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RESUMO 

Introdução: As Doenças lisossômicas (DLs) são condições genéticas, herdadas na 
sua maioria de forma autossômica recessiva, caracterizadas usualmente pela 
deficiência de enzimas lisossômicas específicas, envolvidas na síntese, degradação, 
armazenamento ou transporte de macromoléculas necessárias para o funcionamento 
normal do organismo. Nas situações mais típicas, o substrato não degradado acumula-
se progressivamente nos lisossomos, com repercussões estruturais e funcionais, 
levando a sinais e sintomas característicos. Os pacientes apresentam um amplo 
espectro de manifestações clínicas, que podem incluir disfunção de órgãos, 
anormalidades esqueléticas, envolvimento neuronal, entre outras. O diagnóstico é 
usualmente obtido pela identificação da deficiência enzimática específica em leucócitos 
obtidos do sangue periférico, usualmente realizado em laboratórios de referência. O 
transporte da amostra pode ser um obstáculo quando o serviço requisitante está 
situado longe do centro de referência ou em outro país, situação em que a amostra de 
sangue pode chegar ao laboratório já sem condições de ser analisada. Objetivo: Este 
estudo teve como objetivo principal, tornar disponível um método mais simples, seguro 
e acessível que utiliza amostras de leucócitos impregnados em papel filtro (LIPF) como 
uma nova ferramenta para o diagnóstico bioquímico de pacientes com DLs. Métodos: 
O estudo envolveu amostras de pacientes com diagnóstico previamente confirmado de 
DLs (amostra de conveniência, por se tratarem de doenças raras, com incidências 
individuais ao redor de 1:100.000 recém-nascidos vivos). Foram incluídos no estudo os 
pacientes com diagnóstico já estabelecido de DLs selecionadas (MPS IVA, Doença de 
Krabbe, Doença de Gaucher e Doença de Pompe), independente do sexo e/ou idade, 
atendidos no Serviço de Genética Médica do HCPA, que concordaram em participar 
do estudo.  O grupo de referência negativo foi constituído pelas amostras de 50 
indivíduos hígidos, adultos, de ambos os sexos.  
Resultados: Os resultados obtidos nos ensaios enzimáticos de pacientes com MPS 
IVA, Doença de Krabbe, Doença de Gaucher e Doença de Pompe, indicaram que as 
enzimas analisadas em amostras de LIPF permitiram a identificação de todos os 
pacientes, com sensibilidade de 100%. Os testes de estabilidade realizados nas 
amostras de LIPF indicaram que as amostras, quando mantidas a 4ºC, se mostram 
estáveis por pelo menos 30 dias.  
Conclusões: Nas condições utilizadas, amostras de LIPF se mostraram adequadas 
para a identificação segura de pacientes com MPS tipo IVA, Doença de Krabbe, 
Doença de Gaucher e Doença de Pompe. As amostras de leucócitos secos em papel 
filtro são mais estáveis e seguras para o transporte, indicando que possa ser esta 
uma importante ferramenta para facilitar a identificação de pacientes com DLDs, 
especialmente daqueles que vivem em áreas que tem dificuldades para a remessa 
de amostras líquidas para serviços de referência.  
 
Palavras-chave: Doenças Lisossômicas, Mucopolissacaridose tipo IVA, Doença de 
Krabbe, Doença de Gaucher, Doença de Pompe, Sangue Impregnado em Papel 
Filtro, Enzimas Lisossômicas. 
 
 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Background: Lysosomal Disorders (LDs) are genetic conditions, mostly inherited in 
autosomal recessive fashion, usually characterized by a deficiency of specific 
lysosomal enzymes involved in the synthesis, degradation, storage or transportation 
of macromolecules necessary for normal functioning of the organism. Typically, the 
non-degraded substrate is progressively accumulated in lysosomes, with structural 
and functional repercussions, leading to characteristic signs and symptoms. Affected 
patients present a wide range of clinical manifestations, which may include organ 
dysfunction, skeletal anomalies, neuronal involvement, etc. The diagnosis is normally 
made through identification of the specific enzyme deficiency in white blood cells from 
a sample of peripheral blood, usually performed in reference laboratories. The 
transporting of a liquid sample can be a problem when the test orderer is located far 
from the reference center or in a foreign country, as often the blood sample arrives at 
the laboratory in poor condition and cannot be properly analyzed.   Aim: The main aim 
of this study was to make available a new technique that is simpler, safer and more 
accessible, using leukocytes impregnated on filter paper (LIFP) as a new tool for the 
biochemical diagnosis of patients with LSDs. Methods: This study involved samples 
of patients with previously confirmed diagnosis of selected LSDs (a convenience 
sample, as these are rare diseases, with individual incidences around 1:100.000 live 
newborns). Patients with an established diagnosis of MPS IVA, Krabbe Disease, 
Gaucher’s disease and Pompe disease regardless of sex and/or age, cared for at the 
Genetics Service of HCPA and who agreed to participate were included in the study. 
The negative reference group comprised blood samples from 50 healthy adults of both 
genders.    
Results: The results obtained in the enzymatic assays of patients with MPS IVA, 
Krabbe Disease, Gaucher’s disease, and Pompe disease indicated that the analyzed 
enzymes in LIFP samples allowed the identification of all patients, with sensitivity of 
100%. The stability tests performed in LIFP samples indicated that samples, when 
maintained at 4ºC, were stable for at least 30 days. Conclusions: In the conditions 
used, LIFP samples were shown to be adequate for a reliable identification of patients 
with MPS IVA, Krabbe Disease, Gaucher’s disease, and Pompe disease. Blood 
samples on filter paper are more stable and reliable for transportation, indicating that 
this may be an important tool to facilitate the identification of patients with LSDs, 
particularly those living in areas with difficulties for the shipment of liquid samples to 
reference cervices.  
  
Keywords: Lysosomal Storage Disorders, MPS IVA, Krabbe Disease, Gaucher’s 
disease, Pompe disease, Blood Impregnated on Filter Paper, Lysosomal Enzymes 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. ERROS INATOS DO METABOLISMO 

 
 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são doenças determinadas 

geneticamente, causadas por um defeito enzimático específico que leva ao bloqueio 

de uma determinada rota metabólica. Esse bloqueio tem como consequência o 

acúmulo do substrato da enzima deficiente, a deficiência do produto da reação ou o 

desvio do substrato para uma rota metabólica alternativa.   

O termo EIM foi proposto por Archibald Garrod (1), através de seus estudos 

sobre a alcaptonúria, pentosúria, albinismo e cistinúria. Ele observou que os 

indivíduos afetados apresentavam concentração anormal de metabólitos 

intermediários, sugerindo a presença de um defeito em algum ponto do metabolismo 

dessas moléculas. Tais distúrbios foram atribuídos à atividade deficiente ou ausente 

de uma enzima responsável por um passo específico de uma rota metabólica, cujo 

bloqueio levava ao acúmulo do substrato e/ou falta do produto (2).  

Os EIM correspondem à cerca de 10% de todas as doenças genéticas, podendo 

envolver defeitos na síntese, degradação, armazenamento ou transporte de moléculas 

biologicamente ativas (3). Os EIM, ainda que individualmente raros, são freqüentes 

em seu conjunto, com uma incidência global estimada em 1:1.000 recém-nascidos 

vivos (RNs). Em grupos de alto risco, como RNs agudamente enfermos, esse número 

pode ser 10 a 20 vezes maior (4,5). 

Os EIM podem ser classificados de várias maneiras, como por exemplo, pela 

idade de apresentação ou pela área do metabolismo afetada. Os EIM podem ser 

classificados de acordo com a repercussão celular e metabólica do defeito associado, 

em:  

1) EIM envolvendo distúrbios do transporte. Exemplo: Deficiência de 

dissacaridases. 

 

2) EIM envolvendo distúrbios de armazenamento e degradação. Exemplo: 

Doenças lisossômicas de depósito. 
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3) EIM envolvendo distúrbio de síntese. Exemplo: Hiperplasia adrenal 

congênita. 

4) EIM envolvendo distúrbios do metabolismo intermediário. Exemplo: 

Hiperfenilalaninemia e tirosinemia (6).   

Embora a confirmação diagnóstica seja usualmente obtida pela demonstração 

da baixa atividade de uma enzima específica, várias razões podem motivar a 

deficiência enzimática, como por exemplo:  

a) A enzima codificada por um gene mutante pode não ser produzida ou ser 

produzida com atividade catalítica reduzida;  

b) Pode resultar de uma mutação envolvendo o gene que regula a síntese da 

enzima;  

c) A enzima pode ser degradada a uma velocidade exagerada, levando à 

redução da quantidade de enzima ativa disponível;  

d) A mutação pode afetar a síntese de cofator necessário para a atividade 

enzimática (7).  

 

1.2.  DOENÇAS LISOSSÔMICAS (DLs) 

 

As DLs são um grupo de EIM causadas pela deficiência de enzimas lisossômicas 

específicas, envolvidas na degradação, armazenamento e transporte de 

macromoléculas biológicas, levando ao acúmulo progressivo de seus substratos no 

interior dos lisossomos (usualmente polímeros complexos), podendo ter ação tóxica 

sobre os componentes celulares. O acúmulo de substratos no lisossomo provoca 

mudanças bioquímicas e sintomas característicos (8). 

O aparelho lisossômico funciona como um sistema digestivo intracelular, onde 

as enzimas hidrolíticas, com pH ácido, são responsáveis, entre outras funções,  pela 

degradação de macromoléculas. O catabolismo ocorre geralmente em cascata: Cada 

passo é catalisado por uma enzima específica, em que o produto de uma reação forma 

o substrato da próxima (9). 

O diagnóstico bioquímico das DLs é geralmente obtido através da medida da 

atividade enzimática específica, onde se constata a deficiência da enzima. Embora 

esse diagnóstico seja obtido, usualmente, com amostras de leucócitos ou fibroblastos 
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cultivados, esse tipo de amostra tem sido um desafio quando necessita viajar a longas 

distâncias até chegar aos laboratórios de referência e muitas vezes,  

as amostras chegam sem condições de serem analisadas. Nos últimos anos, muitos 

esforços têm sido realizados para minimizar o problema de transporte de amostras 

líquidas e o uso de amostras secas em papel filtro tem sido frequente, especialmente 

amostras de sangue impregnado em papel filtro (SIPF).  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. ESTRATÉGIA DE BUSCA DA INFORMAÇÃO 

 

Esta revisão está focada nos aspectos relacionados às DLs, envolvendo aspectos 

clínicos e diagnóstico. As seguintes DLs foram estudadas: Doença de Morquio A 

(Mucopolissacaridose tipo IVA), Doença de Krabbe, Doença de Gaucher e Doença de 

Pompe. A estratégia de busca envolveu a base de dados do PubMed e SciELO. A 

busca da informação foi realizada através dos termos: Lysosomal storage disease; 

diagnoses of DLs; Enzyme assay; Dryed-leukocytes; Morquio A disease; Krabbe 

disease; Gaucher disease; Pompe disease. 

Foram revisados 173 abstracts, dos quais 133 artigos foram selecionados. Na 

primeira busca, os artigos mais recentes foram estudados e a partir destes, os artigos 

mais antigos foram selecionados das referências dos primeiros, por serem 

considerados relevantes. Com o objetivo de facilitar a revisão da literatura, os artigos 

foram selecionados por doenças e o resultado da busca de referências bibliográficas 

está sumarizado na figura 1. 
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Figura 1: Fluxograma da estratégia de Busca de Referências Bibliográficas. 

