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RESUMO 

 

As Mucopolissacaridoses são erros inatos do metabolismo, fazem parte das 
doenças lisossômicas de depósito e ocorrem devido à deficiência na atividade 
de enzimas que catalisam a degradação de glicosaminoglicanos. O objetivo 
desse estudo foi aperfeiçoar o diagnóstico bioquímico das Mucopolissacaridoses 
dos tipos I, VI e VII, estabelecendo o uso do tampão fosfato de sódio 20 mmol/L 
pH 7,0 (tampão universal - TU) e outros parâmetros bioquímicos. Nesse trabalho 
foi aprimorada a técnica de medida de atividade da beta-glicuronidase (GUSB), 
enzima deficiente na MPS VII, reduzindo a quantidade de reagentes em 4 vezes 
e a utilização do tamanho dos picotes de sangue impregnado em papel filtro 
(SPF) para 1,2 mm. Estudamos a cinética da atividade da GUSB determinando 
o pH ótimo (4,4), Km (1,25 mM), Vmáx (594,48 nmol/h/mL), termoestabilidade 
(inativação significante da enzima a partir de 60 min a 60 ºC) e tempo e 
temperatura de armazenamento (até 30 dias à 4, 25 e 37 ºC, acima de 60 dias à 
-20 ºC) e estabelecemos um intervalo de referência para a atividade da GUSB 
em amostras de indivíduos saudáveis nessa metodologia (174,4 nmol/h/mL a 
781,9 nmol/h/mL). Estabelecemos o uso do TU para determinação das 
atividades da alfa-iduronidase (IDUA), arilsulfatase B (ASB) e GUSB medindo a 
atividade enzimática em SPF eluído nesse tampão e correlacionamos com a 
técnica espectrofluorimétrica já padronizada para cada enzima em SPF de 1,2 
mm em amostras de indivíduos saudáveis. As correlações foram positivas e os 
coeficientes de validação da técnica estavam dentro dos limites aceitáveis. As 
médias de atividade determinadas para indivíduos saudáveis foram: 14,65 + 4,35 
nmol/h/mL (IDUA), 22,51 + 5,09 nmol/h/mL (ASB) e 531,92 + 121,05 nmol/h/mL 
(GUSB). Foram analisados parâmetros bioquímicos envolvidos em estresse 
oxidativo no plasma de indivíduos com MPS VI e comparados com MPS I e 
controles saudáveis. A medida da atividade da SOD não diferiu entre os grupos, 
a atividade de CAT encontrava-se diminuída tanto em MPS VI quanto em MPS I 
e a dosagem de TBARS estava aumentada em ambas as MPS em relação aos 
controles. A partir desse estudo, foi possível padronizarmos e aperfeiçoarmos 
novas técnicas para o diagnóstico laboratorial para a MPS I, VI e VII além de 
introduzir o estresse oxidativo como um possível marcador no uso da terapia de 
reposição enzimática.  

 
 

 

Palavras chave: mucopolissacaridoses, sangue impregnado em papel 
filtro, α-iduronidase, arilsulfatase B, β-glicuronidase. 
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ABSTRACT 

 

Mucopolysaccharidoses are inborn errors of metabolism, being part of lysosomal 
storage diseases and occuring due to deficiency in the activity of enzymes that 
catalyze the degradation of glycosaminoglycans. The aim of this study was to 
improve the biochemical diagnosis of Mucopolysaccharidoses of types I, VI and 
VII, establishing the use of 20 mmol/L sodium phosphate buffer pH 7.0 (universal 
extraction buffer - UEB) and other biochemical parameters. In this work, the 
activity measurement technique of beta-glucuronidase (GUSB), enzyme deficient 
in MPS VII, has been improved, reducing the amount of reagents in 4 times and 
using the size of dried blood spots (DBS) for 1.2 mm. We studied the kinetics of 
GUSB activity by determining the optimum pH (4.4), Km (1.25 mM), Vmax 
(594.48 nmol/h/mL), thermostability (significant inactivation of the enzyme from 
60min at 60 ºC) and storage time and temperature (up to 30 days at 4, 25 and 37 
°C, above 60 days at -20 °C) and established a reference range for GUSB activity 
in samples from healthy subjects in this methodology (174.4 nmol/h/mL at 781.9 
nmol/h/ mL). We established the use of TU to determine the activities of alpha-
iduronidase (IDUA), arylsulfatase B (ASB) and GUSB by measuring the 
enzymatic activity in DBS eluted in this buffer and correlated with the 
standardized spectrofluorometric technique for each enzyme in DBS of 1.2 mm 
in samples from healthy individuals. Correlations were positive and the validation 
coefficients of the technique were within acceptable limits. The activity means 
determined for healthy individuals were 14.65 ± 4.35 nmol/h/mL (IDUA), 22.51 ± 
5.09 nmol/h/mL (ASB) and 531.92 ± 121.05 nmol/h/mL (GUSB). Biochemical 
parameters involved in oxidative stress in the plasma of individuals with MPS VI 
and compared to MPS I and healthy controls were analyzed. Measurement of 
SOD activity did not differ between groups, CAT activity was decreased in both 
MPS VI and MPS I and the TBARS dosage was increased in both MPS compared 
to controls. From this study, it was possible to standardize and improve new 
techniques for laboratory diagnosis for MPS I, VI and VII, besides introducing 
oxidative stress as a possible marker in the use of enzyme replacement therapy. 
 
 
Key words: mucopolysaccharidoses, dried blood spots, universal extraction 
buffer, α-iduronidase, arylsulfatase B, β-glucuronidase. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

AH: ácido hialurônico 

ASB: arilsulfatase B 
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CAT: catalase  
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MPS VI: Mucopolissacaridoses tipo VI  

MPS VII: Mucopolissacaridoses tipo VII  

MPS: Mucopolissacaridoses 
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massas  

QS: queratan sulfato 
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SOD: superóxido dismutase 

SPF: sangue impregnado em papel filtro 

TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TRE: terapia de reposição enzimática 

TU: tampão universal 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 

  

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são um grupo fenotipicamente e 

geneticamente heterogêneo de doenças que ocorrem devido a alterações 

gênicas que causam a síntese inadequada de determinada enzima ou defeitos 

no transporte de proteínas (Karam et al., 2001; Mak et al., 2013). A ausência ou 

deficiência na atividade enzimática ocasiona o bloqueio de alguma rota 

metabólica, o que impede ou prejudica a transformação de um substrato em 

produto. Esse bloqueio pode causar o acúmulo do substrato da enzima 

deficiente, a falta do produto da reação ou o desvio do substrato para uma rota 

alternativa, capaz de acumular produtos tóxicos (El-Hattab, 2015; Karam et al., 

2001). 

Mais de 1000 EIM já foram identificados. Individualmente são raros, 

porém, em conjunto, possuem uma frequência significativa, tem sido relatado 

que a incidência cumulativa dos EIM é de mais de 1 em 800 ou 1000 nascidos 

vivos (El-Hattab, 2015; Mak et al., 2013). Essa incidência pode ser considerada 

mais alta quando consideramos a dificuldade no diagnóstico dessa classe de 

doenças. Como os EIM possuem manifestações clínicas em comum com outras 

doenças, a suspeita clínica de um EIM demora a ser considerada e direcionada 

para laboratórios especializados, onde geralmente os testes de identificação são 

realizados. Esses laboratórios devem estar preparados com técnicas de 

detecção rápidas e precisas para um diagnóstico confiável, o que demanda 

constante pesquisa e aprimoramento de métodos (de Castilhos et al., 2011). 
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1.2 DOENÇAS LISOSSÔMICAS DE DEPÓSITO 

 

As doenças lisossômicas de depósito (DLDs) são um grupo heterogêneo 

de mais de 50 EIM causados pela ausência ou deficiência de uma ou mais 

enzimas responsáveis pela degradação e reciclagem de macromoléculas (de 

Castilhos et al., 2011; Lampe et al., 2013; Wenger et al., 2003). A maioria é de 

herança autossômica recessiva ou ligada ao cromossomo X e resultam no 

acúmulo progressivo de metabólitos não degradados ou parcialmente 

degradados no interior dos lisossomos de várias células, tecidos e órgãos onde 

a substância deveria ser normalmente catabolizada em maiores quantidades 

(Lampe et al., 2013; Saudubray e Charpentier, 2014). 

