratan sulfato, respectivamente (Khaliq et al., 2011; Wood et al., 2013).

Devido a MPS IV A acometer principalmente o sistema esquelético nao
hd uma terapia efetiva para a doenca, deste modo o diagndstico precoce
direciona para o inicio de tratamentos paliativos (Montafio et al., 2007).

Na MPS IV A, a triagem inicial por testes de quantificacdo e de
identificacdo de glicosaminoglicanos em urina pode apresentar niveis préximos
aos de normalidade, ndo sendo possivel a distincdo destes dos individuos
normais (Whitley et al., 2002; Tomatsu et al., 2004; Hendriksz et al., 2013).

O diagndstico definitivo da MPS IV A se d&, entdo, pela identificacdo da

deficiéncia da GALNS pela medida da atividade enzimatica em amostras de
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leucécitos ou fibroblastos (Martell et al., 2011). Preferencialmente é realizado
em amostras de sangue por ser um método menos invasivo e com resultados
mais rapidos do que a metodologia em fibroblastos que depende de cultivo
celular, requerendo um maior tempo para obtencéo do resultado (Regier et al.,
2013; Wood et al., 2013).

A coleta, modo de envio e transporte de sangue podem afetar os
resultados da andlise enzimética quando nao realizados de forma adequada e
podem levar a resultados inconclusivos e solicitagdes de novas coletas. Neste
caso, o envio de amostras de sangue impregnadas em papel filtro (SPF) é
conveniente em regides onde é dificil enviar sangue ou tecido para a utilizacéo
em triagem neonatal ou de populacdes de alto risco, no entanto, uma coleta
adequada da amostra e 0 transporte correto também sao criticos para o
sucesso dessa andlise (Wood et al., 2013).

A medida da atividade da GALNS em amostras de SPF pode ser uma
alternativa como triagem, mas ndo € um método tdo especifico ou eficaz
guanto o realizado em fibroblastos ou leucdcitos devido ao menor namero de
células presentes na amostra (Wood et al., 2013).

A Unica técnica fluorimétrica citada na literatura (Camelier et al., 2011)
utlizando o substrato MU-B-Gal-6S em SPF, necessita de um tempo de
incubacdo muito grande (48h) e quando testada nao foi reprodutivel. Alguns
pesquisadores também ja tentaram sem sucesso diminuir o tempo e reproduzir
a técnica (Fujisaki et al., 2013). Sendo assim, novos esforcos com o objetivo de
adaptar essa técnica sdo necessarios.

N&do sendo possivel desenvolver a técnica em SPF sé resta aos

laboratérios de pesquisa e diagnostico utilizar a metodologia em leucdécitos ou



26

fibroblastos. Neste caso, adaptagdes visando a diminui¢do do custo e tempo de
andlise, bem como o estabelecimento de parametros bioquimicos da enzima
gue possam auxiliar futuramente na distingdo dos grupos normais, afetados e
heterozigotos, sao importantes.

Além disso, o estabelecimento dos parametros bioquimicos da GALNS é
importante devido aos estudos clinicos em andamento sobre o
desenvolvimento da terapia de reposicdo enzimatica aos individuos afetados
com MPS IV A.

Apesar de existir um grande numero de mutacdes ja identificadas e
outras novas sendo descobertas (Hendriksz et al., 2013; Tomatsu et al., 2005;
Wood et al., 2013), a analise molecular geralmente tem um custo mais elevado,
além de despender mais tempo para se chegar ao diagnostico. Levando-se em
consideracdo o acima exposto, o estudo do comportamento bioquimico da
enzima de individuos normais e posteriormente em afetados e heterozigotos

também se torna importante.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar alguns parametros bioguimicos da enzima
N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucdcitos de individuos normais e
adaptar a técnica de medida dessa atividade enziméatica para sangue

impregnado em papel filtro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar Km (constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade
maxima) da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucdcitos de
individuos normais;

2. Adaptar a técnica de medida da atividade enzimatica em leucdcitos
utilizando menor concentracdo de substrato;

3. Estudar o efeito da temperatura na atividade da enzima
N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucécitos de individuos normais;

4. Estabelecer os valores de referéncia para individuos normais e
individuos afetados com MPS IV A seguindo a técnica padronizada no
objetivo numero 2;

5. Adaptar a técnica da medida da atividade da enzima
N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucécitos para ser utilizada em
papel filtro, visando a diminuicdo do uso de reagentes e materiais

utilizados na analise.
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Capitulo |

MATERIAIS E METODOS

Delineamento
Este foi um trabalho experimental de estudo da atividade da enzima

N-acetilgalactosamina-6-sulfatase.

Local de execucéao

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo
- Doencas Lisossomicas de Deposito (laboratério 25) do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul sob orientacéo da Prof2 Dr2 Janice Carneiro Coelho.

Coleta de amostras

O célculo do tamanho amostral foi realizado para comparacdo entre
médias com variancias diferentes, estabelecendo o nivel de significancia em
5% e o poder em 90% (Armitage e Berry, 1987), utilizando-se o programa
estatistico MiniTab® 16. O numero de individuos utilizados em cada estudo
esta especificado em cada resultado.

Foram utilizadas no estudo amostras de sangue obtidas de doadores
voluntarios convidados a participar da pesquisa que receberam e assinaram o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE); o recrutamento e coleta
foram realizados pela mestranda. As amostras foram devidamente identificadas

com numeros, preservando a identidade dos doadores, que ndo foram
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informados dos resultados e n&o tiveram sua identidade revelada em nenhuma
etapa de execucao do projeto.