 

 

 

 

 
Bases de dados:  CAPES 

          PubMed 

           SciELO 

 

173 Abstracts localizados 

 

133 artigos incluídos 

na revisão da literatura 

 

40 abstracts excluídos 

após análise 

DLs  (revisão geral):  
 

38 artigos 

Doença de 

Pompe 

 

30 artigos 

Mucopolissacari

dose tipo IVA 

(MPS IVA) 

 

21 artigos 

 

Doença de 

Krabbe 

 

21 artigos 

Doença de 

Gaucher 

 

23 artigos 
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2.2.  DOENÇAS LISOSSÔMICAS (DLs) 

 

As DLs são doenças progressivas, graves e predominantemente incuráveis, com 

um amplo espectro de manifestações clínicas, que podem incluir anormalidades 

esqueléticas, disfunção de órgãos, envolvimento neurológico, acúmulo de substâncias 

nos tecidos, tais como glicosaminoglicanos (GAGS), entre outras manifestações (10). 

O risco de repetição das DLs é de 25% a cada gestação de casais heterozigotos para 

a doença. Até recentemente, estas doenças geralmente não tinham tratamento, na 

maioria delas, o diagnóstico permitia apenas medidas preventivas, tais como o 

aconselhamento genético, a detecção de heterozigotos e o diagnóstico pré-natal 

(DPN). Entretanto, o surgimento da terapia de reposição enzimática (TRE), como 

tratamento, melhorou significativamente o prognóstico dos pacientes com algumas 

destas condições (11). 

A maioria das doenças lisossômicas é causada pela presença de mutações 

patogênicas que ocorrem nos genes que codificam as enzimas. Apesar de cada uma 

das DLs resultar de mutações em um gene diferente, e como consequência, em uma 

enzima específica, as DLs compartilham características em comum, como o acúmulo 

de substratos não degradados no interior dos lisossomos, causando disfunção celular 

e orgânica (12).  

Os lisossomos, descritos por De Duve e Wattiaux em 1963, são organelas 

citoplasmáticas delimitadas por membranas próprias que não contém DNA ou 

ribossomos e se encontram presentes em todas as células eucarióticas (13,14). 

 As DLs, quando suspeitadas pelo médico, necessitam ser avaliadas por 

protocolos especiais. O protocolo de investigação das DLs inclui a cromatografia de 

GAGs urinários (para mucopolissacaridoses), as cromatografias de oligossacarídeos 

(OLS) e sialiloligossacarídeos (SOLS) (15). Testes qualitativos, como a cromatografia 

em camada delgada e a eletroforese uni ou bidirecional, são especialmente úteis para 

identificar os tipos de GAGs aumentados e direcionar a investigação bioquímica para 

os ensaios enzimáticos específicos.  É através do ensaio enzimático específico que 

se chega ao diagnóstico definitivo (16).  

Existem mais de 50 enzimas lisossômicas incluindo proteases, nucleases, lipases 

e fosfolipases. São todas hidrolases ácidas que tem uma atividade ótima em pH que 

varia de 4 a 5, na luz lisossomal (17,18). O grupo das DLs inclui aproximadamente 50 
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doenças, na maioria autossômicas recessivas, que têm uma incidência que varia de 

1:10.000 a 1:100.000 recém-nascidos vivos (RN vivos) (19,20).  

Em um estudo realizado no Laboratório de Erros Inatos do Metabolismo do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (LEIM/HCPA), centro de referência para 

diagnóstico de EIM no Brasil, as DLs corresponderam a 60% dos EIM diagnosticados 

(21).  

As DLs podem ser classificadas, conforme o substrato acumulado, em 

mucopolissacaridoses (MPS), esfingolipidoses, glicoproteinoses e outras DL (Tabela 

1). 

Muitas DLs apresentam alterações na via metabólica dos esfingolipídios, como 

a Doença de Krabbe e a Doença de Gaucher (Fig 2).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



24 

 

 

 

Tabela 1: Classificação das doenças lisossômicas 

Tipo  Doenças (exemplos) 

Mucopolissacaridoses (MPS) 

MPS I (Sindrome de Hurler, Hurler – Scheie e 
Scheie)                                                                                                                                                                                                                      
MPS II (Síndrome de Hunter)                                                       
MPS III A, B, C ou D (Síndrome de Sanfilippo 
A, B, C ou D)                                                                                                                                                                                                                                                             
MPS IV A ou B (Síndrome de Morquio A ou B)                                                                                                 
MPS VI (Síndrome de Maroteaux – Lamy)   
MPS VII (Síndrome de Sly)       

Esfingolipidoses 

Gangliosidose GM1                     
Doença de Tay - Sachs                                
doença de Sandhoff                                     
Doença de Fabry 
Doença de Gaucher                      
Doença de Farber                        
Doença de Niemann-Pick  A e B    
Doença de Krabbe                       
Leucodistrofia Metacromática        
Deficiência Múltipla de Sufatases 

Mucolipidoses Mucolipidoses II e III 

Glicoproteinoses 

Fucosidose                                  
Manosidoses (alfa ou beta)                                
Sialidose                                    
Aspartilglicosaminúria       

Distúrbios do transporte da 
membrana 

Doença de depósito do Ácido Siálico                                        
Doença de Salla                           
Cistinose 

Outras 
Doença de Pompe              
Doença de Niemann-Pick C                   

Fonte: Saudubray & col (22). 

 

Destacamos neste estudo, quatro doenças, uma mucopolissacaridose, a 

Síndrome de Morquio A (MPS IVA); duas esfingolipidoses, a Doença de Krabbe e a 

Doença de Gaucher e uma Glicogenose, a Doença de Pompe. 
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Figura 2: Rota metabólica dos glicoesfingolipídios e distúrbios associados. 
Voet et al., (23) 
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2.2.1 Diagnóstico das DLs 

 

O diagnóstico das DLs é geralmente obtido através da medida da atividade 

enzimática específica, onde se constata a deficiência da enzima, através de ensaio 

fluorimétrico, utilizando amostras de leucócitos e / ou fibroblastos. 

Atualmente, o ensaio enzimático fluorimétrico para detectar as DLs pode ser 

realizado em amostras de sangue impregnado em papel filtro (SIPF) para quase todas 

as doenças lisossômicas, com o objetivo de obter um diagnóstico mais precoce e de 

fácil acesso, através do envio de amostras secas, que são mais estáveis que as 

correspondentes amostras líquidas, possibilitando, assim, um tratamento mais 

precoce e com melhores resultados. Entretanto, nem todos  ensaios enzimáticos são 

completamente satisfatórios em relação as atividades de muitas enzimas lisossômicas 

em SIPF que são extremamente baixas e longos períodos de incubação são 

necessários. Em casos particulares, o resultado de diagnóstico pode ser um desafio 

devido a pouca diferença da atividade enzimática entre os controles e os pacientes 

(24–27). Um estudo realizado por Oemardien et al. (28) demonstrou que a presença 

de hemoglobina nas amostras de SIPF interfere de maneira significativa, diminuindo 

as leituras de fluorescência, com substratos derivados de 4 – metilumbeliferil, 

diminuindo, assim, as atividades enzimáticas e a separação dos grupos controles dos 

pacientes.  

 
 

2.2.1.1 Detecção de Portadores 

 

A maioria dos EIM são herdados de forma autossômica recessiva (29), embora 

algumas doenças sejam transmitidas  de forma recessiva ligada ao X (por ex., doença 

de Hunter).  A identificação de portadores pode ser importante para permitir um 

aconselhamento genético eficaz em famílias que apresentam um caso de EIM. 

A detecção de portadores pode ser realizada através de ensaio enzimático 

específico ou análise molecular: 

 

 

1) Ensaio enzimático: O diagnóstico enzimático é feito pela detecção da atividade 

enzimática, geralmente intermediária entre aquela de indivíduos normais e afetados. O ensaio 
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enzimático pode ser realizado em diferentes amostras (plasma, leucócitos ou fibroblastos 

cultivados) e sua sensibilidade e especificidade variam de acordo com a doença, população 

estudada, a amostra analisada e o substrato utilizado.        

 

 2) Análise molecular: O teste molecular analisa as mutações e confirma o diagnóstico, 

trazendo informações adicionais, já que algumas das mutações estão relacionadas à 

gravidade da doença. O estudo envolve a pesquisa da mutação gênica específica, quando 

esta é conhecida na família. O gene para a N-acetilgalactosamina-6-sulfatase, deficiente na 

doença de Morquio tipo A, por exemplo, tem sido clonado e seqüenciado a partir da placenta 

humana e localizado no locus 16q24.3 (30,31).   

  
 

2.2.1.2 Diagnóstico Pré – Natal (DPN) 

 

No grupo dos EIM, no qual a maioria das doenças são autossômicas recessivas, 

a possibilidade de ter um novo filho afetado com a mesma doença é quase sempre de 

25% em cada gestação. No momento em que é feito o diagnóstico de uma criança 

com EIM, é recomendado realizar o aconselhamento genético com a finalidade de 

informar à família sobre os riscos de recorrência, o prognóstico, a gravidade da doença 

em estudo e a possibilidade de realização do DPN (29). 

Para os casais que se sabem em risco de ter um filho afetado por uma DLD, o 

DPN pode ser uma opção (embora a interrupção da gestação não seja prevista na 

legislação brasileira), pois ajuda a reduzir a ansiedade associada à gestação, 

principalmente nas situações onde o prognóstico é grave e não há a possibilidade de 

um tratamento eficaz. 

O DPN é possível para a grande maioria das DLs. Pode-se realizar o DPN em 

diferentes tipos de amostras, tais como:  

1) vilosidades coriônicas: coletadas usualmente entre a 10ª e 11ª semana de 

gestação, e que permitem a análise direta do material num período mais precoce da 

gestação; 

 2) líquido amniótico: que é geralmente coletado entre a 14ª e 16ª semana de 

gestação, e cuja análise requer o cultivo prévio das células, o qual leva em torno de 2 

semanas; 
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  3) sangue fetal: que é coletado do cordão umbilical a partir da 20ª semana 

de gestação. 

O DPN é geralmente realizado pelo ensaio enzimático relacionado com a 

doença específica, mas também pode ser realizado pela pesquisa molecular da 

mutação, quando esta já é conhecida na família.  

 
 

2.2.2 Tratamento das DLs 

 

Até o momento não existe a cura para as DLs e o tratamento dos sintomas deve 

ser considerado em um primeiro momento. Existem diversas recomendações para o 

tratamento dos sintomas, que devem ser monitorados caso a caso. 

Até recentemente, havia poucas intervenções terapêuticas disponíveis para 

alterar o curso natural das DLs, mas, com a recente disponibilidade de preparações 

comerciais de enzimas recombinantes, pacientes com doenças lisossômicas seletivas 

são agora beneficiados através da intervenção terapêutica (11,32,33).  

As primeiras experiências e ensaios clínicos se deram para a Doença de 

Gaucher, doença lisossômica causada pela deficiência da enzima β- glicosidase 

(glicocerebrosidase), com a disponibilidade da terapia de reposição enzimática (TRE) 

desde 1991. 

A TRE é o tratamento específico, disponível atualmente para a grande maioria 

das DLs, tais como Doença de Gaucher, Doença de Pompe, Fabry, 

mucopolissacaridoses (MPS) tipo I, II, IVA e VI. Em todos os casos, a identificação 

precoce dos pacientes é extremamente importante para o sucesso do tratamento. 

Com esse propósito, um programa de triagem neonatal para DLs usando amostras de 

SIPF e diferentes metodologias analíticas foi proposto (20,34–36).  