As DLDs podem ser classificadas de diferentes modos, sendo que a 

classificação considerada mais útil é aquela baseada na enzima ou proteína 

deficiente, sendo que uma mesma enzima pode causar o acúmulo de substratos 

diferentes. Desse modo, a classificação mais comum e clinicamente aceita é em 

função do tipo de substrato que se acumula nos lisossomos: esfingolipidoses, 

mucopolissacaridoses, glicoproteinoses, mucolipidoses, oligossacaridoses e 

glicogenoses (Ballabio e Gieselmann, 2009; Ferreira e Gahl, 2017; Futerman  e 

van Meer, 2004). 

 

1.3 MUCOPOLISSACARIDOSES 

 

As mucopolissacaridoses (MPS) são DLDs, causadas pela deficiência na 

atividade de enzimas que catalisam a degradação de glicosaminoglicanos 
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(GAGs). Essas doenças são crônicas e progressivas e ocorrem por causa do 

bloqueio na rota de degradação de um ou mais GAGs nos lisossomos das 

células, resultando na disfunção da célula, tecido e consequentemente do órgão 

(Clarke et al., 2012; Coutinho et al., 2012; Lehman et al., 2011; Neufeld e 

Muenzer, 2014).  

Existem cinco tipos de GAGs: heparan sulfato (HS), condroitin sulfato 

(CS), dermatan sulfato (DS), ácido hialurônico (AH) e queratan sulfato (QS). Os 

GAGs são cadeias de heteropolissacarídeos longas, lineares, de carga negativa, 

compostas por uma unidade de dissacarídeo que se repete e são sulfatados em 

diferentes graus (exceto AH). Geralmente estão associados a pequenas 

quantidades de proteínas formando proteoglicanos (Champe et al., 2007; Nelson 

e Cox, 2008; Smith et al., 2007). 

Devido à grande quantidade de cargas negativas essas moléculas se 

repelem e são cercadas por grande quantidade de moléculas de água, então 

adquirem uma consistência mucóide, viscosa, que tem função lubrificante e de 

resistência protegendo, por exemplo, mucosas e fluído sinovial (Champe et al., 

2007). Os GAGs, exceto o AH, se originam da clivagem proteolítica de 

proteoglicanos que existem na matriz extracelular e são direcionados aos 

lisossomos onde são degradados por hidrolases ácidas (enzimas que têm seu 

pH ótimo de atividade de aproximadamente 5). A degradação progressiva dos 

GAGs requer 11 enzimas diferentes: quatro glicosidases, cinco sulfatases, uma 

endoglicosidase e uma transferase não hidrolítica (Coutinho et al., 2012; Neufeld 

e Muenzer, 2014). 

 As MPS foram classificadas em diferentes tipos (Tabela 1), de acordo 

com a enzima que se encontra deficiente e os graus de comprometimento clínico. 
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As onze enzimas conhecidas dão origem a sete tipos de MPS (Breier et al., 2017; 

Cobos et al., 2015; Tomatsu et al., 2013).  

 

Tabela 1: Classificação das mucopolissacaridoses 

TIPOS DE 
MPS 

EPÔNIMO ENZIMA DEFICIENTE 
GAGs 

ACUMULADOS 

IH Hurler α-L-Iduronidase DS, HS 

IS Scheie α-L-Iduronidase DS, HS 

IH/S Hurler-Scheie α-L-Iduronidase DS, HS 

II (grave) Hunter (grave) Iduronato-2-sulfatase DS, HS 

II (leve) Hunter (leve) Iduronato-2-sulfatase DS, HS 

IIIA Sanfilippo A Heparan N-sulfatase HS 

IIIB Sanfilippo B α-N-Acetilglicosaminidase 
HS 

IIIC Sanfilippo C Acetil-Coa:α-glicosaminaacetiltransferase 
HS 

IIID Sanfilippo D N-Acetilglicosamina-6-sulfatase 
HS 

IVA Morquio A N-acetilgalactosamina-6-sulfatase QS, C6S 

IVB Morquio B β-galactosidase QS 

V não utilizado,  - - 

VI 
Maroteaux-

Lamy 
N-acetilgalactosamina-4- sulfatase DS 

VII Sly β-glicuronidase DS, HS, C4S, C6S 

VIII não utilizado - - 

IX Natowicz Hialuronidase AH 

Fonte: adaptada de Neufeld e Muenzer, 2014; Muenzer, 2004. 
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 As MPS atingem o organismo de modo sistêmico e progressivo, os 

indivíduos afetados devem ser acompanhados por uma equipe multidisciplinar a 

fim de proporcionar tratamentos paliativos e permitir uma melhora na qualidade 

de vida desses pacientes. O diagnóstico precoce pode adiar ou prevenir o 

desenvolvimento de patologias irreversíveis e contribuir no prognóstico para as 

MPS que são passíveis de tratamentos (Coppa et al., 2012; Lehman et al., 2011; 

Muenzer, 2014). 

Alguns tratamentos que permitem a restauração parcial da atividade 

enzimática ou inibição da síntese de GAGs já são utilizados ou estão em estudo 

como: terapia de reposição enzimática (TRE), já disponível para MPS I, II, IVA e 

VI (Auray-Blais et al., 2012; Coutinho et al., 2016; Martell et al., 2011; Politei et 

al., 2014; Poswar et al., 2017; Tomatsu et al., 2013), transplante de medula 

óssea (Neufeld e Muenzer, 2014), transplante de células-tronco 

hematopoiéticas,  inibidores da síntese do substrato e terapia gênica (Giugliani 

et al., 2016; Poswar et al., 2017; Tomatsu et al., 2013).  

Apesar desses avanços recentes, a falta de conhecimento sobre a 

doença, a não especificidade dos sintomas e as manifestações clínicas 

variáveis, frequentemente impedem o diagnóstico rápido e preciso. Para 

pacientes com fenótipos leves, o tempo entre a identificação dos primeiros 

sintomas e o diagnóstico, muitas vezes é de anos, às vezes décadas (Lampe et 

al., 2013; Lehman et al., 2011). 

É importante aprimorar técnicas já existentes de diagnóstico laboratorial 

para as MPS e também disponibilizar, para a comunidade científica, métodos 

que diminuam o tempo de análise bem como reduzam o custo da triagem para 

os indivíduos com suspeita dessas doenças.  
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1.3.1 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO I 

 

 A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) se subdivide em síndrome de Hurler 

(MPS IH, OMIM #607014), Hurler-Scheie (MPS IH/S, OMIM #607015), ou Scheie 

(MPS IS, OMIM #607016), forma grave, intermediária e atenuada da doença, 

respectivamente. É causada pela deficiência da enzima lisossômica α-

iduronidase (IDUA, E.C. 3.2.1.76) levando ao acúmulo dos GAGs DS e HS nos 

lisossomos de indivíduos afetados (Neufeld e Muenzer, 2014).  

O diagnóstico da MPS I é confirmado por um nível baixo ou indetectável 

da enzima IDUA no plasma, leucócitos ou nos fibroblastos da pele, e por uma 

concentração alta dos GAGs na urina (Neufeld e Muenzer, 2014).  