Foram colhidos 10 mL de sangue total com anticoagulante heparina de
cada individuo. As amostras foram homogeneizadas e entdo adicionadas duas
gotas de sangue uma sobre a outra, com pipeta Pasteur descartavel em cada
um dos cinco circulos do cartdo de papel filtro Protein Saver™903™ Card
(Whatman™GE Healthcare Bio-Sciences Corp., EUA). O papel foi seco a
temperatura ambiente por 4h em posicao horizontal. O restante do sangue foi

utilizado para a separacao de leucdcitos.

Separacéao de leucocitos

Os leucocitos foram separados das amostras de sangue total
heparinizado segundo a técnica de Skoog e Beck (1956). As amostras de
sangue total foram transferidas para tubos de vidro e adicionado em cada
amostra 0 mesmo volume da solucéo de separacao de leucocitos (glicose 5% +
dextran 6% + acido citrico dextrose, dissolvidos em NaCl 0,9%),
homogeinizados levemente por inversao e deixados em temperatura ambiente
por 45 a 60 minutos para a sedimentacdo dos eritrocitos. Apds transcorrido o
tempo, foi realizada a retirada do maximo de sobrenadante contendo os
leucocitos em suspensdo, cuidando-se para ndo aspirar os eritrécitos. O
sobrenadante foi transferido para tubos coénicos plasticos gelados (TPP,
Techno Plastic Products, Suica) e centrifugado (Himac CR22GlI, Hitachi Ltd,
Japao) a 2000rpm por 10mim a 4°C. ApGs a centrifugacdo, os sobrenadantes
foram descartados e ao precipitado (leucécitos) foi adicionado NaCl 0,9%. Os

leucocitos foram resuspendidos com agitador de tubos (MA-162, Marconi,
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Brasil). Adicionou-se 4agua destilada gelada e novamente foram
homogeinizados com o agitador de tubos e deixados por 90 segundos no gelo.
NaCl 3,6% foi adicionado e as amostras foram novamente homogeinizadas e
entdo centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos a 4°C. Apés a centrifugacéao,
descartaram-se 0s sobrenadantes e, se ainda existissem eritrocitos no

precipitado, foram repetidas as operacoes.

Lise de membranas celulares

Antes da quantificacdo de proteinas totais e medida da atividade
enzimatica, os precipitados de leucdcitos isolados foram diluidos em agua
destilada e sonicados para a lise das membranas plasmaticas e lisossomais e
liberacdo das enzimas lisossbmicas. A sonicacdo (Sonicator Utrasonic
Processor, Hert Systems) foi realizada utilizando dois ciclos de 25 segundos
intercalados por 30 segundos com intensidade de 7,5 a 10%, que representa

45 W, com as amostras mantidas em gelo.

Armazenamento das amostras

As amostras de SPF foram armazenadas a -4°C, em geladeira, em
sacos plasticos individuais com dessecante guardados em pote plastico com
tampa e os leucdcitos foram armazenados nos tubos conicos a -20°C. Apés
serem diluidos e sonicados ficaram armazenados em microtubos de fundo

cbnico em caixa para microtubos até o momento das analises.
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ANALISES BIOQUIMICAS

Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas das amostras foi realizada conforme
protocolo da técnica colorimétrica descrita por Lowry et al. (1951) miniaturizada
com a utilizacédo de albumina na obtencéo da curva padrdao nas concentracoes
de 2,5 a 100 pg/pL.

Em placa transparente de fundo plano com 96 pocos (PE
SpectraPlate™ -96TC, Perkin Elmer) foram adicionados 10 pL de cada amostra
de leucdcitos e 40uL de agua destilada em duplicata. O branco foi realizado
com 50 pL de agua destilada. Foram adicionados 150uL de reativo alcalino de
cobre e cronometrado 10 minutos, apos adicionou-se 15uL de reagente Folin-
Ciocalteau (mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico) (Merck) e
cronometrado mais 30 minutos e entdo lida a absorbancia em leitor de placas

SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Readers (Molecular Devices) a 750nm.

Medida da atividade da GALNS em leucécitos

A atividade da N-acetilgalactosamina-6-sulfatase foi medida de acordo
com a técnica fluorimétrica descrita por van Diggelen et al. (1990) utilizando-se
0 substrato  4-metilumbeliferil-B-D-galactosideo-6-sulfato  (MU-BGal-6S,
Moscerdam Substrates) e a atividade enzimatica foi expressa em nmol/17h/mg
de proteina.

O ensaio foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa foi pipetado
em duplicata em placas fluorimétricas pretas de 96 pocos (OptiPlate™ -96F,

Perkin Elmer),10uL de BSA 0,2% (albumina de soro bovino inativada contendo
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azida soédica) como branco da andlise e 10 pL das amostras de leucdcitos
diluidas em BSA 0,2% numa concentracdo que corresponda a 10ug de
proteina. Apds, foi adicionado 20uL do substrato 4-metilumbeliferil-B-D-
galactosideo-6-sulfato 10mM e incubado por 17h a 37°C em incubadora de
placas a seco com agitacédo (CT712- Cientec).

Transcorridas 17 horas foi realizada a 2° etapa, adicionando-se 5uL de
tampao fosfato (fosfato dissodico 0,9M/ fosfato monossodico 0,9M pH 4,3 com
azida sodica 0,02%) e 10uL de PB-galactosidase 10U (B-D-Galactosideo-
galactohidrolase de Aspergillus oryzae, Sigma G5160). A placa voltou a
incubadora por mais 2 horas a 37°C. ApGOs esse tempo a reacéo foi parada pela
adicdo de 200uL do tampéo de parada (bicarbonato de sodio 0,5M/carbonato
de sodio 0,5M pH 10,7 + Triton X-100 0,025%). Uma curva padrao com 4-
metilumbeliferona foi preparada e a fluorescéncia da mesma, junto com a dos
testes, foi lida em espectrofluorimetro (SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate
Readers - Molecular Devices) em comprimento de onda de 365nm de excitacao
e 450nm de emissdo. A atividade foi expressa como nanomol de substrato

clivado por 17 horas por miligrama de proteina em leucdcitos.