 
 

 

2.3. MUCOPOLISSACARIDOSES (MPS)  

 

As MPS são EIM que fazem parte do grupo das DLs, causadas pela deficiência 

de enzimas envolvidas na degradação dos glicosaminoglicanos (GAGs), 

componentes da membrana celular e da matriz extracelular. Essas macromoléculas 
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(GAGs), acumulam-se progressivamente no interior dos lisossomos, consequência 

por sua vez da inativação, ausência ou baixa atividade de uma das enzimas 

lisossomais (10). 

As MPS são um grupo das doenças lisossômicas de depósito (DLDs), nas quais 

há acúmulo anormal de GAGs dentro dos lisossomos e excreção aumentada desses 

compostos na urina. As MPS são doenças progressivas e apresentam um amplo 

espectro de manifestações clínicas, tanto motoras como sensoriais. Compartilham 

muitos achados em comum, o que permite uma suspeita diagnóstica inicial, como por 

exemplo, o curso crônico e progressivo e o comprometimento multissistêmico, 

principalmente esquelético, cardiopulmonar, da pele, córnea, fígado, baço, cérebro e 

meninges (37). 

De uma maneira geral, a degradação dos GAGS (mucopolissacarídeos) nos 

lisossomos é iniciada por endoglicosidases, como a hialuronidase, que rompe as 

cadeias longas de polissacarídeos em unidades menores. Após esta degradação 

limitada, os fragmentos são novamente degradados por hidrólises seqüenciais das 

terminações ainda não reduzidas (38). Esta segunda etapa é realizada por hidrolases 

lisossomais, específicas para cada tipo de união.   

A ausência da enzima responsável neste processo leva a um acúmulo 

intralisossomal de moléculas de GAGS incompletamente degradados, interferindo no 

funcionamento normal dos lisossomos.  

As MPS são doenças graves que comprometem o desenvolvimento de forma 

importante. A causa de morte dos pacientes com MPS se deve geralmente à 

complicações respiratórias e/ou insuficiência cardíaca. 

 A incidência conjunta das MPS é estimada em 1:10.000 a 1:25.000 nascidos 

vivos (38–40). As MPS tipo I e III são consideradas as mais freqüentes, enquanto a 

MPS VII parece ser o tipo mais raro (19,41). 

 

2.3.1 Etiologia 

 

Todas as MPS são herdadas de modo autossômico recessivo, com exceção da 

MPS II, que tem herança ligada ao cromossomo X, recessiva (37).  

  
 



30 

 

 

 

2.3.2 Aspectos Clínicos 

 

As MPS são doenças crônicas e progressivas e apresentam um amplo espectro 

de manifestações clínicas, com envolvimento multissistêmico, principalmente motor e 

sensorial. As MPS apresentam muitos achados em comum, como o envolvimento 

esquelético, cardiopulmonar, da córnea, fígado, baço, cérebro e meninges, o que 

permite uma suspeita diagnóstica inicial. As manifestações clínicas são, em geral, 

variáveis, existindo formas atenuadas e formas graves. 

 
 

2.3.3 Diagnóstico 

 

O diagnóstico das MPS pode ser iniciado pela suspeita clínica e pelos achados 

nos testes de triagem na urina. A determinação de GAGs urinários direciona o 

diagnóstico bioquímico, através do ensaio enzimático específico, onde se constata a 

deficiência enzimática, que é o diagnóstico definitivo (15).  

A quantificação dos GAGs tem sido utilizada também como biomarcador da 

resposta ao tratamento das MPS.  

        O diagnóstico das MPS pode ser complementado pela análise molecular, que 

vai permitir a identificação da mutação responsável pela doença em questão. Este tipo 

de análise é importante não apenas para complementar a análise bioquímica, mas 

também para caracterizar o defeito gênico específico. 

A detecção de pacientes com MPS também pode ser realizada através do 

ensaio enzimático em amostras de SIPF, como um teste de triagem.  

 
 
 
 

2.3.4 Tratamento 

 

O tratamento das MPS, num primeiro momento, visa tratar os sintomas, 

melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Existem diversas recomendações para 

o tratamento dos sintomas das MPS, que possuem uma variabilidade enorme no que 

se refere à gravidade, início dos sintomas e progressão da doença. O tratamento dos 

sintomas deve ser monitorado caso a caso e envolve principalmente medidas que 
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corrijam ou minimizem o envolvimento esquelético, neurológico, respiratório e 

cardíaco dessas doenças, necessitando uma equipe multidisciplinar (38).  

Atualmente, o tratamento através da TRE está disponível para as MPS do tipo 

I, II, IVA e VI. Para as MPS tipo III, a TRE está em desenvolvimento clínico (11). 

 
 

2.3.5 Mucopolissacaridose Tipo IVA (MPS IVA) 

 

A MPS IVA ou síndrome de Morquio A é uma DL de caráter autossômico 

recessivo, causada pela deficiência da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase 

(GALNS), envolvida na degradação do glicosaminoglicano (GAG) queratan sulfato 

(QS).  

Este GAG é um componente da N-acetilglicosamina ou acetilgalactosamina e 

galactose, formando um componente essencial da cartilagem e da córnea. A 

deficiência da enzima prejudica a degradação de QS e condroitin-sulfato (CS), 

levando a um depósito celular de QS, que ocorre em vários órgãos, principalmente 

medula óssea, músculo cardíaco e órgãos viscerais, com uma manifestação primária 

da MPS no sistema esquelético (disostose múltipla) e opacidade de córnea, sem 

comprometimento cognitivo (38,42). 

Pelo menos duas enzimas contribuem para a degradação do QS, a GALNS e a 

β-galactosidase (β-Gal), que quebram o sulfato restante de alguns GAGS, como o QS 

e o CS. A deficiência genética de uma dessas enzimas causa as MPS tipo IVA e IVB, 

respectivamente (43).  

A MPS IVA foi descrita pela primeira vez em 1929, pelo pediatra uruguaio Luis 

Morquio, que descreveu uma família com quatro crianças afetadas. Essas crianças 

eram irmãos, filhos de primos em primeiro grau. No mesmo ano, Brailsford descreveu 

uma paciente similar, na Inglaterra (38).    

Em 1974, o defeito metabólico foi descrito e a deficiência da enzima GALNS foi 

identificada. Esta enzima também catalisa a remoção do sulfato de resíduos de N-

acetilgalactosamina-6-sulfato que estão presentes no CS, levando a excreção em 

excesso de CS (44). 
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2.3.5.1 Etiologia 

 

A MPS IVA é herdada de modo autossômico recessivo, como a maioria das 

MPS, com exceção da MPS tipo II, que é herdada de forma recessiva ligada ao 

cromossomo X (38).  

O gene para a GALNS, enzima deficiente na doença de Morquio A (MPS tipo 

IVA), foi clonado e sequenciado a partir da placenta humana e localizado no locus 

16q24.3 (30,31).   

 
 

2.3.5.2 Aspectos Clínicos 

 

 A Síndrome de Morquio A apresenta uma grande heterogeneidade clínica, com 

diversos sintomas, em vários órgãos e pode variar entre pacientes. As manifestações 

clínicas mais frequentemente observadas incluem: baixa estatura, hipoplasia de 

odontóide, coxa valga e excreção urinária excessiva de QS e CS (45,46), protusão 

external, deformidades das mãos (mãos em garra), dos ossos, deficiência no esmalte 

dentário, pectus carinatum, genu valgum, displasia de quadril, instabilidade devido à 

deformidades ósseas, perda auditiva, opacidade de córnea e hepatoesplenomegalia 

(43,47).  

As principais manifestações clínicas desta doença são atribuídas à restrição 

tecidual na distribuição do QS (córnea e cartilagem), em contraste para uma ampla 

distribuição de dermatan sulfato (DS), e heparan sulfato (HS). Como estes dois GAGS, 

o QS é degradado sequencialmente, da não redução e pela ação de glicosidases e 

sulfatases (48).  

Apesar da baixa estatura e da displasia esquelética progressiva ser usualmente 

mais pronunciada na MPS IVA, não é possível distinguir pelas características clínicas 

a MPS IVA da IVB, sendo necessária a determinação das atividades enzimáticas 

específicas. A inteligência é normal em ambos os tipos de MPS IV (38). 

 Ao nascimento, a maioria dos pacientes não apresenta sintomas perceptíveis, 

os primeiros sintomas tornam-se evidentes ao final do primeiro ou segundo ano de 

vida, quando os pacientes desenvolvem dificuldades de deambular, retardo do 

crescimento e as deformidades esqueléticas tornam-se evidentes. As deformidades 

são progressivas e tornam-se exageradas com a idade. Sintomas de compressão de 
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raiz nervosa ocorrem devido à compressão da medula cervical (43). Nem todos os 

pacientes com MPS IVA são gravemente afetados. Em casos particulares, esta 

doença existe em uma variante mais branda, com pacientes com altura quase normal, 

que são diagnosticados em um estágio mais tardio, onde os primeiros sintomas 

aparecem somente entre 6 e 10 anos; os pacientes queixam-se de dor quando 

caminham e seu andar torna-se difícil. No sistema esquelético, as articulações do 

quadril e da coluna são as mais afetadas (43). 

 
 

2.3.5.3  Incidência 

 

A incidência aproximada da MPS IVA no Brasil é de 1:216.000 nascidos vivos, 

enquanto que na Austrália  é de 1: 640.000 e 1: 76.000 na Irlanda do Norte (39).   

  
 

2.3.5.4 Diagnóstico 

  

O diagnóstico da MPS IVA se inicia pela suspeita clínica e laboratorialmente, 

através dos testes de triagem em amostra de urina, através da análise quantitativa 

(dosagem de GAGs) e qualitativa (eletroforese de GAGs), pois os pacientes com MPS 

acumulam GAGS que são excretados em excesso na urina.  As análises de GAGS na 

urina, juntamente com os achados clínicos são extremamente importantes no início 

da investigação.  A presença de QS na eletroforese ou o aumento na concentração 

de GAGs na dosagem destes, direciona a investigação laboratorial para a MPS tipo 

IV (49,50). Nos casos em que um padrão de QS é detectado, os ensaios enzimáticos 

da GALNS (enzima deficiente nos pacientes com MPS tipo IVA) e β-galactosidase 

(enzima deficiente nos pacientes com MPS tipo IVB) são realizados simultaneamente, 

para diferenciar os tipos de MPS IV. Caso seja confirmado o diagnóstico da MPS IVA, 

é necessário a análise enzimática de outra sulfatase para descartar o diagnóstico da 

deficiência múltipla de sulfatases. 

   O diagnóstico definitivo da MPS IVA se estabelece através da medida da 

atividade da enzima GALNS, em leucócitos ou fibroblastos, onde se constata a sua 

deficiência.   

  Atualmente, o diagnóstico da MPS IVA pode ser realizado também através da 
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medida da atividade enzimática em amostras de sangue impregnado em papel filtro 

(SIPF) (51), sendo esse um método de triagem. 

O diagnóstico precoce é importante para definir estratégias terapêuticas a seguir, 

especialmente no momento em que o tratamento através da TRE para a MPS IVA 

encontra-se disponível (52). 

A Síndrome de Morquio A é uma doença que causa  alterações clínicas graves, 

sendo importante o diagnóstico precoce e a intervenção terapêutica necessária, com 

o objetivo de minimizar essas alterações, principalmente a função locomotora.  

 
 

2.3.5.5 Tratamento  

 

Até recentemente o único tratamento disponível para a MPS IVA era 

essencialmente paliativo e sintomático, com cuidados de suporte, incluindo 

medicações, fisioterapia, cirurgias e reabilitação. A experiência com o transplante de 

medula óssea que mostrou ser eficaz para MPS tipo I (Síndrome de Hurler) é muito 

limitada e não é recomendada para pacientes com MPS IV A (53,54).   