 

1.3.2 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO VI  

 

A mucopolissacaridose do tipo VI (MPS VI, OMIM #253200) ou síndrome 

de Maroteaux-Lamy tem como causa a deficiência na enzima arilsulfatase B 

(ASB, E.C.3.1.6.12), acumulando apenas DS (Neufeld e Muenzer, 2014; Politei 

et al., 2014).  

O diagnóstico, assim como para as outras MPSs, é realizado através da 

medida da atividade da enzima deficiente em leucócitos e pela quantidade de 

GAGs acumulada na urina dos pacientes (Politei et al., 2014; Wood et al., 2012).  

 

1.3.3 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO VII 
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 A mucopolissacaridose tipo VII (MPS VII, OMIM #253220), 

denominada síndrome de Sly é causada pela deficiência da enzima  

β-glicuronidase (GUSB, EC 3.2.1.31), o que impossibilita a degradação de 

resíduos de ácido glicurônico contido nos GAGs DS, HS e CS. Seu diagnóstico 

definitivo se dá pela deficiência dessa enzima medida em amostras de leucócitos 

(Coutinho et al., 2012; Montaño et al., 2016; Nampoothiri et al., 2008; Sly et al., 

1973). 

 

1.4 DIAGNÓSTICO DAS MUCOPOLISSACARIDOSES 

 

 A partir da suspeita clínica de uma MPS, amostras de urina e sangue 

devem ser encaminhadas à laboratórios de referência em diagnóstico de DLDs 

para que a elucidação da doença seja realizada o mais breve possível. A 

pesquisa laboratorial inicia-se pela identificação de qual GAG se encontra com 

excreção aumentada na amostra de urina, para então direcionar para a medida 

da enzima específica que poderá ser realizada em sangue impregnado em papel 

filtro (SPF) ou em amostras de plasma ou leucócitos. Quando o transporte de 

amostras for dificultado, o envio de SPF é priorizado na triagem das MPS (Breier 

et al., 2014; de Castilhos et al., 2011). 

A triagem para MPS consiste de testes quantitativos e qualitativos que 

identificam o aumento e o tipo de GAG acumulado na urina dos indivíduos 

afetados, podendo distinguir os tipos de MPS, mas não seus subtipos. A 

dosagem de GAGs e a eletroforese para identificação do tipo de GAG excretado 

em cada MPS já foram descritas e padronizadas em urina de coleta ocasional, e 

impregnada em papel filtro (Breier et al., 2014). Assim como em outras DLDs, a 
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medida da atividade da enzima responsável pelo acúmulo do GAG observado, 

pode ser realizada em SPF, na triagem para MPS (Breier et al., 2014; de 

Castilhos et al., 2011). 

O diagnóstico definitivo das MPS é realizado por ensaio enzimático e é 

confirmado quando há um nível baixo ou indetectável da atividade da enzima 

envolvida em cada doença em amostras de plasma, leucócitos ou fibroblastos 

da pele correlacionando com a concentração elevada de GAGs na urina e com 

os achados clínicos (Muenzer, 2004; Schwartz, 2001).  

Recentemente algumas técnicas espectrofluorimétricas de quantificação 

da medida das atividades enzimáticas em SPF, no diagnóstico das MPS, foram 

aprimoradas e tiveram seus parâmetros bioquímicos estudados (Breier et al., 

2017; Castilhos et al., 2014) para a utilização no diagnóstico dessas doenças 

visando a redução do tempo de análises. Além de técnicas 

espectrofluoriméticas, também são utilizadas técnicas de análises em 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas 

(MS/MS) na medida da atividade enzimática em SPF. A maior limitação do 

método de MS/MS se refere a possibilidade de obter-se resultados falso 

negativos em indivíduos com fenótipos leves (Tomatsu et al., 2013). 

 

1.5 TÉCNICAS EM SANGUE IMPREGNADO EM PAPEL FILTRO 

 

 Nos últimos anos, técnicas de medida da atividade enzimática em SPF 

foram desenvolvidas e padronizadas com o objetivo de triar indivíduos afetados 

com DLDs, incluindo as MPS (Castilhos et al., 2014; Chamoles et al., 2001; 

Civallero et al., 2006). As amostras de SPF são utilizadas apenas como 
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metodologia de triagem e não como diagnóstico final, pois as quantificações 

espectrofluorimétricas realizadas através da clivagem de um substrato artificial 

(geralmente ligado a um radical 4-metilumbeliferil) medem a atividade enzimática 

total e não a específica como em leucócitos, plasma ou fibroblastos. Resultados 

falso-positivos podem então, ser encontrados nas técnicas realizadas com 

amostras de SPF, devido a variações no volume de sangue impregnado no 

papel, tamanho do picote, modo de eluição do picote e tempo e temperatura de 

armazenamento (Goldim et al., 2012; Reuser et al., 2011). 

Apesar das dificuldades encontradas no uso dessas amostras, elas 

possuem vantagens em comparação com as amostras de sangue total e 

fibroblastos, pois são de fácil transporte, podem ser enviadas sem necessidade 

de refrigeração (Rodrigues et al., 2009), são de fácil armazenagem, preservam 

a atividade de algumas enzimas por seis meses em temperatura ambiente e até 

dois anos a 4°C (de Castilhos et al., 2011) e utilizam menor volume de reagentes 

(Civallero et al., 2006). Além disso, a metodologia em SPF reduz o tempo de 

análise, pois elimina as etapas de separação e lise de leucócitos ou de cultura 

de fibroblastos permitindo menor manipulação e perda de material.  

Como a maioria das MPS atualmente possui tratamento ou esse encontra-

se em estudos clínicos para sua implantação, e esse tratamento melhora a 

qualidade de vida dos portadores retardando o progresso da doença, torna-se 

imprescindível o uso de uma triagem rápida e efetiva. A medida da atividade 

enzimática em SPF tem então por vantagem, facilitar o envio de amostras de 

diferentes locais do Brasil e de outros países para laboratórios de referência e 

pesquisa de doenças lisossomais, facilitando assim o diagnóstico da MPS e 

consequentemente a precoce implantação do tratamento (Coutinho et al., 2012). 
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1.6  TAMPÃO UNIVERSAL  

 

 As técnicas para medida da atividade enzimática em SPF, tanto 

espectrofluorimétricas como em MS/MS, normalmente utilizam um ou mais 

picotes para a medida de uma única enzima por vez. Isso aumenta a quantidade 

de material biológico a ser utilizado, principalmente se estamos realizando a 

triagem de mais de uma MPS. 

Para facilitar e ampliar o uso de uma mesma amostra de SPF para a 

triagem de mais de uma doença, já foi proposto por alguns autores o uso do 

tampão universal (TU) em técnicas de MS/MS (Chace e Kalas, 2005; Li et al., 

2004a). Essas técnicas utilizam um tampão para eluir um único picote de SPF e 

assim determinar a atividade enzimática de mais de uma enzima. 

A vantagem do uso desse tampão em técnicas espectrofluorimétricas, 

principalmente naquelas de triagem para MPS, é que além de podermos utilizar 

um mesmo picote para triar mais de uma MPS diminuindo os custos do exame, 

a espectrofluorimetria é bem mais acessível, principalmente em laboratórios que 

não possuem equipamentos mais caros e complexos como um espectrômetro 

de massa. 