Determinacdo de Km e Vmax da GALNS em leucocitos de individuos
normais

Para determinacéo da curva de Michaelis-Mentem (curva de substrato),
foram preparados solu¢des do substrato MU-BGal-6S nas concentracdes 1, 3,
5, 7 e 10mM diluindo-se com tampao acetato de sédio 0,1M/acido acético
0,1M contendo cloreto de sodio 0,1M, azida sodica 0,02% e acetato de chumbo

5mM em pH 4,3. ApOs obtencdo da curva de substrato, a linearidade foi
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observada e novos pontos de concentragdo de substrato foram estabelecidos
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0mM) para determinacdo do Km e da Velocidade Méaxima
da reacdo. Estes parametros foram calculados utilizando o grafico de

Lineweaver e Burk.

Padronizacdo da técnica de medida da atividade da enzima GALNS
utilizando menor concentragéo de substrato

Devido a problemas fora da nossa capacidade de resolugdo, como
dificuldade na importacdo do substrato MU-BGal-6S fabricado somente pelo
pesquisador que padronizou a técnica de medida da atividade da GALNS (van
Diggelen et al., 1990), optamos por reduzir a quantidade de substrato para
medida da atividade enzimatica.

Apoés analise dos resultados obtidos na curva de substrato e segundo
trabalho realizado por Fujisaki et al. (2013), resolvemos adaptar a técnica de
medida da atividade da GALNS em leucécitos utilizando-se o substrato MU-
BGal-6S na concentracdo de 3mM. A técnica foi realizada conforme método
descrito anteriormente e correlacionou-se as medidas das atividades
enzimaticas de doze amostras de leucdcitos de individuos normais obtidos com
0 substrato na concentracdo de 3mM com os resultados alcancados com

substrato na concentracdo de 10mM (técnica original).

Estudo do efeito da temperatura (termoestabilidade) sobre a atividade
enzimatica da GALNS em leucécitos de individuos normais
Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimatica da

GALNS foi primeiramente realizada uma curva de temperatura de inativacdo da
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enzima. Para tanto, foram escolhidas as temperaturas 60°C, 70°C e 80°C. As
amostras foram pré-incubadas nestas temperaturas durante 30 minutos. A
atividade total considerada como 100% de atividade foi aquela expressa pelas
amostras que ficaram aguardando a 0°C (banho de gelo) até o momento do
inicio da reacdo enzimatica. Estas amostras ndo sofreram, portanto, inativacédo
térmica. Em seguida a pré-incubacdo, as amostras foram diluidas em BSA
0,2% e imediatamente acrescentado 3mM de substrato as mesmas em
duplicata e a reacao enzimatica realizada a 37°C conforme descricdo anterior
da técnica.

Apoés a realizacdo da curva de temperatura, escolheu-se a temperatura
de 70°C cujas amostras responderam melhor a inativagdo para darmos
seguimento aos estudos de termoestabilidade da GALNS. Para tanto, amostras
foram incubadas nessa temperatura por 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos. Os
resultados foram comparados com as mesmas amostras incubadas a 0°C

(100% de atividade).

Determinacdo dos valores de referéncia da medida da atividade da
GALNS em leucocitos de individuos normais e afetados com MPS IV A
Para determinacédo do intervalo de normalidade da atividade da GALNS,
foi medida a atividade enzimatica de dezesseis amostras de leucocitos de
individuos normais nas condicOes estabelecidas anteriormente (concentracéo
de substrato 3mM). Foram utilizadas amostras de dois individuos com MPS |V

A para obtermos o nivel de atividade em leucdcitos de individuos afetados.
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Medida da atividade da GALNS em SPF

Foi realizada a técnica citada na literatura para a medida da GALNS em
SPF (Camelier et al., 2011). E importante salientar que essa técnica utiliza uma
concentragdo de substrato de 10 mM e incubacdo das amostras de 48h
seguida da segunda incubacéo por 6h a 37°C.

Um teste com o substrato na concentragdo de 3mM com diluicdo prévia
do picote de 3mm com agua destilada foi realizado com uma incubacao de 46h
seguida da segunda incubacédo de 6h conforme Fujisaki et al. (2013). Nos
demais testes a medida da atividade da GALNS em SPF foi adaptada da

técnica em leucoécitos de acordo com listado na tabela 2:

Tabela 2: Resumo da técnica de medida da atividade da GALNS

GALNS Leucdcitos | SPF3mm | SPF1,2mm
Amostra + BSA | 10uL 25uL 10pL
Substrato 20uL 50uL 20pL

Incubacdo | - 37°C nos tempos analisados

Tampé&o Pi 5uL 12,5uL S5uL

B-gal 10uL 25uL 10pL
Incubacéo Il =37°C 2h

Tampé&o Parada 200pL 500uL 200pL

Foram feitos picotes de 3mm e 1,2mm em duplicata de cada amostra.
Os ensaios das amostras de SPF de 3mm foram realizados em microtubos
plasticos de 1,5mL e os picotes de 1,2mm tiveram a reacdo realizada
diretamente em placas fluorimétricas pretas de 96 pocos nos tempos de
incubacdo da reacdo de 17 e 35h. Diferentes tempos de incubacédo foram
testados nos picotes de 3mm: 14, 17, 20, 25, 30, 35 e 48h e o substrato foi

utilizado na concentragéo de 10mM.
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Descarte de materiais

As amostras bioldgicas processadas (sangues) foram descartadas na
pia junto com hipoclorito de sédio (conforme orientacdo em reunido da Gestéo
Ambiental/lUFRGS). Os rejeitos gerados das reacBes colorimétricas e
fluorimétricas foram depositados em galdes classificados conforme os
reagentes em sala especial no Departamento. Todos 0s materiais plasticos
utilizados foram descartados como lixo contaminado A1 em sacos brancos no
laboratério e apbs levados até o ponto de coleta do Departamento
(armazenamento externo), e colocados em bombonas préprias para este fim,
onde séo recolhidos pela empresa licitada pela Universidade, responsavel pelo

transporte externo, tratamento e disposicao final.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padréo e os resultados
obtidos foram comparados por correlagcdo de Pearson ou ANOVA de uma via
seguida de teste de Bonferroni, considerando p<0,05,e analisados com auxilio

do programa GraphPad Prism versao 5.03.