A TRE foi aprovada para a MPS IVA, nos EUA, pela FDA, em fevereiro de 2014, 

com enzima recombinante humana GALNS (rhGALNS, elosulfase alfa, BMN 110, 

Vimizin®), como um novo tratamento   para tratar as manifestações clínicas da MPS 

IVA. A TRE é o tratamento específico, hoje disponível, através do qual se repõe a 

enzima deficiente respectiva, com infusões regulares da enzima. Estudos iniciais 

demonstraram que a droga é segura, melhorando os testes de caminhada de 6 

minutos e levando a normalização dos níveis de QS urinário (55). 

. 

2.4. ESFINGOLIPIDOSES  

 

As esfingolipidoses são distúrbios do metabolismo de esfingolipídios, de origem 

genética, autossômicos recessivos, que degeneram progressivamente o SNC. São 

caracterizadas por defeitos no catabolismo dos lipídios. Os esfingolipídios são 

componentes de várias membranas celulares e estão presentes em quase todos os 

tecidos, principalmente no tecido nervoso. As esfingolipidoses ocorrem, portanto, 

como distúrbios primários do sistema nervoso central (SNC) e/ou periférico (SNP) 
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(56).  Estudamos, neste projeto, duas esfingolipidoses: A Doença de Krabbe e a 

Doença de Gaucher. 

 
 

2.4.1 Doença de Krabbe 

 

A Doença de Krabbe é uma das primeiras leucodistrofias genéticas clássicas, 

descrita por Krabbe em 1916 (57).  

A doença de Krabbe ou Leucodistrofia de células globóides (GLD) é uma doença 

de armazenamento lisossômico, de carácter autossômico recessivo, causada pela 

deficiência da atividade da enzima lisossomal  β-galactocerebrosidase ou 

galactocerebrosidase (GALC).  Esta enzima faz parte do metabolismo da mielina, 

clivando a molécula de galactosilceramida em galactose e ceramida. A deficiência 

desta enzima resulta no acúmulo de galactosilceramida e o derivado tóxico psicosina, 

que é tóxica para os oligodendrócitos, ocasionando desmielinização do sistema 

nervoso central (SNC) e periférico (SNP) (58,59).  Esta enzima é especialmente 

importante durante o período perinatal, até dezoito meses de vida, quando a 

mielinização é mais intensa (58,60).   

 
 

2.4.1.1 Etiologia 

 

A doença de Krabbe é herdada de modo autossômico recessivo, como a 

maioria das DLs. A doença ocorre geralmente na infância e leva a um curso 

rapidamente fatal, mas formas raras de início tardio também têm sido reportadas (61). 

A deficiência da enzima galactocerebrosidase se deve a uma mutação que 

ocorre no gene que codifica a enzima e foi mapeado no cromossomo 14q31 (62). 

 
 
 
 
 

2.4.1.2 Aspectos Clínicos 
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As manifestações clínicas são exclusivamente neurológicas, com proeminentes 

sinais na substância branca. Ocorre um rápido e quase completo desaparecimento da 

mielina e células formadoras de mielina, com infiltração de macrófagos 

multinucleados, chamados “células globóides” (61). 

São descritas formas clínicas distintas de acordo com o início dos sintomas, 

sendo que 80 % dos casos começam antes dos seis meses de vida, período 

importante na mielinização do sistema nervoso.  A forma infantil precoce é a mais 

freqüente e usualmente começa entre três e seis meses de vida. A criança 

desenvolve-se normalmente até o início dos sintomas, quando começa a apresentar 

choro frequente, sem causa aparente, perda de interesse pelo meio e irritabilidade 

excessiva, que piora aos estímulos táteis, respondendo com sobressalto ou espasmos 

tônicos aos mesmos. Episódios de febre de origem desconhecida, vômitos e 

dificuldades alimentares também podem acompanhar o quadro.  A atrofia óptica 

geralmente está presente, com resposta pupilar pobre a estímulos luminosos e 

nistagmo pendular, mostrando falência visual.  Surdez e convulsões também têm sido 

observadas (63–66). 

Na forma clássica infantil, as crianças apresentam sintomas nos primeiros 6 

meses de vida, quando ocorre uma severa e rápida deterioração mental e motora e 

os pacientes raramente sobrevivem por mais de 2 ou 3 anos.  O fenótipo clínico da 

forma de início tardio é muito variável e o diagnóstico requer cuidado.  A maioria dos 

pacientes desenvolve sinais e sintomas clínicos por volta dos 10 anos de idade, mas 

alguns podem desenvolver sinais neurológicos após os 40 anos (61). 

 

2.4.1.3 Incidência 

 

 A incidência da Doença de Krabbe  varia de 0,4 a 1,9 em 100.000 nascidos 

vivos, na população  geral (67). 

 
 
 
 

2.4.1.4 Diagnóstico 
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Diante de um quadro clínico sugestivo da doença de Krabbe, a investigação 

inicial deve incluir o exame do líquido cefaloraquidiano e tomografia de crânio.   

 A tomografia de crânio, geralmente, mostra redução da substância branca e 

aumento da densidade em tálamos, substância branca periventricular e cápsula 

interna. A ressonância nuclear magnética de crânio mostra lesões de atrofia, 

principalmente em áreas onde a mielinização é mais precoce. Lesões simétricas na 

substância branca com envolvimento do corpo caloso e atrofia cerebral progressiva 

também são descritas (68). Os níveis de proteína no fluído cerebroespinhal são muito 

elevados, na forma de início precoce (61). 

O diagnóstico definitivo da Doença de Krabbe é geralmente obtido através da 

determinação da atividade da GALC em leucócitos ou fibroblastos, onde se detecta a 

deficiência enzimática específica (69,70).  

Atualmente, o objetivo do diagnóstico é a orientação familiar e o aumento da 

casuística mundial, para levar a um conhecimento mais profundo desta doença, sendo 

a confirmação diagnóstica necessária para que se possa fazer uma adequada 

orientação genética aos pais, pois é uma doença de caráter autossômico recessivo, e 

a cada gestação há 25% de chance de recorrência da doença. 

 

 

 

 

2.4.1.5 Tratamento 

 

Não há, ainda, tratamento específico para a Doença de Krabbe, entretanto, há 

tentativas experimentais, em animais, de correção da deficiência enzimática com 

transplante gênico. O transplante de células hematopoiéticas é um método de 

tratamento para essa doença e é indicado nos casos de início tardio (71). A TRE não 

atravessa a barreira hematoencefálica, não previne com isso as manifestações 

neurológicas da doença. 

Devido à rápida progressão da doença, envolvendo o SNC, somente cuidados 

de suporte são disponíveis para pacientes com a forma infantil clássica.  Para os 

pacientes com a forma de início tardio, com progressão lenta, uma melhora clínica 

pode ocorrer através do transplante de medula óssea (72). Outras tentativas de 
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tratamento, incluem transplante celular (73), tratamento transgênico (74), terapia 

gênica (75,76) e redução de substrato (77,78). 

 
 

2.4.2 Doença de Gaucher  

 

A doença de Gaucher (DG) foi descrita pela primeira vez pelo médico francês 

Philippe Charles Ernest Gaucher, em 1882, em uma paciente de 32 anos, tendo 

observado hepatoesplenomegalia. Ao exame microscópico de tecido de baço 

observou infiltração de células, hoje conhecidas como células de Gaucher. 

A DG é uma doença lisossômica, autossômica recessiva, sendo a mais comum 

das doenças lisossômicas. Caracterizada pelo acúmulo de glicocerebrosídio, causada 

pela deficiência da enzima lisossomal β-glicosidase ácida (glicocerebrosidase) GBA. 

A deficiência da enzima leva ao acúmulo de glicocerebrosídio (glicosilceramida) não 

degradado, nos lisossomos das células, no sistema monócito / macrófago (79).  

As propriedades cinéticas da GBA derivam do fato que diferentes mutações na 

estrutura do gene que codifica a enzima resultam em subtipos e variantes da doença 

de Gaucher (80). 

 A falta ou a baixa atividade da enzima glicocerebrosidase, que atua no 

metabolismo dos esfingolipídios, conduz a um progressivo acúmulo de seu substrato, 

o qual causa as manifestações clínicas da doença (81). 

 A atividade deficiente da GBA leva ao acúmulo do glicocerebrosídio, um 

esfingolipídeo derivado do catabolismo de hemácias e leucócitos. O sítio de acúmulo 

são as células do sistema reticulo endotelial, principalmente os macrófagos (81).  

A concentração de glicocerebrosídio no baço pode ser aumentada de 10 a 1000 

vezes, mas níveis elevados são também detectados no fígado e medula óssea. Em 

contraste, a concentração de glicocerebrosídio no plasma é moderadamente 

aumentada, em média duas vezes, aproximadamente (82).  

 
 
 

2.4.2.1 Etiologia 

 

A DG é herdada de modo autossômico recessivo, como a maioria das DLs, 
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sendo a mais comum das esfingolipidoses, causada por mutações que afetam a 

enzima GBA (83). 

A doença resulta de mutações no gene que codifica a enzima GBA, situado no 

cromossomo 1q21.31 (gene GBA) (84).   

 
 

2.4.2.2 Classificação 

 

 Clinicamente, existem três formas principais:  

 

1) Tipo I (forma adulta, não neuropática): É a variante mais comum e tem uma 

maior prevalência em populações de Judeus Ashkenazi. Caracteriza-se pelo 

quadro visceral e hematológico e pela ausência de comprometimento 

neurológico; 

 

2) Tipo II (forma infantil, neuropática aguda): As manifestações clínicas são 

muito precoces e há comprometimento neurológico importante e grave. Os 

pacientes com doença de Gaucher tipo II têm uma expectativa de vida muito 

curta e morrem ainda na primeira infância, geralmente antes dos três anos de 

idade;  

 

3) Tipo III (Forma neuropática subaguda): Manifesta-se geralmente na infância 

e afeta o sistema nervoso central (SNC). A DG tipo III caracteriza-se, além 

do comprometimento neurológico, por manifestações sintomáticas e de 

intensidade distintas, tal como na de tipo I. Semelhante ao tipo II, porém 

menos precoce e menos grave. O comprometimento neurológico inclui 

regressão e convulsões (85). 

 
 

 

2.4.2.3  Aspectos Clínicos 

 

      A DG caracteriza-se por uma ampla heterogeneidade clínica. Diferenças na 

apresentação clínica não é uma função da idade, tornando difícil predizer o curso 
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natural da doença. A esplenomegalia é o primeiro sintoma em combinação com 

trombocitopenia. Na doença mais avançada, o baço pode tornar-se muito aumentado, 

consumindo células do sangue periférico e fatores de coagulação, resultando em 

trombocitopenia, com tendência à hemorragia.   

 Alguns pacientes com DG apresentam poucos sintomas, enquanto outros 

pacientes têm uma clínica mais grave. As manifestações clínicas dos pacientes com 

DG tipo I, sem tratamento, incluem esplenomegalia, hepatomegalia, alterações 

hematológicas (anemia e trombocitopenia), manifestações ósseas (dor óssea, 

osteopenia, osteoporose e necrose avascular, entre outras) e retardo de crescimento 

(86). Os pacientes com DG tipo III podem apresentar as mesmas manifestações que 

os de tipo I acrescidos de sintomas neurológicos, os quais são vagarosamente 

progressivos e aparecem mais tardiamente do que os sintomas nos pacientes do tipo 

II da doença, onde o comprometimento neurológico é precoce e grave. A 

hepatoesplenomegalia é o principal sintoma observado nos pacientes. O fígado pode 

atingir um volume 10 vezes maior que o normal, enquanto o baço pode apresentar 

aumento de até 70 vezes. Razões de variabilidade da doença e suscetibilidade para 

comorbidades são em grande parte desconhecidas (87). O risco aumentado de câncer 

na DG é resultado de inflamações crônicas e disfunção do sistema imune, devido ao 

acúmulo de substrato nos macrófagos. O aparecimento de até três cânceres 

sequenciais tem sido reportado em pacientes de Gaucher tipo 1, sugerindo que 

modificações genéticas poderiam afetar a suscetibilidade (79).  