O TU é uma solução utilizada como tampão de eluição único com a função 

de reidratar amostras de sangue que foram impregnadas em papel filtro. A 

utilização desse tampão para eluição de uma amostra de SPF possibilita a 

quantificação de diversas enzimas a partir do mesmo eluato e reduz o volume 

de amostra necessário para esses ensaios. O emprego desse tipo de tampão foi 

descrito por Li et al. (2004b) para realização de um ensaio multiplex para cinco 
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enzimas lisossômicas através de espectrofotometria de massa e era constituído 

de fosfato de sódio 20 mmol/L pH 7,0.  

Muitos estudos de triagem na área de DLD aplicaram o uso de TU para 

investigação de doenças como Gaucher, Pompe, Fabry, MPS I, Krabbe e 

Niemann-Pick A/B (Duffey et al., 2010; Gelb et al., 2006; Li et al., 2004b; Metz et 

al., 2011; Zhang et al., 2008) para quantificação das atividades enzimáticas 

lisossomais em SPF por técnicas de espectrometria de massas. A principal 

vantagem dessas técnicas é a pequena quantidade de amostra para realização 

do ensaio, reduzindo a quantidade de amostra utilizada e aumentando a 

segurança dos resultados uma vez que a eluição reduz as variações causadas 

pela distribuição não homogênea do sangue pelo papel filtro (Duffey et al., 2010; 

Li et al., 2004a). Porém o custo do equipamento (espectrofotômetro de massa) 

é muito alto, o que deixa esse tipo de técnica inviável para pequenos centros de 

diagnóstico.  

Para uma eluição eficiente do SPF muitos fatores são críticos, como 

tamanho do picote, volume do TU, melhor tempo e temperatura de eluição e 

melhor tempo e temperatura de armazenamento das amostras eluídas em TU. 

É necessário eleger as condições que forneçam uma atividade enzimática 

específica compatível com o ensaio realizado individualmente e, na medida do 

possível, com uma alta leitura de atividade para todas as enzimas em análise (Li 

et al., 2004b). A análise do efeito de tempo e temperatura de eluição do picote 

de SPF em TU para a medida de atividades enzimáticas por espectrofluorimetria 

já foi realizado por nosso grupo de pesquisa utilizando-se a medida da atividade 

das enzimas beta-glicosidase e quitotriosidase visando o diagnóstico da Doença 

de Gaucher  e apresentou resultados promissores (Goldim et al., 2012). 
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1.7 MARCADORES BIOQUÍMICOS NO ESTUDO DAS DLDS 

 

 Um biomarcador é geralmente um analito que indica a presença, extensão 

e progresso de um processo biológico que está diretamente ligado às 

manifestações clínicas e ao desfecho de uma doença. Os biomarcadores têm 

relevância nas DLDs devido ao desenvolvimento de medidas terapêuticas 

principalmente a TRE. Existem dois tipos principais, o grupo de moléculas onde 

o acúmulo aumenta como resultado da função lisossomal defeituosa e 

representam o armazenamento do substrato da enzima ou proteína deficiente na 

doença e o grupo que tem relação indireta entre o biomarcador e o defeito 

lisossômico e reflete os efeitos nas funções da célula, tecido e órgão (Bobillo 

Lobato et al., 2016; Clarke et al., 2012). 

O principal marcador bioquímico das MPS é a identificação dos GAGs que 

se acumulam nos lisossomos. Os GAGs podem ser identificados na urina de 

indivíduos afetados, onde são parcialmente excretados. A identificação do 

aumento de excreção e do tipo de GAG facilita o início do diagnóstico por auxiliar 

na distinção dos diferentes tipos de MPS e a sua quantificação é importante no 

acompanhamento do tratamento com TRE, embora já esteja comprovado que 

depois de um certo tempo de tratamento, ocorre uma estabilização na 

quantidade de GAG excretado e esse marcador deixa de auxiliar na resposta ao 

tratamento (Clarke et al., 2012; Lawrence et al., 2014). Esse biomarcador torna-

se ineficiente somente nos casos de MPSs que acumulam o mesmo tipo de GAG 

como a MPS I e II, por exemplo. 
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Além desse marcador bioquímico podemos considerar o estudo da 

cinética enzimática como metodologia simples e capaz de diferir indivíduos 

afetados, heterozigotos e normais, e o estresse oxidativo como marcador indireto 

da progressão da doença. 

 

1.7.1 ESTRESSE OXIDATIVO COMO MARCADOR BIOQUÍMICO NAS 

MUCOPOLISSACARIDOSES  

 

Os níveis elevados de espécies reativas de oxigênio (EROS) têm sido 

associados ao estresse oxidativo (EO) e a inflamação, sendo resultado das 

alterações das características celulares, causadas por mudanças nas vias 

metabólicas de indivíduos com EIM (Donida et al., 2015; Preissler et al., 2016; 

Sirtori et al., 2005). Já existem trabalhos na literatura associando o EO com 

algumas DLDs (Chimenti et al., 2015; Mello et al., 2015; Müller et al., 2012; Ribas 

et al., 2012; Roversi et al., 2006). O envolvimento de EROS com MPS já foi 

descrito para o tipo I (Campos e Monaga, 2012; Pereira et al., 2008; Reolon et 

al., 2009) tipo II (Filippon et al., 2011; Negretto et al., 2014), tipo IIIA (Arfi et al., 

2011), tipo IIIB (Villani et al., 2009) e tipo IVA (Donida et al., 2015). 

Dentre as principais defesas antioxidantes do organismo estão as 

enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Halliwell, 1994). A SOD 

converte ânion superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2) 

como um substrato para a catalase, que converte o H2O2 em água e uma 

molécula de oxigênio. (Filippon et al., 2011; Kolling et al., 2014; Rahman, 2007). 

Para a determinação de peroxidação lipídica se utiliza como biomarcador a 
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medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Vasconcelos et 

al., 2007). 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Aperfeiçoar o diagnóstico bioquímico das Mucopolissacaridoses dos tipos 

I, VI e VII, estabelecendo o uso do tampão fosfato de sódio 20 mmol/L pH 7,0 

(tampão universal), bem como a avaliação de parâmetros de estresse oxidativo.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Capítulo I:  

 

1. Aprimorar a técnica de medida de atividade enzimática da beta-glicuronidase 

(MPS VII) reduzindo a quantidade de reagentes e o tamanho dos picotes de 

sangue impregnado em papel filtro; 

 

2. Determinar os parâmetros bioquímicos de pH ótimo, Km (constante de 

Michaelis-Menten), Vmáx (velocidade máxima), termoestabilidade e tempo e 

temperatura de armazenamento da beta-glicuronidase; 

 

3. Estabelecer um intervalo de referência para a atividade da beta-glicuronidase 

em amostras de indivíduos saudáveis. 
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Capítulo II: 

 

1. Medir a atividade enzimática em sangue colhido em papel filtro das 

enzimas deficientes na MPS I, VI e VII com o uso do Tampão Universal 

preparado com Fosfato de Sódio 20mmol/L pH 7,0;  

 

2. Correlacionar a medida da atividade das enzimas em tampão universal 

com a técnica espectrofluorimétrica já padronizada para cada enzima em 

sangue impregnado em papel filtro de 1,2mm em amostras de indivíduos 

saudáveis. 

 

Capítulo III: 

 

1. Medir as atividades das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase 

(CAT) e medir substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no 

plasma de indivíduos com MPS VI; 

 

2. Comparar esses parâmetros com aqueles de indivíduos com MPS I e 

controles saudáveis. 
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Capítulo I 

Artigo: Beta-glucuronidase activity in dried blood spots: Reduced technique 

with biochemical parameters determined 

 

Publicado em Cinical Biochemistry 

 

Cé, J., Rodrigues, M.T., Käfer, E.T., da Costa Moraes, V., Coelho, J.C., 2017. 