Consideracfes éticas

Os doadores voluntarios receberam e assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). As amostras ndo foram identificadas
com o nome do paciente e os dados foram tratados com confidenciabilidade,
de acordo com a resolucdo 196/96 da CONEP. Este trabalho foi aprovado pelo

Comité de ética e Pesquisa da UFRGS sob o numero 137197.
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Capitulo I

RESULTADOS

Determinacdo de Km e Vmax da GALNS em leucdcitos de individuos

normais

Para realizacdo da curva de Michaelis-Menten (curva de substrato), foram
utilizadas sete diferentes concentracbes de substrato de 1 a 20mM. Os
resultados encontram-se na figura 1. De acordo com a curva de Michaelis-
Menten (figura 1), foram escolhidas as seguintes concentragdes de substrato
para determinagdo do Km: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0mM e Vmax através do grafico
de Lineweaver-Burk. O Km da GALNS em leucdcitos de individuos normais
calculado foi 7,16mM e a velocidade maxima encontrada foi de

77,3nmol/17h/mg de proteina (figura 2).
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Figura 1: Curva de substrato (Michaelis-Menten) da GALNS - efeito de diferentes
concentracdes do substrato MU-BGal-6S sobre a média da atividade enzimatica da GALNS em

leucécitos de individuos normais (n = 3).

1/atividade da GALNS
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Figura 2: Determinacdo do Km e da Velocidade Maxima (Vmax) da GALNS em leucdcitos de
individuos normais (Lineweaver-Burk) (n=3). Atividade enzimatica expressa em nmol//17h/mg

de proteina e concentrac@o de substrato em mM.
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b) Padronizacdo da técnica de medida da atividade da enzima GALNS

utilizando menor concentragéo de substrato

Levando em consideracéo a curva de substrato realizada no item anterior e
trabalhos de outros autores (Fujisaki et al., 2013), utilizamos a concentracéo de
3mM do substrato MU-BGal-6S na medida de atividade da GALNS. Embora
tenhamos testado somente a concentracdo de 3mM, esta foi ideal para a
medida da atividade enzimética da GALNS em leucdcitos.

Utilizando doze amostras de leucdcitos foi observado que a média da
atividade com 10mM de MU-BGal-6S foi de 97,4+36,2nmol/17h/mg de proteina
enquanto que a média da atividade em 3mM de MU-BGal-6S foi de
24,0£9,36nmol/17h/mg de proteina, isso nos mostra que a atividade medida
com substrato na concentracdo de 10mM € 3,92 vezes maior do que aquela em
3mM.Quando divididol0mM por 3mM obtemos uma razdo de 3,33 vezes. A
correlacdo entre as medidas da atividade da GALNS nas duas concentracdes

de substrato testadas foi significativa (r de Pearson=0,9946; p<0,0001-figura 3).
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Figura 3: Correlagdo entre a medida da atividade enzimética da GALNS com substrato

MU-BGal-6S na concentracdo de 3mM e 10mM.

Estudo do efeito da temperatura (termoestabilidade) sobre a atividade

enzimatica da GALNS em leucodcitos de individuos normais

A curva de temperatura de inativacdo da GALNS estd demonstrada na
figura 4. A medida da atividade enzimatica das amostras de leucécitos de
individuos normais, utilizando substrato na concentracdo de 3mM, que foram
submetidas a pré-incubacdo em banho-maria (Marconi-MA 127) por 30 minutos
em 60°C, 70°C e 80°C foi de 116,3+24,4%; 43,5+22,0% e 0,37+0,17%
respectivamente, quando comparados com a atividade considerada 100% (0°C
na pré-incubacdo). A temperatura de 70°C foi considerada a ideal para o

estudo da inativacao pelo calor (figura 4).
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Figura 4: Curva de temperatura de inativagdo da enzima GALNS em leucdcitos de individuos

normais apés 30 minutos de pré-incubacao.

ApoOs a realizacdo da curva de temperatura, foi escolhida a temperatura de
70°C para a realizacdo do estudo da termoestabilidade da GALNS pré-
incubando-se em banho-maria as amostras de leucocitos de individuos normais
durante 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos antes da realizacdo do ensaio da medida
da atividade enzimatica. Como 100% de atividade enzimatica, ou seja,
atividade total, sem inativacdo enzimatica, foi considerado o resultado das
mesmas amostras incubadas a 0°C.

As atividades residuais da GALNS em leucdcitos apos 5, 10, 15, 20, 30 e
60 minutos de pré-incubacédo, comparada com as amostras ndo submetidas a
este tratamento térmico (100% de atividade) foram de 87,47+23,28%;
68,62+14,76%; 64,71+21,66%; 59,71+14,31%; 43,54+22,04% e 24,3314,93%,
respectivamente (figura 5).