Apesar da maioria dos pacientes com DG serem diagnosticados pelas alterações 

hematológicas e/ou pela hepatoesplenomegalia, complicações esqueléticas tais como 

a osteopenia generalizada (diminuição da densidade mineral óssea), a necrose 

avascular e as crises de dor óssea geralmente coexistem e podem ser a causa de 

sérias debilitações.  Aproximadamente 80% dos pacientes apresentam a deformidade 

“em frasco de Erlenmeyer”, uma deformação óssea que ocorre devido à falha do 

remodelamento ósseo e perda da concavidade normal, principalmente no fêmur dos 

pacientes afetados. O número de leucócitos, plaquetas e hemoglobinas pode estar 

diminuído em relação ao normal. É possível também a  

substituição, ao longo do tempo, da medula óssea por células de Gaucher. O sítio de 

acúmulo são as células do sistema reticulo endotelial, principalmente os macrófagos 

(81,88).  
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Na Doença de Gaucher, as células repletas de glicoesfingolipídios deslocam as 

células normais no fígado, baço e medula óssea, que podem levar à disfunção 

orgânica e deterioração esquelética (89). As células com excesso de armazenamento 

lisossômico assumem um aspecto característico e são chamadas células de Gaucher, 

podendo ser um marcador para a Doença.  As células de Gaucher acumulam-se 

principalmente no fígado, baço, ossos, medula óssea e às vezes nos pulmões, 

levando assim às manifestações clínicas da doença. Assim, é comum o paciente 

apresentar sintomas como dores abdominais e ósseas, fadiga, limitações físicas, 

fraqueza, atraso no crescimento, entre outros (90). 

 
 

2.4.2.4 Incidência 

 

A DG tem uma baixa incidência mundial, encontrando-se no grupo das doenças 

raras ou pouco frequentes (inferior a cinco casos por 10.000 habitantes).  A DG é a 

mais comuns das esfingolipidoses (83), ocorrendo com uma frequência estimada de 

1 em cada 40.000 a 60.000 indivíduos na população geral (91). A DG tipo 1 é 

considerada a doença genética mais comum entre os Judeus Ashkenazi (92). A 

incidência entre os descendentes de judeus Ashkenazi é de 1/400 a 1/800 RNs  (85).  

 

2.4.2.5 Diagnóstico 

 

Após a suspeita clínica, o diagnóstico da DG é geralmente confirmado através 

do ensaio enzimático da GBA (glicocerebrosidase) em leucócitos e/ou fibroblastos, 

onde se constata a deficiência enzimática (22,88).  

A medida da atividade da enzima nos leucócitos do sangue ou em fibroblastos 

encontra-se de 10 a 30% abaixo do normal nos pacientes com a doença tipo I (93). 

A limitação desse método é que ele não consegue distinguir os tipos da doença, 

nem a gravidade da mesma. Às vezes a deficiência é pequena e deixa dúvidas quanto 

ao diagnóstico. O teste molecular analisa as mutações e confirma o diagnóstico, 

trazendo informações adicionais, já que algumas das mutações estão relacionadas à 

gravidade da doença. 
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Para a detecção de portadores o ensaio enzimático tem valor limitado, pois 

apresenta valores próximos aos indivíduos normais. Nesses casos, torna-se 

necessária a análise da mutação (94).  A detecção de mutações oferece ainda um 

complemento diagnóstico ao resultado do ensaio enzimático com a vantagem de ter 

valor prognóstico, uma vez que permite diferenciar os tipos neuropáticos da DG (tipo 

2 e 3) do tipo não neuropático (tipo 1) quando são detectadas mutações que 

apresentam relações genótipo-fenótipo conhecidas.  

Atualmente, o diagnóstico da DG pode ser realizado também através da medida 

da atividade enzimática em amostras de sangue impregnado em papel filtro (SIPF) 

(95) sendo este um método de triagem. 

 
 

2.4.2.6 Tratamento 

 

   O tratamento de escolha para a doença de Gaucher é a terapia de reposição 

enzimática (TRE), disponível a partir da década de 90, com Alglucerase®, 

posteriormente substituída pela Imiglucerase®. Com a TRE, observa-se um aumento 

no nível de hemoglobina e contagem de plaquetas em aproximadamente 6 meses, 

bem como redução do volume hepático e esplênico em 12 meses, sendo a TRE 

eficiente para tratar os sintomas não-neuropáticos da doença (96). 

  As manifestações viscerais podem ser minimizadas com a TRE, contudo essa 

terapia não é eficaz nos problemas neurológicos, pois a enzima não atravessa a 

barreira hematoencefálica (97,98). 

  Na maioria dos pacientes, melhora a citopenia e a diminuição do tamanho do 

baço e fígado são evidentes após 3 a 12 meses de tratamento. O volume do fígado 

geralmente normaliza, enquanto que algum grau de aumento do baço persiste, 

mesmo após longo tratamento. O retardo de crescimento em crianças e a qualidade 

de vida melhoram com o tratamento (82).  

 Na Holanda, um protocolo foi desenvolvido para permitir um tratamento 

individual baseado na resposta de cada paciente, fornecendo uma melhora do custo 

benefício. 

2.4.2.6.1 Terapia de Redução de Substrato (TRS)  
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   O acúmulo de glicosilceramidas é devido a um desequilíbrio entre a razão de 

síntese e degradação. Esse conceito forma a base de uma alternativa de terapia oral 

recentemente desenvolvida.  N- butyldeoxinojirimycin (OGT918 ou miglustat) é um 

inibidor da síntese de glicosilceramida, o primeiro passo na biossíntese de glicolipídios 

(99). A TRS tem sido testada no contexto de doenças viscerais, principalmente a DG 

tipo I. Miglustat não obteve benefício na doença neurológica, possivelmente por falta 

de distribuição no SNC (100). 

 

2.5. GLICOGENOSES 

 

As glicogenoses são doenças genéticas relacionadas ao armazenamento de  

glicogênio, autossômicas recessivas. Resultam da deficiência de enzimas específicas 

que afetam o processo de síntese ou degradação do glicogênio, com manifestações 

clínicas variadas.  As glicogenoses podem ser classificadas em tipo I e III, cujas 

manifestações principais são a hepatomegalia e hipoglicemia e o tipo II e V, cujas 

manifestações clínicas principais são a fraqueza muscular e esquelética.   

Essas doenças se diferem no efeito enzimático, no órgão afetado, na idade em 

que ocorrem as primeiras manifestações clínicas da doença e na severidade desses 

sintomas (101). 

Destacamos neste estudo a glicogenose tipo II (Doença de Pompe). 
 
 

2.5.1 Doença de Pompe  

 

A Doença de Pompe, também conhecida como glicogenose tipo II, é uma doença 

autossômica recessiva, do metabolismo do glicogênio, causada pela deficiência da 

enzima lisossômica α-glicosidase ácida (GAA) ou maltase ácida. Como consequência, 

ocorre o acúmulo progressivo de glicogênio não degradado em diversos tecidos, com 

predomínio da musculatura esquelética, cardíaca e músculo liso (102,103). O acúmulo 

progressivo de glicogênio nesses tecidos leva à debilidade cardíaca, falência de 

órgãos e frequentemente à morte. A doença de Pompe foi descrita pela primeira vez 

pelo médico J.C.Pompe, em uma criança de 7 meses, que apresentava 

cardiomiopatia, com acúmulo massivo de glicogênio nos tecidos examinados (104). 
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Após a identificação dos lisossomos por Duve, em 1963 (13), a doença de Pompe 

tornou-se a primeira doença de armazenamento lisossômico reconhecido (105). 

Esta doença apresenta duas formas de manifestação: infantil e adulta.  

 A forma infantil, severa, com cardiomiopatia, sofrimento respiratório e hipotonia 

muscular, onde o glicogênio se acumula no interior dos lisossomos, nos músculos 

esqueléticos e cardíaco e a forma de início tardio (juvenil e adulta), onde os pacientes 

podem apresentar um fenótipo heterogêneo, com uma progressão variável da doença, 

mas geralmente lenta. Ao contrário de outras doenças de depósito de glicogênio, a 

doença de Pompe não causa hipoglicemia ou baixa produção de energia (103,106).  

 
 

2.5.1.1 Etiologia  

 

 A Doença de Pompe é uma doença lisossômica, herdada de modo autossômico 

recessivo.  O gene que codifica a enzima GAA está localizado no cromossomo 17q25 

(107). 

 
 

2.5.1.2 Classificação 

 

A Doença de Pompe classifica-se segundo a velocidade de evolução da doença, 

em duas formas:  

 

1) Forma de início precoce (infantil): Geralmente surge rapidamente nos primeiros 

meses de vida, apresentando hipotonia e fraqueza muscular, com uma 

cardiomegalia importante.  

 

2) Forma de início tardio (juvenil e adulta): A forma de início tardio pode surgir a 

qualquer momento, desde a infância até a idade adulta, com uma ampla 

variedade de manifestações clínicas, podendo incluir dificuldade para andar, 

gradual e progressiva fraqueza muscular e dificuldades respiratórias (106). 

2.5.1.3 Aspectos Clínicos 
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A doença de Pompe manifesta-se sob um amplo espectro de condições clínicas, 

com consideráveis variações na idade de início dos sintomas e grau da severidade e 

envolvimento de órgãos, incluindo cardiomegalia e hepatomegalia (106,108). O curso 

clínico é muito variável e varia de uma progressão rápida na doença de início na 

infância para uma progressão mais lenta, na doença de início tardio.  

A forma mais severa da doença é a forma infantil, clássica. Embora os sintomas 

não apareçam ao nascimento, estes tem início nas primeiras semanas ou meses de 

vida e caracterizam-se por uma progressiva cardiomiopatia hipertrófica e hipotonia. O 

depósito massivo de glicogênio no coração e nos músculos esqueléticos resulta em 

cardiomiopatia progressiva, fraqueza muscular generalizada, hipotonia e morte devido 

à rápida falência cardiorrespiratória, geralmente antes dos dois anos de vida. A 

investigação clínica geralmente revela hepatomegalia moderada e cardiomegalia, 

enquanto a perda da atividade da enzima GAA é quase completa, chegando a 1% da 

atividade normal (106,108). 

Na forma de início tardio (juvenil e adulta), a progressão da doença é lenta, 

caracterizada por uma grande variação dos aspectos clínicos. Manifesta-se, 

geralmente, após os 12 meses de vida. As principais características clínicas 

envolvem: Insuficiência respiratória e progressiva debilidade muscular, principalmente 

de músculos respiratórios, enquanto o envolvimento cardíaco pode ser ausente 

(106,109).  

 Na forma de início tardio, o envolvimento do músculo respiratório ocorre em 

mais de 60-80% dos pacientes, com um prevalente envolvimento do diafragma (110). 

A atividade da enzima GAA residual pode ser correlacionada com a severidade do 

fenótipo, mas muitos pacientes adultos compartilham as mesmas mutações, com uma 

ampla variabilidade na atividade enzimática residual, idade de início e progressão da 

doença.   

  Embora o envolvimento cardíaco seja considerado uma característica que 

define a doença de Pompe de início precoce, este tem sido também reportado em 

alguns pacientes de início tardio (106,108,111). O envolvimento cardíaco reportado 

em pacientes de início tardio é variável e inclui distúrbios rítmicos, tais como na 

síndrome de Wolff- Parkinson-White e dilatação da aorta ascendente (103,112–116). 