Beta-glucuronidase activity in dried blood spots: Reduced technique with 

biochemical parameters determined. Clin. Biochem., 50:1243-1248. 

doi:10.1016/j.clinbiochem.2017.09.022  
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Capítulo II 

Artigo: Spectrofluorimetric Measurement of the Enzyme Activity of Alpha-

Iduronidase, Arylsulfatase B, and Beta-Glucuronidase in DBS using Universal 

Extraction Buffer 

 

Submetido à Clinica Chimica Acta  

 

Cé, J., Coelho, J.C., 2018. Spectrofluorimetric Measurement of the Enzyme 

Activity of Alpha-Iduronidase, Arylsulfatase B, and Beta-Glucuronidase in 

DBS using Universal Extraction Buffer 
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Capítulo III 

Artigo: Analyses of oxidative stress biomarker in Mucopolysaccharidosis VI 

compared with Mucopolysaccharidosis I and healthy controls 

 

 

Publicado em Gene Reports 

 

Cé, J., de Mello, A.S., da Costa Moraes, V., Kafer, E., Frusciante, M., Kneib, L., 

Funchal, C., Dani, C., Coelho, J.C., 2016. Analyses of oxidative stress 

biomarkers in Mucopolysaccharidosis VI compared with 

Mucopolysaccharidosis I and healthy controls. Gene Reports, 5:130–133. 

doi:10.1016/j.genrep.2016.10.005 
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DISCUSSÃO 

 

As MPS não possuem cura. Os tratamentos disponíveis hoje em dia, 

visam prevenir a progressão dos sintomas além de serem paliativos no manejo 

da dor e complicações (Lawrence et al., 2014).  

Os sinais clínicos, incluindo hepatoesplenomegalia, diminuição de visão e 

audição, dificuldade de respiração pelo excesso de muco nas vias aéreas, 

displasia esquelética, rigidez articular, anormalidades cardíacas, além do 

comprometimento do sistema nervoso central em alguns tipos de MPS, por 

serem comuns aos diferentes tipos dessas doenças, dificultam a diferenciação 

clínica de qual tipo de MPS o paciente é portador (Poswar et al., 2017). Sendo 

assim, métodos laboratoriais eficazes e capazes de diferenciar o tipo de MPS 

em questão, são importantes, de modo a ser introduzido o tratamento mais 

adequado, que vai variar de acordo com a deficiência enzimática apresentada. 

Por serem doenças crônicas e progressivas (Neufeld e Muenzer, 2014),  

quanto mais precoce for o diagnóstico das MPS, mais rápido pode ser 

introduzido o tratamento com o objetivo de melhorar a qualidade de vida ou 

mesmo impedir a progressão da doença (Breier et al., 2014). Mesmo nos casos 

em que ocorre comprometimento neurológico, onde é sabido que a TRE não tem 

capacidade de atravessar a barreira hemato-encefálica (Poswar et al., 2017), o 

tratamento precoce auxiliaria na prevenção das manifestações cardíacas e 

esqueléticas inerentes a essas doenças.  

A maneira de impedir que essas doenças genéticas cheguem, portanto, a 

causar danos irreversíveis nos indivíduos afetados é diagnosticá-las por meio de 

técnicas rápidas e precisas que permitam a fácil identificação com um baixo 

custo de análise. Para que essas enfermidades possam ser triadas em grande 
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escala, a utilização do SPF é priorizado, pois permite o envio dessas amostras 

por longas distâncias, é estável em ampla faixa de temperatura e é protegido de 

interferência de umidade (Sharma et al., 2014; Wagner et al., 2016).  

Técnicas para o diagnóstico de MPS I, VI e IVA já foram padronizadas e 

tiveram seus parâmetros bioquímicos analisados com a utilização de picotes de 

SPF de 1,2 mm (Breier et al., 2017; Castilhos et al., 2014). Outras MPS ainda 

não tiveram suas técnicas modificadas e adaptadas, o que facilitaria a análise e 

diminuiria os custos do diagnóstico.  

Nesse estudo, nós padronizamos a técnica de medida da atividade da 

enzima GUSB para o diagnóstico da MPS VII em SPF de 1,2 mm e 

caracterizamos alguns parâmetros como Vmáx, Km e resposta da atividade 

enzimática à temperatura, de modo que esses dados possam auxiliar, 

futuramente, na diferenciação entre esses indivíduos e heterozigotos ou 

indivíduos normais. Também padronizamos a medida da atividade dessa 

enzima, bem como de outras duas enzimas deficientes em outros tipos de MPS, 

como a ASB (MPS VI) e a IDUA (MPS I), em SPF após extração do mesmo em 

tampão de extração universal e por último, diferenciamos pacientes com MPS I 

daqueles com MPS VI e de indivíduos normais quanto à resposta ao EO, como 

mais um biomarcador no diagnóstico dessas doenças. Esperamos que os 

resultados aqui obtidos e abaixo discutidos, sirvam para auxiliar em um melhor 

entendimento das MPS e auxiliem também no diagnóstico dessas doenças. 

Iniciamos nosso estudo padronizando a técnica para medida da atividade 

da GUSB em SPF de 1,2 mm de diâmetro, visando a diminuição da utilização de 

reagentes e quantidade de amostra de SPF, obtendo assim um menor custo na 

realização das análises de diagnóstico.  
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Assim, correlacionamos as análises realizadas com picotes de SPF de 3 

mm (técnica original, previamente padronizada por Civallero et al., 2006) com a 

nova técnica utilizando picotes de SPF de 1,2 mm levando em consideração a 

diminuição na quantidade de reagentes em 2,5 e 4 vezes. Obtivemos correlação 

positiva significativa entre os resultados da medida da atividade da GUSB entre 

o SPF de 3 mm e o SPF de 1,2 mm com os reagentes da técnica reduzidos tanto 

2,5 quanto 4 vezes. Esses resultados nos mostram que é possível realizar a 

medida da atividade da GUSB com um diâmetro menor do SPF e uma redução 

no volume dos reagentes, assim como já foi feito com outras hidrolases 

lisossômicas (Castilhos et al., 2014; Goldim et al., 2012). Essa miniaturização da 

técnica de diagnóstico de MPS VII permite a economia de amostra, que pode 

então ser utilizada na triagem de outros EIM, e de reagentes, diminuindo o custo 

da análise. 

Os resultados obtidos na validação da técnica miniaturizada indicam que 

os três coeficientes de variação das análises intraensaio (9,3%), interensaio 

(11,9%) e interpessoal (9,4%) estão dentro do valor aceitável. Isso demonstra a 

precisão e a reprodutibilidade da técnica utilizada. De acordo com vários autores 

um coeficiente de variação aceitável é de até 20% (Lukacs et al., 2011; Müller et 

al., 2010; Olivova et al., 2009).  

Com a técnica com SPF 1,2 mm tendo correlação significativamente 

positiva com o método de 3 mm e estando validada de acordo com os 

coeficientes de variação, seguimos nossos estudos caracterizando a enzima em 

relação ao pH ótimo, parâmetros cinéticos, termoestabilidade enzimática, tempo 

de estoque e temperatura de armazenamento e à determinação do intervalo de 
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referência. Para isso, escolhemos a redução de 4 vezes nos reagentes por 

representar maior economia dos mesmos.  

Foi determinado o pH de 4,4 como pH ótimo da enzima. A técnica com 

picote de 3 mm descrita por Civallero et al. (2006), utiliza como pH para o ensaio 

enzimático o pH 4,8, utilizado por tratar-se do mesmo pH utilizado na técnica de 

medida de atividade da GUSB em plasma. Pela primeira vez, estudos de pH 

ótimo são realizados na medida da atividade enzimática em sangue colhido em 

SPF. O pH de 4,4 foi, então, utilizado nas demais análises da técnica com SPF 

1,2mm. 