Os resultados obtidos por ANOVA de uma via seguido pelo teste de

Bonferroni (figura 5) nos permitem observar que a 70°C ocorreu uma inativacéo
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gradual da enzima, sendo que a atividade enzimatica residual a partir de 30
minutos ja € significativamente menor (p<0,05) que a atividade da enzima a

0°C (100% de atividade).

atividade residual da GALNS {%)

S8 ,.9 '§’ ,bq‘
tempo (min)

Figura 5: Termoestabilidade da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucdcitos de
individuos normais. Atividade enzimatica reportada como porcentagem da atividade residual

comparada com amostras ndo submetidas a pré-incubacao (100% atividade) *p<0,05

Determinacdo dos valores de referéncia da medida da atividade da

GALNS em leucécitos de individuos normais e afetados com MPS IV A

Apés padronizada a técnica de medida de atividade da GALNS em
leucdcitos utilizando-se a concentracdo de substrato de 3mM, partiu-se para a
determinacdo dos valores de referéncias para a atividade enzimatica, tanto

para individuos normais como para pacientes com MPS IVA.
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Para tanto, foi medida a atividade enzimatica de dezesseis amostras de
leucécitos de individuos normais e de dois individuos com MPS IV A, a fim de
observar se era possivel diferencid-los. Os individuos normais obtiveram uma
média da atividade enziméatica da GALNS de 31,0+22,0nmol/17h/mg de
proteina e os afetados de 0,15+0,07 nmol/17h/mg de proteina. Os valores de
referéncia determinados para individuos normais e afetados foram de 11,0 a

101,4 e 0,1 a 0,2 nmol/17h/mg de proteina,respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Atividade da enzima GALNS em leucdcitos de individuos normais e afetados com
MPS IV A utilizando a concentracédo de substrato de 3mM

Individuos normais Individuos afetados

Média 31,08 0,15
Desvio Padrao 22,02 0,07
Minimo 11,80 0,10
Maximo 101,40 0,20
Mediana 20,70 0,15

Resultados expressos em nmo/17h/mg de proteina.

O ponto de corte entre os valores de atividade enzimatica da GALNS
encontrados em individuos normais e afetados foi estabelecido como 6,0
nmol/17h/mg de proteina, valor onde a sensibilidade e especificidade foi de

100% (Intervalo de Confianca de 95%) (Figura 6).
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Figura 6: Atividade da GALNS em leucécitos de individuos normais e afetados com MPS IV A

Medida da atividade da GALNS em SPF

Ensaio de atividade da GALNS em picote de 3mm de SPF com incubacao de
48h

Conforme citado na literatura (Camelier et al., 2011), foi testada a reacéo
enzimatica da GALNS em picotes de 3mm de SPF utilizando-se uma incubacéo
de 48h na primeira etapa e mais 6h na segunda etapa da técnica. O
procedimento foi realizado de acordo com o descrito e em nenhum dos testes
foram encontrados valores de atividade acima de zero nmol/48h/mL de sangue
total (Figura 7). No mesmo ensaio foram medidas as atividades enzimaticas em
leucécitos das amostras como controle da técnica em SPF. As amostras em
leucocitos apresentaram atividade normal (73,33+24,87nmol/17h/mg de

proteina).
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Figura 7: Atividade da GALNS em leucdcitos e SPF segundo técnica de Camelier et al. (2011).
Valores de atividade em leucdcitos reportados como médiazDP de nmol/17h/mg de proteina e

em SPF como nmol/48h/ml de sangue total. (n=3)

Ensaio de atividade da GALNS em picote de 3mm de SPF previamente eluido
com incubacédo de 46h

Seguindo o descrito por Fujisaki et al. (2013) foi realizada a analise de
medida da atividade da GALNS em SPF eluindo-se previamente um picote de
3mm em 100uL de agua destilada por 1h a temperatura ambiente e apos
realizado o ensaio enzimatico utilizando-se 20 pL do sobrenadante dessa
eluicdo e adicionando-se 40uL do substrato MU-BGal-6S. As amostras foram
entdo incubadas por 46h a 37°C e dado seguimento a técnica. Os resultados
obtidos mais uma vez foram abaixo de zero (Figura 8). No mesmo ensaio foram
medidas as atividades enziméticas em leucocitos das amostras como controle
da técnica em SPF. As amostras em leucdcitos apresentaram atividade normal

em relacdo ao tempo de 46h (2,4+0,1nmol/46h/mg de proteina).
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Figura 8: Atividade da GALNS em leucécitos e SPF segundo técnica de Fujisaki et al. (2013).
Valores de atividade em leucdcitos reportados como médiazDP de nmol/46h/mg de proteina e

em SPF como nmol/46h/ml de sangue total. (n=3)

Ensaios de curva de tempo de incubacao da técnica em SPF com picotes de 3
e 1,2mm

Como as duas técnicas anteriores ndo tiveram sucesso na medida da
atividade da enzima, a medida da atividade da GALNS em picotes de SPF
adaptada da técnica em leucocitos foi testada em diferentes tempos de
incubacéo a fim de investigar se a técnica seria reprodutivel. Os testes foram
realizados nos tempos de incubacéo de 14, 17, 20, 25, 30 e 35h para picotes
de 3mm e nos tempos de 1 e 35h para picotes de 1,2mm, utilizando-se o
substrato na concentracdo de 10mM.

N&o foi obtido nenhum resultado acima de zero nmol/tempo testado/mL
de sangue de total em nenhum dos tempos testados. Como a técnica em
leucdcitos necessita uma incubacdo a 37°C por 17h, somente utilizamos
leucocitos de individuos saudaveis com o objetivo de comparacdo entre as
técnicas neste tempo. A atividade média em dez leucécitos em 17h de

incubacéo foi de 115,3+68,23 nmol/17h/mg de proteina.
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DISCUSSAO

Nesse trabalho foram estudados alguns paréametros bioquimicos da
enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucécitos de individuos normais
e houve a tentativa de adaptar a técnica de medida dessa atividade enzimética
para sangue impregnado em papel filtro.