2.5.1.4 Incidência 

 



46 

 

 

 

A incidência da doença de Pompe varia muito com a etnia e região geográfica. 

A forma de início precoce, infantil, tem uma frequência estimada de 1: 138.000 na 

população caucasiana (117). 1:50.000 na população Chinesa (118),  1:14.000 entre 

ancestrais africanos (106).  

 
 

2.5.1.5 Diagnóstico 

  

A partir de uma suspeita clínica, uma análise bioquímica deve ser realizada 

para avaliar a atividade da enzima α- glicosidase ácida (GAA). Até recentemente a 

atividade da GAA podia ser medida somente em amostras de biópsia de músculo ou 

de pele (cultura de fibroblastos), que requerem processos invasivos e demorados 

(108). Atualmente, os testes enzimáticos podem ser realizados em leucócitos, através 

do método fluorimétrico e mais recentemente, em amostras de sangue impregnado 

em papel filtro (SIPF). Nos últimos anos, múltiplos testes de diagnóstico têm sido 

usados para a detecção de pacientes com doença de Pompe, incluindo métodos de 

análise de DNA, cultura de fibroblastos de pele e amostras de SIPF (108,119). 

Entretanto, o ensaio enzimático com amostras de leucócitos combinada com SIPF 

aumentou desde o início de 2000 e o uso de amostras de SIPF aumentou 

notavelmente durante 2006 a 2009, enquanto o uso de amostras de fibroblastos e 

tecido de músculo para o diagnóstico através do ensaio enzimático diminuiu 

consideravelmente (120). A medida da atividade da GAA em amostras de SIPF pode 

ser utilizada como um teste de triagem para a Doença de Pompe, quando a deficiência 

da enzima é detectada neste tipo de amostra, a confirmação diagnóstica deve ser 

realizada em amostras de leucócitos ou fibroblastos (34,106). O diagnóstico definitivo 

da doença de Pompe é através do ensaio enzimático da GAA, em amostras de 

leucócitos e/ou fibroblastos cultivados. O diagnóstico precoce da doença de Pompe 

na infância é crucial, permitindo o início precoce do tratamento através da TRE, com 

diminuição dos casos de morbidade e mortalidade (20).  

 A análise de mutações no DNA, embora não seja essencial para o diagnóstico, 

oferece informações importantes para a investigação da relação genótipo-fenótipo 

(Winchester B et al.,  2008).   
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A raridade da doença, associada à heterogeneidade de manifestações clínicas 

e fenotípicas e a significativa sobreposição de sinais e sintomas com outras doenças 

neuromusculares, torna o diagnóstico da doença de Pompe um desafio (108,109,119). 

 
 

2.5.1.6 Tratamento  

 

A TRE tem sido aplicada com sucesso em pacientes com doença de Pompe 

(11).  Em 2006, a TRE com alfa alglucosidase (Myozyme®, Genzyme Corporation, 

Company Sanofi, Cambridge MA, USA) foi aprovada na União Européia e 

subsequentemente, nos EUA, como tratamento para a doença de Pompe. O 

tratamento com alfa alglucosidase tem mostrado melhora no prognóstico dos 

pacientes com a forma infantil da doença de Pompe, estabilizando a doença ou 

melhorando a função muscular e respiratória, podendo aumentar a expectativa de vida 

desses pacientes (108,121,122). A eficácia da TRE pode ser influenciada por diversos 

fatores, incluindo a idade de início dos sintomas, início do tratamento e dano muscular. 

Na maioria dos casos, o início precoce da TRE, antes do início da falência respiratória, 

permite um melhor prognóstico, com diminuição dos casos de mortalidade (114,123).  

 Com a disponibilidade da TRE e os benefícios do tratamento, um diagnóstico 

correto e precoce da doença de Pompe é importante para todos pacientes (124).  
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3 MARCO TEÓRICO 

 

Tabela 2: Marco teórico do diagnóstico bioquímico (método enzimático fluorimétrico) das DLs 
estudadas e algumas DLs relacionadas 

 
 

Doença 

 
Diagnóstico em 
amostras de leucócitos 
e fibroblastos 

 
Diagnóstico em 
amostras de sangue 
impregnado em 
papel filtro (SIPF) 

 
Diagnóstico em 
amostras de 
leucócitos 
impregnados em 
papel filtro (LIPF) 

 
MORQUIO A 
(MPS IVA) 

 
Van Diggelen  OP et 
al.,1990 (125) 

 
Camelier et al., 2011 
(51) 
 

 
Camelier et al., 2015 
(126) 

 
KRABBE 

 
Wiederchain G, Raghavan 
S, 1992 (70) 

 
               _ 

 
Camelier et al., 2015 
(127) 

 
GAUCHER 

 
Peters S, Coyle, P e Glew,  
R.H, 1976 (128)  

 
Chamoles et al., 2002 
(129); 
Civallero et al., 2006 
(124) 
 

 
Camelier et al., 2015 
(126) 

 
POMPE 

 
Li Y, Scott C, Chamoles et 
al., 2004 (34) 

 
Umapathysivan et al., 
2001 (130);  
Chamoles et al., 2004 
(24) 

 
Camelier et al., 
2015(126) 

 
MPS IIIA 

 
Karpova  EA  et al., 1996 
(131) 

 
               _ 

 
Civallero et al., 2013 
(132) 

 
MPS I 

 
Hopwood et al., 1979 (133) 

 
Chamoles et al., 2001 
(95); 
Civallero et al., 2006 
(124) 

 
_ 
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4 JUSTIFICATIVA 

 

Embora o diagnóstico das DLs seja baseado em técnicas enzimáticas 

específicas realizadas em amostras de leucócitos e/ou fibroblastos, o uso de amostras 

de sangue impregnadas em papel filtro (SIPF) tem sido crescente nos últimos anos 

(51,95,124,129).  

A utilização de amostras biológicas em papel filtro é justificada, pois é um meio 

simples de coleta, armazenamento e transporte de amostras, sendo que o material 

biológico após a coleta e secagem é estável e não infectante. É uma excelente 

alternativa para países com recursos limitados e com regiões de difícil acesso.  

Amostras secas em papel filtro são mais fáceis de transportar e armazenar, 

sendo uma alternativa às amostras de sangue total enviadas em tubos vacutainer ou 

seringas, que estão sujeitas a deterioração em um curto espaço de tempo e que tem 

seu envio limitado quando pensamos em longas distâncias. No entanto, nem todas as 

enzimas lisossômicas podem ser avaliadas em SIPF, algumas ainda exigem o uso de 

leucócitos do sangue líquido.  

Julgamos importante padronizar e tornar disponível uma nova técnica que 

mede a atividade enzimática em amostras de leucócitos impregnados em papel filtro 

(LIPF) no momento em que um tratamento específico torna-se disponível para a 

maioria dessas doenças. A possibilidade de um diagnóstico mais precoce, através de 

técnicas mais simples e com material de mais fácil coleta e transporte como o papel 

filtro, permitirá ainda o acesso ao diagnóstico dos pacientes residentes em regiões 

mais remotas.  

O laboratório de erros inatos do metabolismo (LEIM) do Serviço de Genética 

Médica do HCPA é um laboratório de referência nacional para diagnóstico de DLs, dá 

apoio ao Centro Coordenador da Rede DL Brasil e recebe muitas amostras de 

pacientes de diversas regiões do Brasil e mesmo do exterior, para diagnóstico ou para 

acompanhamento do tratamento. Acreditamos que o fato do laboratório ter este papel, 

justifica o esforço para o desenvolvimento e aprimoramento de novas metodologias 

para facilitar o diagnóstico de pacientes com DLs, especialmente considerando que 

muitas dessas condições têm tratamento específico, e que mesmo as que não têm, 

podem se beneficiar das medidas de manejo e prevenção disponíveis.  
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5 OBJETIVOS  

 

5.1. OBJETIVO PRIMÁRIO  

 

 O objetivo principal deste projeto foi desenvolver, validar e tornar 

disponível um novo tipo de amostra, que pode ser mais simples, segura 

e prática para o diagnóstico bioquímico das doenças lisossômicas (DLs), 

especialmente para pacientes que vivem em regiões distantes e/ ou de 

difícil acesso. 

 

 

5.2. OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

 

 

 Padronizar a metodologia do ensaio enzimático em amostras de 

leucócitos impregnados em papel filtro (LIPF), para o diagnóstico de DLs 

selecionadas; 

 

 Correlacionar os resultados obtidos no novo método, (LIPF) com os 

resultados do método convencional em amostras de leucócitos; 

 

 Estabelecer os valores de referência para o novo método (LIPF); 

 

 Verificar a sensibilidade do novo método, comparando os resultados 

com os obtidos com o método convencional em leucócitos; 

 

 Verificar a especificidade do novo método, comparando com o método 

convencional em leucócitos, o qual é capaz de identificar os sujeitos que 

não tem a doença;  

 

 Avaliar a estabilidade das amostras (LIPF), quando submetidas a 

diferentes tempos e temperatura de armazenamento.  
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ABSTRACT 
 
Background: krabbe disease (KD) is an inherited lysosomal storage disease (LSD) 
caused by the deficiency of galactocerebrosidase (GALC) and is characterized by a 
severe and progressive leukodystrophy with death frequently before one year of life in 
the classical early-onset form. As a consequence of the enzyme defect, globoid cells 
containing undigested galactosylceramide are observed and are characteristic of the 
disease. Hematopoietic stem cell transplantation is the current treatment for this 
disease, with some success in the classical cases if performed very early in life. 
Definitive diagnosis of KD is generally accessed by determination of GALC in 
Leukocytes or fibroblasts. For the last few years, dried-blood filter paper (DBFP) 
samples have been increasingly used for lysosomal enzyme assays. Originally, some 
lysosomal enzymes could not be tested in DBFP samples using fluorometric assays, 
including GALC, heparan- sulfamidase and a few others. Recently, we reported 
successful results using dried-leukocytes filter paper (DLFP) samples for heparan- 
sulfamidase  and β-galactosidase. Extending these studies, we present now a new 
GALC assay on these type of samples.  
Methods: Adapted leukocyte fluorometric assay was used for the evaluation of GALC 
in DLFP samples. 
Results: Our results using this method showed a clear discrimination between GALC 
levels observed in KD patients and healthy controls. 
Conclusions: The assay is robust and reliable and could be adopted by reference 
laboratories for diagnosis of LSDs. It is expected that the use of DLPF would make it 
possible to diagnose patients living in isolated areas, where liquid samples usually 
have to be transported over several days and sometimes across country borders 
before reaching reference laboratories. 
 
Keywords: Lysosomal storage diseases; Krabbe disease; Galactocerebrosidase 
Filter paper samples; Dried-leukocytes; Enzyme assay 
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INTRODUCTION 
 

 Deficiency of galactocerebrosidase (GALC; EC 3.2.1.46) leads to Krabbe 

disease (KD), an inherited lysosomal storage disease (LSD), mainly characterized by 

a severe and progressive leukodystrophy with death frequently before one year of life 

in the classical early-onset cases. As a consequence of the enzyme defect, globoid 

cells containing undigested galactosylceramide are observed and are characteristic of 

the disease. Hematopoietic stem cell transplantation is the current method of treatment 

for this disease, and is indicated in late-onset cases. There has also been some 

success in classical cases if performed very early [1]. Definitive diagnosis of KD is 

generally obtained by the determination of GALC activity in leukocytes or fibroblasts 

[2,3]. During the last few years, dried-blood filter paper (DBFP) samples were 

introduced for lysosomal enzyme assays [4-9]. Nevertheless, not all enzymes can be 

tested using this material and fluorometric assays, including GALC, heparan 

sulfamidase and a few others. We recently reported a method using dried-leukocytes 

filter paper (DLFP) samples, for the assay of heparan sulfamidase and β-gactosidase 

activities [10]. We report further developments of this method for the evaluation of 

GALC activity, with the aim to have DLFP as an alternative sample for the identification 

of KD patients. 