O Km da GUSB em SPF de indivíduos saudáveis foi calculado em 1,25 

mM e a Vmáx encontrada foi de 594,48 nmol/h/mL. Não há na literatura outros 

trabalhos citando dados cinéticos para essa enzima, não sendo possível a 

comparação. 

A termoestabilidade da GUSB foi determinada através do estudo da 

inativação pelo calor à temperatura de 60 ºC, mesma temperatura de pré-

incubação utilizada para a enzima beta-glicosidase em leucócitos de indivíduos 

afetados e heterozigotos de Doença de Gaucher (Michelin et al., 2005). Os 

resultados obtidos por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni nos 

permitiram observar que à 60 oC, desde 5 até 120 minutos, ocorreu uma 

inativação gradual da enzima, e a atividade enzimática residual foi 

significativamente menor (p<0.05) que a atividade da enzima à 4 ºC (100% de 

atividade) a partir de 60 minutos. Não foi possível, devido à quase inexistência 

de indivíduos afetados vivos com MPS VII em nossa região, compararmos a 

termoestabilidade da enzima em amostras de afetados. Em um futuro, estudos 

de termoestabilidade da enzima GUSB em heterozigotos obrigatórios poderiam 
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ser realizados. Isso permitiria separar os grupos de indivíduos saudáveis de 

afetados e seus heterozigotos devido à inativação ou não da enzima. Estudos 

semelhantes já foram realizados com outras enzimas lisossômicas (beta-

glicosidase, quitotriosidase, alfa-iduronidase) permitindo a distinção de 

indivíduos que, somente pela medida da atividade enzimática, não seriam 

identificados (Mandelli et al., 2002; Michelin et al., 2005; Wajner et al., 2004).  

Quando medimos a atividade da GUSB em várias temperaturas e tempos 

de armazenamento, observamos uma estabilidade da atividade da mesma. 

Pelos resultados apresentados, observamos que o decaimento da atividade da 

enzima só vai se dar após 45 dias de armazenamento a uma temperatura de 37 

ºC. Isso permite que a amostra seja colhida e guardada até o momento do envio 

(não mais do que 30 dias) e quando a amostra chegar ao laboratório possa ser 

estocada, até o momento da análise, em geladeira ou freezer. Um trabalho 

realizado com a enzima arilsulfatase B, deficiente na MPS VI, mostrou que a 

mesma é estável nessas temperaturas, até 17 dias (tempo analisado) e quando 

as amostras de SPF foram depois analisadas aos 180 dias após a coleta, mesmo 

em geladeira ou freezer, houve uma diminuição significativa de sua atividade 

enzimática (de Castilhos et al., 2011). Pode ser que a GUSB se comporte da 

mesma maneira, nessas temperaturas, após um período maior de estocagem. 

O intervalo de normalidade para a GUSB obtido nesse trabalho (174,4 a 

649,0 nmol/h/mL) está mais próximo ao encontrado em plasma (30 a 300 

nmol/h/mL) e em leucócitos (23 a 151 nmol/h/mg de proteína) (Beaudet et al., 

1975), do que aquele encontrado na técnica de Civallero et al., (2006) em SPF 

de 3 mm (4,02 a 21,93 nmol/h/mL). Assim como já descrito para outras enzimas 

lisossômicas, a atividade em SPF ficou próxima aquela em plasma. Em 2004, 
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Wajner et al., descreveram que a atividade da enzima quitotriosidase em plasma 

variava de 8,85 a 132 nmol/h/mL e Goldim et al. (2012), observaram que em SPF 

ela variava de 0 a 44,5 nmol/mL, intervalos próximos, assim como aqui 

observado. O mesmo foi observado para a enzima alfa-iduronidase. Em plasma 

a mesma possui um intervalo de 4,70 a 18,10 nmol/h/mL (Hopwood et al., 1979) 

e em SPF varia de 4,28 a 25,68 nmol/h/mL (Castilhos et al., 2014). Observando 

por esta perspectiva, nossos resultados em SPF em relação aqueles obtidos em 

plasma, estão de acordo com o descrito na literatura para outras hidrolases 

lisossômicas.  

Esse trabalho permitiu a adaptação de uma técnica já descrita para o 

diagnóstico de MPS VII para quantidades menores de amostra e reagentes. Isso 

implicará no uso de menores quantidades de amostras, que poderão ser 

utilizadas para outras técnicas e na economia de material. Sendo o diagnóstico 

precoce da MPS VII muito importante devido à gravidade da doença, o uso de 

técnicas confiáveis de diagnóstico em SPF torna-se essencial. 

Após a padronização da técnica de medida de atividade da GUSB em SPF 

de 1,2mm, utilizamos essa metodologia juntamente com as técnicas já 

padronizadas, nesse diâmetro de picote, para a medida da atividade das 

enzimas IDUA e ASB, na introdução de uma nova metodologia: a eluição da 

amostra de SPF em TU preparado com Fosfato de Sódio 20 mmol/L pH 7,0. 

Para a detecção da atividade da IDUA, ASB e GUSB em SPF, os picotes 

foram reidratados em tampão Fosfato de Sódio 20 mmol/L pH 7,0 para a 

extração das enzimas e as técnicas realizadas em placas de 96 poços com o 

eluído.  
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As atividades enzimáticas obtidas com o eluído foram comparadas 

aquelas obtidas com as técnicas já padronizadas e bem estabelecidas na 

literatura, que utilizam diretamente picotes de SPF de 1,2 mm. As atividades 

médias encontradas em ambos os métodos foram estatisticamente equivalentes, 

o que indica que a realização das medidas das atividades enzimáticas podem 

ser realizadas utilizando-se a extração da amostra com o TU. Os resultados dos 

testes de correlação também evidenciaram que ambas as técnicas são 

semelhantes, mais uma vez reforçando que a técnica utilizada a partir da eluição 

das amostras de SPF em TU pode ser utilizada com segurança para a 

determinação das atividades enzimáticas das enzimas estudadas.  

O uso do TU em técnicas espectrofluorimétricas foi adaptado da utilização 

do TU em técnica de MS/MS (Li et al., 2004b). Nos últimos anos vários estudos 

em triagem neonatal foram realizados com ensaios multiplex em MS/MS, 

incluindo a investigação de DLDs (Chace e Kalas, 2005; Duffey et al., 2010; Gelb 

et al., 2006; Harmatz et al., 2013; Kumar et al., 2015; Lehotay et al., 2011; Metz 

et al., 2011; Navarrete-Martínez et al., 2017; Sista et al., 2013; Tortorelli et al., 

2016; Zhang et al., 2008). A utilização do TU para a eluição dos picotes de SPF 

foi inicialmente padronizado em MS/MS para doenças de Fabry, Gaucher, 

Krabbe, Niemann-Pick A/B e Pompe (Lehotay et al., 2011) e hoje em dia é 

aplicado também para MPS I em programas de triagem neonatal com alta 

demanda. Apesar de relatado que foi desenvolvida essa metodologia em MS/MS 

para MPS II, IVA e VI, não há relatos dessa triagem com outros tipos de MPS 

(Kumar et al., 2015; Metz et al., 2011).  

MS/MS é uma metodologia cara e com preparo complexo das amostras, 

não disponível na maioria dos laboratórios de pesquisa de pequeno porte, 



67 
 

principalmente em países em desenvolvimento. Tem sido descrito que essa 

metodologia tem um valor preditivo positivo igual a técnicas 

espectrofluorimétricas que utilizam 4-Metilumbeliferona (4-MU), como no nosso 

caso (Liao et al., 2014). 