A determinacdo dos parametros bioquimicos da N-acetilgalactosamina-
6-sulfatase em leucdcitos de individuos normais € conveniente devido ao
avanco nos estudos clinicos de desenvolvimento da terapia de reposicao
enzimatica (Lampe et al, 2013) aos individuos afetados com
Mucopolissacaridose IV A, que até o momento sdo tratados paliativamente
(Montafio et al.,, 2007). Essa determinacdo também se torna importante na
distincdo dos grupos de: individuos saudaveis, afetados e heterozigotos para
MPS IV A, principalmente quando esta diferenciacéo exige o uso de estudos de
biologia molecular da GALNS. O custo da analise molecular e o grande namero
de mutacbes a serem pesquisadas (Harmatz et al.,, 2013) inviabiliza a
investigacdo do ponto de vista familiar e laboratorial, pois, na maioria das
vezes, 0 diagnostico da doenca deve ser rapido e simples para o
direcionamento ao inicio do tratamento.

Todas as nossas analises foram realizadas utilizando-se o substrato em
pH 4,3 como indicado no protocolo desenvolvido por van Diggelen et al. (2013).
Outros autores também justificam o uso de pHs similares em estudos com a
GALNS: Khalig et al. (2011) para espectrometria de massa em Tandem em
SPF e Glossl et al. (1981) para experimento radioativo em fibroblastos.

Mantivemos este pH, uma vez que a GALNS € uma hidrolase acida e por
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alguns autores ressaltarem que com o aumento do pH ocorre o decaimento da
atividade dessa enzima (Bielicki e Hopwood, 1991; Masue et al., 1991).

Na determinacdo dos parametros de Km e Vméax da GALNS realizada
em amostras de leucdcitos de individuos normais, o valor de Km encontrado
através do gréafico de Lineweaver-Burk foi de 7,16mM e a velocidade maxima
de 77,3nmol/17h/mg de proteina. Nossos resultados séo inéditos, ndo ha
dados na literatura para compara-los. Sdo apresentados somente valores de
Km de GALNS purificada de placenta humana (8uyM — Masue et al., 1991),
amnidcitos e vilosidade coribnica (5mM - Kleijer et al., 2000) e fibroblastos
(5mM - Kleijer et al., 2000; 15uM - Glossl et al., 1981). Rivera-Colon et al.
(2012) em seus estudos da estrutura e propriedades da GALNS purificada de
Trichoplusia ni encontrou, com o uso de substratos sintéticos, resultados de Km
com 4-MU-Gal-6S de 13+2mM e com 4-MU-S de 2,1+0,6mM e cita que 0 Km
de substratos naturais é de 0,05mM para QS e 0,01lmM para C6S. Embora
sejam células diferentes, o0 Km encontrado em nosso trabalho aproxima-se
daquele encontrado em amnidcitos, vilosidades coridnicas e fibroblastos por
Kleijer et al. (2000).

A técnica mais utilizada nos dias atuais e considerada como padréo ouro
no diagndstico para MPS IV A é aquela padronizada por van Diggelen et al.
(1990) em leucodcitos ou fibroblastos. Estes autores desenvolveram a técnica
utilizando um substrato artificial fluorogénico com um radical metilumbeliferil
gue mimetiza o acUcar terminal sulfatado encontrado em substratos naturais
facilitando a medida da fluorescéncia do produto (Rivera-Codlon et al., 2012). O
grupo do Dr. van Diggelen, originario da Holanda (Department of Clinical

Genetics, Erasmus University Medical Center, Rotterdam) purificam e
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comercializam este substrato. Como se trata de uma purificagdo em pequena
escala é dificil sua aquisi¢céo além do alto custo e dificuldades na importacao.
De modo a diminuirmos a quantidade de substrato a ser utilizada nos
ensaios, utilizamos uma concentragdo alternativa de acordo com a curva de
substrato para a GALNS que estabelecemos e conforme relatos de outros
autores (Fujisaki et al., 2013). A padronizacdo da técnica de medida da
atividade da enzima GALNS utilizando o substrato MU-BGal-6S na
concentracdo de 3mM teve correlagdo significativa com os resultados em
10mM. A concentracao de 10mM foi 3,92 vezes maior do que aquela de 3mM e
correspondeu a diminuicdo da concentracdo do substrato. van Diggelen et al.
(1990) propde que deve ser levado em consideracdo a economia do uso do
substrato sem a perda de sensibilidade na técnica, e isto foi aqui demonstrado.
Uma concentracdo menor de substrato ja foi utilizada no trabalho de
Kleijer et al. (2000) no diagnéstico pré-natal de MPS IV A utilizando amostras
de amnidcitos e vilosidade coridnica. O substrato estava na concentracao de
1,3mM abaixo do Km de 5mM citado no estudo. Porém esses autores relatam
gue para diferenciar heterozigotos com niveis baixos de atividade da GALNS
nessas amostras, o substrato deve estar na concentracdo proxima de 5 a
10mM. Quando utilizado o substrato na concentracédo de 6,6mM obtiveram um
acréscimo de 3 a 4 vezes no nivel de atividade da enzima. Conforme Wood et
al. (2013) utilizar maior concentracdo de substrato aumenta a sensibilidade da
técnica. A técnica original descrita em 1990 por van Diggelen et al. utilizava o
substrato na concentracdo de apenas 1mM e posteriormente foi adaptada para
a determinacéo do protocolo do substrato por eles sintetizado para 10mM (van

Diggelen et al, 2013).
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A partir dos resultados obtidos com a concentragdo de substrato de
3mM, nossos demais experimentos seguiram com esta concentracao.