Abbreviations: LSD, lysosomal storage disease; KD, Krabbe disease; GALC, 

galactocerebrosidase; DBFP, dried-blood filter paper; DLFP, dried-leukocytes filter 

paper.  

 
1.Material and methods 
 

 
DLFP and leukocyte samples were obtained from healthy individuals and 

confirmed KD patients. Informed consent to participate in this study was obtained from 

all patients (or legally authorized representatives), and healthy controls. Leukocytes 

from approximately 10 ml of blood were obtained following the procedure of Skoog and 

Beck [11]. DLFP samples were prepared by diluting a pellet of leukocytes in 500 μl of 

distilled water. The solution was mixed, sonicated on ice bath in a Misonix Sonicator 

XL2020, with 2 cycles of 25 s, 30-s interval, 7.5–10% intensity, ~ 45 W potency. 

Aliquots of 20μl were applied to a 13.3 mm diameter disk of filter paper (Whatman SS 

903). Samples were dried in a hood for 4 h and stored for a week at room temperature 
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in a plastic bag with desiccant, and thereafter stored at 4°C until analysis. For all 

assays, 2×6.0-mm diameter disks of DLFP samples were diluted in 100μl of distillated 

water and incubated for 30 min at 37°C. At the end of the incubation, samples were 

centrifuged at 3000 rpm for 10 min at room temperature and, as proteins are soluble 

in water, 50μl of supernatant was used for protein determination [12]. The rest of the 

supernatant with filter paper included was used for the enzyme assays. Adapted 

fluorometric methods were used for the evaluation of GALC and GLB activities [3,13]. 

Appropriate artificial substrates and dilution and stop buffers were used as described 

in Table 1 (supplementary material). After incubation, the samples were centrifuged at 

3000 rpm for 10 min at room temperature. Fluorescence (excitation, 365 nm; emission, 

450 nm) was measured in the supernatant on a Molecular Devices SpectraMax M2 

spectroluorometer. Readings were corrected for blanks, and compared with 4-

methylumbelliferone calibrators. Methylumbelliferyl substrates were obtained from 

Moscerdam (GALC) and from Sigma (GLB). Enzyme activities were calculated as 

nanomoles of substrate hydrolyzed per hour per milligram of protein. Non-parametric 

Mann- Whitney U test was used to evaluate the differences between controls and 

patients.  A p< 0.05 was considered to be significant.  All analyses were performed 

using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-

compatible computer. 

 
 

2. Results and discussion 
 

The results of the assay of GALC activity in DLFP samples using our method 

(Fig. 1,and Table 1) showed a clear discrimination between confirmed KD patients and 

healthy controls. When GALC activities in DLFP and their corresponding leukocyte 

Samples were compared, it is possible to see a close correlation in the respective KD 

groups. The healthy control group showed higher values of activities in DLFP, possible 

due to some degree of protein retention in the filter paper in the dilution process. We 

did not visualize this effect in the KD samples, probably because the fluorescence of 

these samples is very low. Nevertheless, the assay in DLFP allowed the correct 

identification of KD patients in all cases. Additional intra and inter-assay studies 

showed acceptable values (Table 2, supplementary material). DLFP samples were 

viable up to one month when stored at 4 °C, as we observed previously [10]. 
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 To our knowledge, no reports using DLFP samples for GALC measurement 

have been published. DBFP samples were successfully used to assay GALC activity 

with tandem mass spectrometry (TMS), along with other lysosomal enzymes [7–9]. 

TMS seems to be precise and sensitive, but many diagnostic laboratories cannot afford 

the cost of the expensive equipment  needed (this is not the case of newborn screening 

laboratories, which run a very large number of samples everyday and have a lower 

cost per sample). The procedure proposed here could provide an alternative source of 

enzyme for analysis of GALC activity through a simple fluorometric method, accessible 

to most clinical pathology laboratories. Also, DLFP samples could be prepared in 

general biochemical laboratories without major difficulties. 

 We consider that enzyme assays carried out using DLFP samples should be 

regarded as a screening method, and, as in the case of DBFP [4–6], it is important to 

confirm positive cases with assays using leukocytes or fibroblasts. Nevertheless, 

GALC assays in DLFP, as other assays on DBFP, could be used to rule out KD if the 

resulting activity is within the normal range.  

We should mention that, similar to the fluorometric assay in leucocytes [3], we 

still have to face the limited affinity of GALC for artificial fluorescent substrates [14,15]. 

Difficult cases may need to be further investigated with the GALC activity assay using 

radiolabeled substrate and or genetic analysis of the GALC gene. 

Based on our experience, DLFP samples could be used for other bio- 

chemical studies and also be a source of DNA for molecular genetic investigations (as 

the DNA content is higher than that found in DBFP). 

It is expected that the possibility of assaying GALC in DLFP samples would 

enable the investigation of KD in patients located in remote areas, where the chipment 

of liquid samples usually would take several days before reaching reference 

laboratories. 

We conclude that the assay of GALC on DLFP is a reliable and useful 

method for the identification of KD. As sample preparation is feasible in standard 

biochemical laboratories and as transportation is very simple, it could enable patients 

living in remote areas to be investigated and diagnosed. 
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Figure 1: Activity of GALC in DLFP samples and leukocytes from KD patients and healthy controls. 
Activities are expressed as nanomoles/17h/mg proteins. X-axis represents the N number. 
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Table 1: GALC  activity in DLFP samples and leukocytes from KD patients and 

healthy controls.  

 

 N Activity (nmol/ 17 hs/ mg 
proteim) 
range (mean±SD) 

P* 

DLFP samples  
Krabbe disease 
patients(a) 

 
10 

 
ND – 5.04 (1.18±1.93)   

 
a:b<0.001 

Normal controls (b) 
 

50 28.25 – 443.10 
(148.71±95.78) 

 

Leukocytes 
Krabbe disease 
patients (c) 
Normal controls (d) 

 
10 
50 

 
ND – 5.10 (2.20±1.48) 
14.00 – 83.00 (34.98±14.50) 

 
c:d<0.001 

 

* Correspond  to an asymptotic significance (2 - tailed) from Mann - witney U test. ND: 

not detected. 
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Table 2: Incubation conditions for lysosomal enzyme assays in DLFP samples.  

 

Enzyme Elution Liquid and Substrate Incubation Time 
and 
Temperature 

Stop Buffer 

GALC 
 
 

Incubation 1 
- 2x6 mm DLFP in 100µl of distillated 
water 
 
 
Incubation 2 
 
- 50 µL of supernatant from DLFP 
samples. 
- 100 µL of 0.57 mM 6-
Hexadecanoylamino-4-
methylumbelliferyl-beta-D-galactoside, 
0.4 % sodium taurocholate, 0.13 % oleic 
acid in  McIlvain´s phosphate buffer / 0.1 
M citric acid, 0.2 M sodium phosphate, 
0.02 % sodium azide, pH 5.2. 
 

Incubation 1 
30 minutes; 
37°C with gently 
shaking 
 
 
Incubation 2 
 
- 17 hours; 37°C 
 without shaking. 
 

- 500 µL of 0.5M 
Sodium carbonate/ 
0.5 M sodium 
bicarbonate with  
0.25% Triton X-100, 
pH 10.7 

GLB Incubation 1 
- 2x6 mm DLFP in 100µl of distillated 
water 
 
Incubation 2 
 
 

Incubation 1 
 
30 minutes; 
37°C with gently 
shaking 
 
incubation 2 

- 1000 µL of 0.5 M  
glycine-NaOH, pH 
10.3 

 - 50 µL of supernatant from DLFP 
samples.  
- 80 µL of 0.05 M citrate phosphate 
buffer, pH 4.4 in 45 g/l NaCl. 
- 40 µL of 0.8 mM  4-methylumbelliferyl- 

 -D-galactoside in distilled water. 
 

- 3 hours; 37°C 
with gently 
shaking. 
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Table 3: Intra and inter- assay CVs values for GALC in DLFP samples (from 

normal subjects). 

 

ENZYME 
 

INTRA-ASSAY CVs (%) 

 

INTER-ASSAY CVs (%) 

 

   

      GALC 9.68 ( N = 10 ) 12.63 ( N = 10 ) 
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1. Introduction 
 
 Lysosomal storage diseases (LSDs) are a group of genetic conditions 

presenting a vast spectrum of abnormalities that may include skeletal abnormalities, 

organ dysfunction, neuronal involvement, and tissue accumulation of complex 

molecules among other manifestations [1]. Once the clinical suspicion of one of these 

diseases is raised, a definitive diagnosis of LSDs is generally obtained by specific 

enzyme assays performed in leukocytes, fibroblasts, or, more recently, in dried-blood 

filter paper (DBFP) samples [2-4]. We recently introduced dried-leukocytes filter paper 

(DLFP) as an alternative source of enzyme for the assay of heparan sulfamidase and 

galactocerebrosidase, enzymes which could not be tested in DBFP samples using 

fluorometric methods [5,6]. Extending these studies, we present here new fluorometric 

methods on DLFP samples, for evaluation of α-glucosidase (GAA), β-glucosidase 

(GBA), and N-acetylgalactosamine-6-sulfatase (GALNS) activities, key enzyme 

assays for the identification of patients with Pompe disease (PD), Gaucher 

disease(GD), and Morquio A disease (MD), respectively. 

 
 

2. Material and methods 
 

 
 DLFP and leukocyte samples were obtained from healthy individuals and 

confirmed PD, GD, and MD patients. Informed consent to participate in this study was 

obtained from all patients and from healthy control individuals (or from legally 

authorized representatives). Leukocytes from approximately 10 ml of blood were 

obtained following the procedure of Skoog and Beck [7]. DLFP samples were prepared 

by diluting a pellet of leukocytes in 500 L of distilled water. The solution was mixed, 

sonicated on an ice bath in a Misonix Sonicator XL2020, with two cycles of 25 seconds, 

30 seconds interval, 7.5-10% intensity, ~ 45W potency. Aliquots of 20 L were applied 

to a 13.3 mm diameter disk of filter paper (Whatman SS 903).  Samples were left 

to dry in a hood for 4 h and stored for a week at room temperature in a plastic bag with 

desiccant, and thereafter stored at 4°C until analysis. For all assays, 2 × 6.0-mm 

diameter disks of DLFP samples were diluted in 100 L of distillated water and 

incubated for 30 minutes at 37°C. At the end of the incubation, samples were 

centrifuged at 3000 rpm for 10 min at room temperature and, as proteins are soluble 
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in water, 50 L of supernatant was used for protein determination [8]. The rest of the 

supernatant with filter paper included was used for the enzyme assays. 

 Adapted fluorometric methods were used for the evaluation of GAA, GBA, and 

GALNS [9-11] activities. An adapted assay [12] was used to measure β-galactosidase 

as reference enzyme and performed as described in Camelier et al.,2014 [6]. 

Appropriate artificial substrates and dilution and stop buffers were used as described 

in Table 1S (supplementary materials). After incubation, the samples were centrifuged 

at 3000 rpm for 10 min at room temperature. Fluorescence (excitation, 365 nm; 

emission, 450 nm) was measured in the supernatant on a Molecular Devices 

SpectraMax M2 spectrofluorometer. Readings were corrected for blanks, and 

compared with 4-methylumbelliferone calibrators. Methylumbelliferyl substrates for 

GAA and GBA and acarbose were from Sigma, and GALNS substrate was from 

Moscerdam. Enzyme activities were calculated as nanomol/h/mg (17h in the case of 

GALNS). Non-parametric Mann–Whitney U test was used to evaluate the differences 

between controls and patients. A p<0.05 was considered significant. All analyses were 

performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software in a 

PC-compatible computer. 