O aprimoramento e desenvolvimento de terapias e o aumento da 

disponibilidade dessas para as DLDs, juntamente com o desenvolvimento de 

métodos de diagnóstico precisos, levou a uma rápida identificação de indivíduos 

afetados prevenindo e minimizando danos irreversíveis causados pela 

progressão dessas doenças (Burlina et al., 2017). Tornou-se então fundamental, 

o desenvolvimento de programas de triagem neonatal com técnicas precisas, 

com o objetivo de detectar doenças tratáveis antes que se tornem sintomáticas 

(Lehotay et al., 2011; Wagner et al., 2016). Deste modo é imprescindível que 

cada laboratório estabeleça seus valores de cut off capazes de diferenciar 

indivíduos normais de afetados (Lehotay et al., 2011). 

A triagem de diversas MPS simultaneamente sem a necessidade de 

sistemas automatizados em uma única amostra pode poupar tempo, consumo 

de reagentes e trabalho, além se ser menos dispendioso (Metz et al., 2011). A 

utilização de amostras de SPF nessas triagens permite a facilidade de transporte 

(Sharma et al., 2014), tem um baixo custo e reduz a possibilidade de 

contaminação (Wagner et al., 2016), além de que enzimas lisossomais podem 

manter-se estáveis por até alguns anos em temperatura ambiente (Gelb et al., 

2006), o que além do envio, facilita o estoque de amostras nos laboratórios de 

triagem (de Castilhos et al., 2011). 

Esse trabalho, portanto, mostrou que se utilizamos uma menor quantidade 

de SPF e uma extração da amostra com tampão adequado, é possível realizar-
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se a medida de várias enzimas por mais de uma técnica espectrofluorimétricas 

em uma mesma amostra ou eluído. Isso economiza tempo de análise, uso de 

amostra e uma menor quantidade de reagentes aumentando a segurança dos 

resultados uma vez que a eluição reduz as variações causadas pela distribuição 

não homogênea do sangue pelo papel filtro (Duffey et al., 2010; Li et al., 2004a). 

O fato de diminuirmos o tempo para chegarmos a um diagnóstico rápido e 

preciso é essencial ao início do tratamento. Esperamos que esse tipo de análise 

possa ser futuramente utilizado também para a triagem de outras DLDs. 

Após a realização do diagnóstico e a implementação do tratamento, outra 

tarefa cabe ao laboratório, aquela de acompanhar esse tratamento e observar 

se ele está sendo eficiente. Para tanto, os marcadores bioquímicos são 

fundamentais. 

Algumas DLDs possuem marcadores bem estabelecidos, como a medida 

da atividade da enzima quitotriosidase na Doença de Gaucher, cuja atividade 

diminui com a implementação e eficácia do tratamento (Wajner et al., 2004). 

Nas MPS, um marcador bioquímico utilizado é a medida da quantidade de 

GAGs na urina. É sabido que os GAGs diminuem com o tratamento, mas essa 

diminuição tende a atingir um platô. Após algum tempo de tratamento, a 

quantidade de GAGs permanecerá a mesma (Breier et al., 2016, 2014; Neufeld 

e Muenzer, 2014). Então, novos marcadores bioquímicos necessitam ser 

estabelecidos para essas doenças. 

O EO é o desequilíbrio na produção de radicais livres que pode ser 

neutralizado pelas defesas antioxidantes do organismo (Hayashi et al., 2012; 

Valko et al., 2007). As EROS podem causar reações em cadeia de lesão celular 
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e já foram relacionados a várias doenças humanas (Filippon et al., 2011; 

Halliwell, 1994) incluindo os EIM (Barschak et al., 2006). 

Os lisossomos são muito suscetíveis ao EO, pois as EROS podem induzir 

peroxidação lipídica desestabilizando a membrana lisossomal e liberando seu 

conteúdo no citoplasma da célula (Terman et al., 2006), por esse motivo a 

importância em investigar os efeitos das EROS nas DLDs. Em indivíduos com 

MPS pode ocorrer o aumento das defesas antioxidantes para o 

reestabelecimento da homesostase do organismo em resposta ao acúmulo de 

GAGs (Reolon et al., 2009). Atualmente existem trabalhos relacionando o EO em 

alguns tipos de MPS, sendo a maioria dos estudos em MPS I (Donida et al., 

2015; Filippon et al., 2011; Pereira et al., 2008; Reolon et al., 2009). Nosso 

trabalho buscou observar e comparar se essas alterações ocorrem na MPS VI, 

que junto com a MPS I são os tipos mais frequentes no Brasil (Coelho et al., 

1997) e possuem tratamento por TRE. 

Foi observado que na avaliação da atividade da enzima SOD não houve 

diferença significativa entre os grupos estudados, o que corrobora com os 

resultados encontrados por Pereira et al., (2008). Esses pesquisadores 

mostraram que não havia alteração na atividade da SOD em indivíduos com 

MPS I antes da TRE. Em outros trabalhos, com outros tipos de MPS (MPS II - 

Filippon et al., 2011) ou mesmo outros EIM (Fenilcetonúria – Sirtori et al., 2005), 

também foi verificado que a atividade da SOD não está alterada. Por outro lado, 

um aumento na atividade da SOD foi observado na MPS IVA (Donida et al., 

2015), e em indivíduos afetados com Doença de Gaucher (Mello et al., 2015). A 

não alteração nos níveis de atividade da SOD nos indivíduos com MPS I e VI 
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demonstra que a capacidade em agir como primeira defesa antioxidante 

enzimática não está prejudicada. 

A atividade da CAT está diminuída em indivíduos afetados com MPS I e 

VI em relação aos controles saudáveis, o que pode sugerir que a capacidade 

antioxidante se encontra diminuída nesses tipos de MPS. Foi observado por 

Pereira et al., (2008) que a atividade da CAT em pacientes com MPS I durante 

TRE está aumentada em relação ao nível basal, embora não haja comparação 

com a atividade em indivíduos saudáveis (Filippon et al., 2011; Pereira et al., 

2008). 

Em nosso trabalho observamos uma maior quantidade de TBARS nas 

duas MPS estudadas quando comparado aos controles saudáveis, o que sugere  

um aumento na peroxidação lipídica, a qual é capaz de induzir mudanças de 

integridade, fluidez, permeabilidade e perda funcional de biomembranas, 

consequentemente gerando produtos potencialmente tóxicos (Ribas et al., 2012; 

Villani et al., 2009). No estudo de Pereira et al., (2008) os níveis de TBARS 

também se encontravam aumentados em indivíduos com MPS I, quando 

comparado à indivíduos saudáveis e não houve mudanças significativas nesses 

níveis durante a TRE. Durante essa terapia, os níveis se mantiveram altos 

sugerindo a peroxidação. Em estudos com MPS II, Negretto et al., (2014) e 

Filippon et al., (2011) observaram que os níveis de malonaldeído (MDA) estavam 

aumentados antes da TRE e apesar de diminuírem significativamente durante o 

tratamento, mantiveram-se maiores quando comparados aos controles. 

Considerando que o TBARS reflete o conteúdo de MDA, um produto final de 

quebra de lipídios na lipoperoxidação (Barschak et al., 2006), pode-se predizer 
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que MPS I e VI, assim como outros EIM, induzem a peroxidação lipídica, 

provavelmente secundariamente a geração de radicais livres. 