O teste de termoestabilidade da GALNS em leucdcitos de individuos
normais realizada com pré-incubacdo em banho-maria por 30 minutos em
60°C, 70°C e 80°C nos mostrou que a temperatura de 60°C nao inativou a
atividade enzimatica e a temperatura de 80°C inativou completamente quando
comparados com a atividade considerada 100% (0°C de incubacéo).

A temperatura de 70°C foi escolhida para o estudo do efeito da
temperatura. Nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos de pré-incubacao
nesta temperatura foi possivel acompanhar o decaimento da atividade
enzimatica com a inativacao gradual da enzima. Comparando-se as atividades
residuais da GALNS em leucécitos com a atividade da enzima a 0°C (100% de
atividade) podemos observar que a mesma diminui a partir de 10 minutos,
porém a atividade enzimatica residual apenas foi significativamente menor a
partir de 30 minutos de pré-incubacdo. Esta enzima parece ter uma
termoestabilidade intermediaria ou mais estavel que outras hidrolases
lisossbmicas. O comportamento enzimatico frente ao calor ja foi descrito para
outras enzimas em individuos normais. A beta-glicosidase (Michelin et al.,
2005), a alfa-iduronidase (Mandelli et al., 2002) e a beta-galactosidase
(Sopelsa et al., 2000) em leucdcitos e a quitotriosidase em plasma (Wajner et
al., 2004) ja foram testadas e as atividades das enzimas de individuos normais
decaem significativamente em momentos diferentes (1 minuto a 60°C, 15
minutos a 50°C, 20 minutos a 42°C e 25 minutos a 60°C, respectivamente).

E importante definir o comportamento da enzima em leucdcitos de

individuos saudaveis pelo estudo da termoestabilidade para comparar com
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amostras de individuos afetados e heterozigotos que talvez ndo se comportem
da mesma maneira. Como heterozigotos para a doenca podem ter a atividade
sobreposta a de individuos normais (Fukuda et al., 1992), este seria um bom
parametro de distin¢do. Isto j& foi demonstrado por outros autores para MPS |
(Mandelli et al.,, 2002), GM1 (Coelho et al., 1999; Sopelsa et al., 2000) e
doenca de Gaucher (Wajner et al., 2004; Michelin et al., 2005).

Os valores de referéncias determinados para a atividade enzimatica da
GALNS de individuos normais e afetados com MPS IVA em leucdcitos
utilizando-se a concentracéo de substrato de 3mM foram de 11,0 a 101,4 e 0,1
a 0,2 nmol/17h/mg de proteina,respectivamente com um ponto de corte de 6,0
nmol/17h/mg de proteina. Nao ocorreu sobreposi¢édo do valor das atividades
entre individuos normais e afetados, demonstrando que é possivel distingui-los
com 0 uso da técnica em leucécitos utilizando o substrato na concentracdo de
3mM.

Resultados acima do ponto de corte sdo considerados normais, abaixo
do ponto de corte sdo considerados individuos com deficiéncia enzimatica da
GALNS que devem ser investigados e abaixo de 0,2nmol/17h/mg de proteina
pode-se considerar um individuo com MPS IV A. No protocolo desenvolvido
pela Moscerdam substrates (van Diggelen et al., 2013) os valores de referéncia
para amostras de leucdcitos dos controles é de 40—-70nmol/17h/mg (n=38) e
dos pacientes com MPS IV A de 0-0,8nmol/17h/mg (n=7). Os resultados
encontrados nesse estudo estdo de acordo com a técnica original.

Um estudo de Laradi et al. (2006) demonstrou que pacientes com MPS
IV A obtiveram resultado de 0,005 a 0,06nmol/h/mg de proteina de atividade

em leucécitos, menos que 1% da média dos normais que foi de 1,2 a
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4,6nmol/h/mg de proteina. Isso esta de acordo com nossos resultados, pois
aqui demonstramos que pacientes com MPS IV A apresentaram 0,5% da
meédia dos normais variando de 1,3 a 0,15% do valor minimo e maximo desses
individuos.

Devido as diferencas encontradas nos tipos de amostras utilizadas e das
adaptacbes de concentracdo de substrato e procedimento da técnica de
medida da atividade da GALNS nos laboratorios, € importante que cada local
de andlise estabeleca seus proprios valores de referéncia com amostras de
individuos saudaveis e afetados com MPS IV A.

A adaptacao da técnica da medida da atividade enzimatica da GALNS
em leucécitos para SPF tem como finalidade a utilizacdo deste material na
triagem de individuos com suspeita de MPS IV A. Assim, o diagndstico
definitivo seria realizado somente naqueles individuos cuja atividade em SPF
fosse abaixo da normalidade, pelo envio de sangue total para a separagcao de
leucocitos. Isto poderia proporcionar o diagnostico precoce da doenca e
direcionar os individuos afetados ao tratamento.

Outras MPS ja tém sido triadas com técnicas fluorimétricas e uso de
SPF: MPS |, II, llIB, VI e VII (Chamoles et al., 2001; Civallero et al., 2006;
Castilhos et al., 2014) com 6timos resultados.

Em nosso trabalho testamos a técnica fluorimétrica da medida de
atividade enzimatica da GALNS em picotes de 3mm de SPF com incubacédo de
48 horas proposta por Camelier et al. (2011). Esta técnica ndo pode ser
reproduzida. Utilizando amostras de SPF de individuos normais, ndo foi obtido
nenhum resultado de atividade enzimatica acima de zero. Além disso, o tempo

elevado para que a reacdo ocorra, quando comparada a outras técnicas para



55

doencas lisossémicas de depdsito realizadas em amostras de SPF (Civallero et
al.,, 2006; Castilhos et al.,, 2014) e a técnica original em leucdcitos (van
Diggelen et al., 1990) é uma desvantagem do método.