Em nosso conhecimento esse é o primeiro estudo relacionando 

parâmetros de EO e MPS VI, mostrando o aparente envolvimento do EO com a 

evolução das manifestações clinicas em MPS. Com os resultados encontrados 

podemos concluir que a MPS VI comporta-se como a MPS I, pois não foram 

encontradas diferenças entre essas duas MPS, não podendo distingui-las pelos 

parâmetros de EO abordados nesse trabalho. Isso pode estar relacionado ao 

tipo de GAG acumulado nessas duas MPS. Em ambas não ocorreu alteração na 

atividade da enzima SOD, porém a atividade de CAT diminuiu e foi observado 

uma maior quantidade de TBARS, sugerindo que ambos tipos de MPS são 

suscetíveis ao dano oxidativo. Trabalhos com o objetivo de se observar 

respostas à TRE em relação ao EO devem ser realizados na MPS VI. Assim, 

talvez possamos observar se esse parâmetro pode ser considerado um 

biomarcador durante a terapia. 
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CONCLUSÕES 

 

1. Foi aprimorada a técnica de medida de atividade da beta-glicuronidase, 

reduzindo a quantidade de reagentes em 4 vezes utilizando-se o picote de 

sangue impregnado em papel filtro de 1,2 mm. 

 

2. Os seguintes parâmetros bioquímicos da GUSB foram determinados:  

pH ótimo: 4,4 

Km: 1,25 mM 

Vmáx: 594,48 nmol/h/mL 

Termoestabilidade: inativação significante da enzima a partir de 60 minutos 

a 60 ºC 

Tempo e temperatura de armazenamento do SPF: até 30 dias à 4, 25 e 37 

ºC, acima de 60 dias à - 20ºC 

 

3. Foi estabelecido o seguinte intervalo de referência da beta-glicuronidase 

para SPF de 1,2mm de indivíduos saudáveis: 174,4 nmol/h/mL a 781,9 

nmol/h/mL com média de 511,1 nmol/h/mL ± 133,3 nmol/h/mL 

 

4. As enzimas alfa-iduronidase, arilsulfatase B e beta-glicuronidase foram 

medidas em SPF eluído em Tampão Universal preparado com Fosfato de 

Sódio 20 mmol/L pH 7,0. As seguintes médias de atividade foram 

determinadas para indivíduos saudáveis: a média da atividade de IDUA foi 

de 14,65 + 4,35 nmol/h/mL, ASB de 22,51 + 5,09 nmol/h/mL e GUSB de 

531,92 + 121,05 nmol/h/mL em amostras eluídas em TU. 

 



73 
 

5. A correlação entre a medida da atividade das enzimas em tampão universal 

com a técnica espectrofluorimétrica já padronizada para cada enzima em 

sangue impregnado em papel filtro de 1,2 mm em amostras de indivíduos 

saudáveis foi significativamente positiva. 

 

6. Foram analisados parâmetros bioquímicos envolvidos em estresse 

oxidativo no plasma de indivíduos com MPS VI e comparados com MPS I 

e controles saudáveis. A medida da atividade da SOD não diferiu entre os 

grupos, a atividade de CAT encontrava-se diminuída tanto em MPS VI 

quanto em MPS I e a dosagem de TBARS estava aumentada em ambas 

as MPS em relação aos controles 
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PERSPECTIVAS 

 

• Aprimorar as demais técnicas de diagnóstico de MPS com a medida da 

atividade enzimática das hidrolases deficientes em sangue impregnado em 

papel filtro 1,2 mm; 

• Utilizar o tampão universal preparado com Fosfato de Sódio 20 mmol/L pH 

7,0 para a triagem simultânea de outras MPS; 

• Analisar a resposta à TRE em relação ao estresse oxidativo, na MPS VI; 

• Estudar as propriedades bioquímicas da GUSB em heterozigotos de modo 

a diferencia-los de afetados utilizando-se esses parâmetros para auxílio no 

diagnóstico; 

• Estudar a resposta ao estresse oxidativo nos indivíduos heterozigotos para 

MPS I e VI comparando-a com a de indivíduos afetados. 
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ANEXOS 

ANEXO 1 - APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 
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ANEXO 2 - TERMO DE CONCORDÂNCIA BANCO DE SANGUE -HCPA 
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ANEXO 3 - TERMO DE CONCORDÂNCIA ASSOCIAÇÃO GAÚCHA DE MPS 
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ANEXO 4 –TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado a participar de um trabalho intitulado “Triagem 

laboratorial de mucopolissacaridoses I, II, VI e VII: aperfeiçoamento de técnicas 

fluorimétricas de diagnóstico com a utilização de amostras de sangue 

impregnado em papel filtro eluídas em tampão universal”. 

Esse estudo será de importância para o estabelecimento de novas formas 

de diagnóstico de doenças genéticas raras chamadas Mucopolissacaridoses, 

tendo por objetivo aperfeiçoar e desenvolver novos métodos de identificação da 

doença.  

As Mucopolissacaridoses provocam principalmente dificuldades de 

movimentação e crescimento, além de afetar diversos órgãos causando o mau 

funcionamento de fígado e baço, por exemplo. Não há como reverter os sintomas 

já instalados, mas com o tratamento adequado, pode-se impedir que eles 

progridam. Nem todas as mucopolissacaridoses têm tratamento específico, 

desse modo o diagnóstico precoce da doença permite que sejam realizados 

procedimentos que forneçam uma melhor qualidade de vida às pessoas 

acometidas por essa enfermidade. 

O estudo será desenvolvido no Laboratório de Erros Inatos do 

Metabolismo – Doenças Lisossômicas de Depósito do Departamento de 

Bioquímica do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul e tem como pesquisadora responsável a Profª. PhD. Janice 

Carneiro Coelho e como executadora a doutoranda Jaqueline Cé do Programa 

de Pós Graduação em Bioquímica da UFRGS. Em qualquer etapa do estudo 

você terá acesso aos pesquisadores responsáveis para o esclarecimento de 

eventuais dúvidas através do telefone (51) 33085549. Além disso, o Comitê de 

Ética em pesquisa da UFRGS, telefone (51) 33083738, também poderá ser 

contatado, caso você tenha dúvidas e deseje esclarecimentos adicionais sobre 

a pesquisa. 

 

Procedimentos a serem realizados/Riscos individuais 
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Está sendo solicitada a doação de cerca de 10mL de sangue. Isto pode 

causar dor e desconforto momentâneo ou provocar o desenvolvimento de 

hematoma no local da coleta. Não há benefícios diretos aos participantes, os 

benefícios do estudo serão o desenvolvimento e aprimoramento de métodos para 

o diagnóstico das mucopolissacaridoses. 

Fica claro que sua participação na pesquisa é voluntária, sendo que você 

poderá desistir de fazer parte do trabalho a qualquer momento, sem qualquer tipo 

de constrangimento, restrições ou consequências por parte dos pesquisadores. 

No caso de aceite, fica claro que não haverá benefício financeiro pela sua 

participação. 

 

Confidencialidade 

 O material será utilizado apenas para fins de pesquisa, sendo garantido 

que as informações obtidas serão confidenciais, pois as amostras de sangue 

receberão um número sequencial pelo qual serão identificadas, deste modo a 

identidade dos participantes será desconhecida pela equipe do trabalho de 

pesquisa no momento das análises. 

 

Pelo presente, declaro que fui devidamente informado sobre o projeto de 

pesquisa de forma clara da liberdade de não participar do estudo e tive minhas 

dúvidas esclarecidas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e 

estou ciente que receberei uma cópia desse termo de consentimento livre e 

esclarecido, onde se encontra o objetivo do projeto e os contatos dos 

pesquisadores e do comitê de ética em pesquisa da UFRGS. 

 

Identificação do voluntário 

Nome: _________________________________________________________ 

Local e Data: ______________________,____/____________________/____ 

Pesquisadora responsável: Profª. PhD. Janice Carneiro Coelho 

Pesquisadora executora: Jaqueline Cé 

 

 

_______________________________        ____________________________ 

Assinatura Pesquisadora    Assinatura participante 