Como nao foi possivel realizar a técnica acima citada, resolvemos testar
a atividade da GALNS em picote de 3mm de SPF previamente eluido
incubando-se por 46h conforme Fujisaki et al. (2013). Os resultados obtidos
foram mais uma vez abaixo de zero, porém amostras de leucdcitos utilizadas
como controle do ensaio obtiveram resultado de atividade enziméatica normal.
Isso nos mostra que o procedimento foi realizado corretamente e o substrato
estava em perfeitas condi¢cdes de uso.

Na tentativa de padronizar a técnica em SPF, modificamos as condi¢des
de tempo de incubacéo a partir da técnica original em leucécitos (van Diggelen
et al., 1990). Os ensaios para a técnica em SPF, adaptada da técnica em
leucaocitos, foram realizados nos tempos da primeira incubacéo de 14, 17, 20,
25, 30, 35 e 48h para picotes de 3mm e nos tempos de 17 e 35h para picotes
de 1,2mm. Em nenhum dos tempos testados ocorreu atividade enzimatica
suficiente para ser detectada.

O insucesso na adaptacéao da técnica de leucocitos para SPF pode ter
sido causado pela menor quantidade de células presentes nesse tipo de
amostra (Wood et al., 2013). Porém, Khaliq et al. (2011) e Duffey et al. (2010)
obtiveram éxito quando outros substratos sintéticos para a medida da atividade
da GALNS em SPF por espectrometria de massa em Tandem. Ja Parkinson-
Lawrence et al. (2007) obtiveram uma diferenciacdo clara de afetados e

normais em ensaios de imunoquantificacdo da GALNS utilizando SPF.



56

Khalig et al. (2011) utilizando um outro substrato, umbeliferil-B-D-
galactose com um sulfato na posicdo 6, observaram no seu estudo que a
atividade em SPF foi menor que o nivel encontrado em amostras de sangue, e
gue a enzima foi estavel em papel filtro por até um ano a -20°C, porém a 37°C
a atividade diminuia em 50% apdés 3 dias. Nossos experimentos sempre foram
realizados com amostras recém-coletadas, descartando a possivel interferéncia
da temperatura de armazenagem das amostras. Demais estudos devem ser
realizados quanto a esse parametro.

Nos estudos de Chamoles et al. (2001) com enzimas lisossomais em
SPF é relatado que néo foi possivel adaptar técnicas fluorimétricas para MPS
lll tipo A, B,Ce D, e MPS IV A.

Desenvolver técnicas fluorimétricas de diagnostico de doencas
lisossomais em amostras de SPF € de grande importancia por se tratar de um
método pratico, de facil execucédo e de baixo custo e 0 uso de amostras de SPF
pode proporcionar a analise de mais de uma doenga em um mesmo ensaio.

Amostras de SPF oferecem vantagens em relacdo a amostras de
sangue total, como facilidade de transporte e armazenamento (uma vez que
para investigacdo de deficiéncia de enzimas estaveis podem ser enviadas a
temperatura ambiente), necessidade de volumes menores de reagentes
utilizados na reacdo (levando a menos custos na andlise), € uma metodologia
adequada de coleta de amostras de recém-nascidos e pode ser utilizado na
possivel andlise multipla de testes de atividade enzimatica em um unico SPF
(Chamoles et al., 2001; Castilhos et al., 2011; Lehman et al., 2011; Reuser et

al. 2011, Daitx et al., 2012).
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Técnicas em SPF ndo séo realizadas para fins de diagnostico, mas para
orienta-lo, recomenda-se que um resultado positivo seja confirmado por testes
de atividade da enzima em leucdcitos ou fibroblastos cultivados (Lehman et al.,
2011; Uribe e Giugliani, 2013). A utilizacdo de sangue impregnado em papel
filtro em triagem de recém-nascidos e populacfes de alto risco para MPS é (til
por oferecer a identificacdo da doenca e proporcionar o diagndstico,
intervencdo e tratamento dos individuos afetados antes do surgimento de
manifestacdes irreversiveis da doenca (Coutinho et al., 2012; Lehman et al.,
2011).

Infelizmente, a partir dos nossos protocolos, nao foi possivel desenvolver
e padronizar uma técnica para medida da atividade da enzima
N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em SPF de modo a triarmos individuos com

suspeita de MPS IV A.
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Conclusbes

1. Foi determinado o valor de Km de 7,16mM e Vmax de 77,3nmol/17h/mg de
proteina da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucdécitos de

individuos normais;

2. A técnica de medida da atividade enzimatica da GALNS em leucdcitos de
individuos normais utilizando menor concentracao de substrato foi adaptada
utilizando-se MU-BGal-6S 3mM obtendo uma correlacao significativa com a

técnica com substrato a 10mM;

3. A temperatura de 70°C causa a inativacao gradual da atividade da GALNS

em leucadcitos de individuos normais com o passar do tempo;

4. Foram estabelecidos os valores de referéncia em leucdcitos para individuos
normais e individuos afetados com MPS IV A utilizando-se a técnica com
substrato a 3mM de 11,0 a 101,4 e 0,1 a 0,2 nmol/17h/mg de proteina,

respectivamente, com um ponto de corte de 6,0 nmol/17h/mg de proteina.

5. Nao foi possivel adaptar a técnica da medida da atividade da enzima
N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucocitos para ser utilizada em

sangue impregnado em papel filtro.
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Perspectivas

o Determinar Km e Vméax da enzima GALNS em amostras de leucécitos
de individuos afetados com MPS IV A

. Aumentar o numero de individuos afetados com MPS IV A na
determinacado dos valores de referéncia

o Realizar estudo de pH étimo da enzima

o Desenvolver estudos de termoestabilidade em amostras de individuos
heterozigotos e individuos afetados com MPS IV A

. Outras tentativas de analise em SPF
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