 
 

3.Results and discussion 
 

 The GAA, GBA, and GALNS activities were measured in DLFP samples, and 

the results obtained showed a clear discrimination between confirmed PD, 

GD, and MD patients and healthy controls (Fig. 1, and Table 1). The level of 

discrimination between the patients and control groups was similar to that obtained 

with their corresponding standard leukocyte samples. Additionasl intra and inter-assay 

studies showed acceptable reproducibility of the enzyme assays, with CVs<10 and 

20%, respectivelly (Table 2S, supplementary materials). DLFP samples were stable 

up to one month when stored at 4°C. The new enzyme assays presented here, already 

assayed in DBFP samples [2-4], increase the spectrum of lysosomal enzymes that 

could be tested in DLFP samples. In fact, the test in DBPF is not considered sufficient 

for the diagnosis, and confirmation in leucocytes is usually requested for the diagnosis. 

However, sometimes it is difficult to send liquid blood samples from remote areas to 
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reference laboratories, making the tests in leukocytes very challenging. So, a test in 

dried leucocytes could bring an additional support for 

the diagnosis and, if validated by further studies, could possibly replace the need of 

liquid blood for a diagnostic confirmation of these diseases. DLFP samples can be 

prepared in general biochemical laboratories without major difficulties and they can be 

easily mailed in the same way as the DBFP samples. At the same time, the assays on 

these samples have the same incubation times as the leukocytes assays.  An 

additional advantage of DLFP samples is the absent of hemoglobin, a compound that 

interfere with fluorescence readings in DBFP samples [13]. Because of its high cellular 

content, DLFP could also be an excellent and complementary sample for 

measurement of specific metabolites by tandem mass spectrometry [14], micro 

fluorometric enzyme assays [15], and CRIM status determination [16], between other 

analytical procedures. Moreover, the method is applicable for use with other types of 

cell lysate such as fibroblasts, amniocytes, or any other kind of homogenate. 

 These could be applied to the filter paper in the same way as leukocyte lysates 

and then forwarded to a reference laboratory for testing. 

We conclude that the assay of GAA, GBA, and GALNS in DLFP are reliable and useful 

methods for the identification of PD, GD, and MD diseases, respectively. As sample 

preparation is feasible in standard biochemical laboratories and as transportation is 

very simple, it could enable patients living in remote areas to be investigated, 

diagnosed and eventually treated with the specific therapies available for these 

diseases. 

 
 

Acknowledgments 
 

 We are grateful to Dr Antony Fensom for the careful review of the manuscript 

and valuable suggestions. The authors also wish to acknowledge Celio Rafaelli for the 

administrative and logistic support. This work was partially supported by CAPES/Brazil, 

PROPESQ/UFRGS, FIPE/HCPA, CNPq/INAGEMP (Grant # 573993/2008-4) and 

CNPq/Science without Borders (Grant # 313786/2013-5) 

 
 

 
 
 



80 

 

 

 

 
REFERENCES 

 

[1] Lysosomal disorders. In: Scriver CR, Valle D, Beaudet AL, Vogelstein B, 
Kinzler KW, Antonarakis SE, Ballabio A, eds. The Online Metabolic & Molecular 
Basis of Inherited Disease, 8th ed. www.ommbid.com. New York:McGraw-Hill; 
2012. DOI: 10.1036/ommbid.178. 
 
 
[2] Chamoles N, Blanco M, Gaggioli D, Casentini C. Hurler-like phenotype: 
enzymatic diagnosis in dried blood spots on filter paper. Clin Chem, 2001; 
47:2098-102. 
 
 
[3] Civallero G, Michelin K, De Mari J, Viapiana M, Burin M, Coelho J, Giugliani 
R. Twelve different enzyme assays on dried-blood filter paper samples to detection of 
patients with selected inherited lysosomal storage diseases. Clin.Chim Acta, 2006; 
372:98-102. 
 
 
[4] Camelier M, Burin M, De Mari J, Vieira T, Marasca G, Giugliani R. Practical 
and reliable enzyme test for the detection of Mucopolysaccharidosis IVA (Morquio 
Syndrome type A) in dried blood samples. Clin Chim Acta 2011;412:1805-08. 
 
 
[5] Civallero G, De Mari J, Viapiana Camelier M, Burin M, Giugliani R. Assay of 
Heparan-N-Sulfamidase in Dried Leukocytes Impregnated in Filter Paper: A 
New Tool for the Identification of Mucopolysaccharidosis IIIA and Potentially 
Other Lysosomal Diseases. Mol Gen Metab, 2013; 108:267-68. 
 
 
[6] Camelier M, Civallero G, De Mari J, Burin M, Giugliani R. Galactocerebrosidase 
assay on dried-leukocytes impregnated in filter paper for  the detection of Krabbe 
disease. Clin Chim Acta, 2014 Sep 3;438C:178-180. doi: 
10.1016/j.cca.2014.08.029. 
 
 
[7] Skoog W, Beck W, Studies on the fibrinogen, dextran and phytohemag- 
glutinin methods of isolating leukocytes. Blood, 1956; 11:436-54. 
 
 
[8] Lowry O, Roseborough N, Farr A, Randall A. Protein measurement with 
Folin phenol reagent. J. Biol Chem, 1951; 193:265-75. 
 
 
[9] Li Y, Scott C, Chamoles N, Ghavami A, Pinto B, Turecek F, Gelb M. Direct 
Multiplex Assay of Lysosomal Enzymes in Dried Blood Spots for Newborn 
Screening. Clin Chem, 2004; 50:1785–1796. 
 



81 

 

 

 

 
[10] Peters S, Coyle P, Glew R. Differentiation of betaglucocerebrosidase 
from beta-glucosidase in human tissues using sodium taurocholate. Arch 
Biochem Biophys,1976; 175:569-71. 
 
 
[11] Van Diggelen OP, Zhao H, Kleijer WJ, et al. A fluorimetric enzyme assay 
for the diagnosis of Morquio disease type A. (MPS IV A). Clin Chim Acta, 1990; 
187:131-40. 
 
 
[12] Suzuki K. Globoid Cell Leukodystrophy (Krabbe Disease) and GM1 
Gangliosidosis. Practical Enzymology of the Sphingolipidoses. Alan R. Liss, 
New York, 1977. 
 
 
[13] Oemardien LF, Boer AM, Ruijter GJG, Ploeg, ATV, De Klerk, JBC, Reuser 
AJJ, et al. Hemoglobin precipitation greatly improves 4-methylumbelliferone based 
diagnostic assays for lysosomal storage diseases in dried blood spots. 
Mol Genet Metab, 2011; 102:44-48. 
 
 
[14] Matern D, Oglesbee D, Tortorelli S. Newborn Screening for Lysosomal 
Storage Disorders and Other Neuronopathic Conditions. Dev Disabil Res Rev. 
2013; 17:247-253. 
 
 
[15] Sista R, Wang T, Wu N, Graham C, et al. Multiplex newborn screening for 
Pompe, Fabry, Hunter, Gaucher, and Hurler diseases using a digital microfluidic 
platform. Clin Chim Acta, 2013; 424:12-18. 
 
 
[16] Wang Z, Okamoto P, Keutzer J. A new assay for fast, reliable CRIM status 
determination in infantile-onset Pompe disease. Mol Genet Metab, 2014; 
111:92-100. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



82 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
Fig. 1:  Enzyme activity in DLFP samples and leukocytes from Pompe patients and healthy 
controls. Activities are expressed as nanomol/h/mg protein. X- axis represents the N number. 
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Fig. 2:  Enzyme activity in DLFP samples and leukocytes from Gaucher  patients and healthy 
controls. Activities are expressed as nanomol/h/mg protein. X- axis represents the N number. 
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Fig. 3:  Enzyme activity in DLFP samples and leukocytes from Morquio A patients and healthy 
controls. Activities are expressed as nanomol/17h/mg protein. X- axis represents the N 
number. 
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Tab. 1: Enzyme activity in DLFP samples and leukocytes from LSDs patients, and healthy 
controls. 

 

 N Activity  

 range (mean ± SD) 

p* 

GAA  (nmol/h/mg protein)  

DLFP    

PD Patients(a) 5 1.47 – 4.10 (2.77 ± 1.14) a:b <0.001 

Normal Controls (b) 50 12.75 – 101.20 (37.32 ± 21.04)  

Leukocytes    

PD Patients(c) 5 0.12 – 0.43 (0.25 ± 0.07) c:d <0.001 

Normal Controls (d) 50 1.00 – 7.60 (2.73 ± 1.08)  

GBA  (nmol/h/mg protein)  

DLFP    

GD Patients(a) 11 ND – 4.22 (2.02 ± 1.57) a:b <0.001 

Normal Controls (b) 51 17.75 – 213.60 (66.26 ± 39.20)  

Leukocytes    

GD Patients(c) 11 0.60 – 3.30 (1.24 ± 0.70) c:d <0.001 

Normal Controls (d) 51 10.00 – 35.00 (16.02 ± 5.53) 

 

 

GALNS  (nmol/17h/mg protein)  

DLFP    

MD Patients(a) 16 ND – 4.73 (1.61 ± 1.77) a:b <0.001 

Normal Controls (b) 51 20.11 – 281.70 (103.5 ± 62.93)  

Leukocytes    

MD Patients(c) 16 ND – 5.20 (2.23 ± 1.70) c:d <0.001 

Normal Controls (d) 51 58.00 – 242.00 (134.61 ± 48.57)  

* Correspond  to an asymptotic significance (2-tailed) from Mann-Whitney U test. ND: 

not detected.  
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Tab. 2: Incubation conditions for lysosomal enzyme assays in DLFP samples.  

Enzyme Elution Liquid and Substrate Incubation 
Time and 

Temperature 

Stop Buffer 

GAA Incubation 1 
- 2 x 6mm DLPF in 100 µL of 
distillated water 
 
 
 
Incubation 2 
- 50 µL of incubation 1 supernatant 
- 100 µL of working solution (WS) 
 
WS: 120 uL of substrate buffer (SB), 
30 uLacarbose 8M in distillated water 
and 2.9 mL of citrate phosphate buffer 
0.2 mM, pH 4.0 with triton X-100 0.6 
g/l (fresh) 

SB: 4-metilumbeliferil--D-glicosideo 
10 mM in 0.24 mL of citrate phosphate 
buffer 0.2 M pH 4.0 with triton X-100 
0.6 g/L. 
 

Incubation 1 
- 30 minutes; 
37°C with 
gently shaking 
 
Incubation 2 
-  20 hours; 
37°C with 
gently shaking 

- 1000 µL of 0.5 M 
glycine-NaOH, pH 
10 

GBA Incubation 1 
- 2 x 6mm DLPF in 100 µL of citrate-
phosphate buffer 0.54M, pH 5.5 
 
 
Incubation 2 
- 50 µL of incubation 1 supernatant 

- 100 µL of 4-metilumbeliferil -D-
glycoside 10mM + sodium 
taurodeoxycolate 50mM in distillated 
water 
 

Incubation 1 
- 30 minutes; 
37°C with 
gently shaking 
 
Incubation 2 
- 2 hours; 
37°C with 
gently shaking 

- 1000 µL of 0.5 M 
glycine-NaOH, pH 
10 
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GALNS Incubation 1 
- 2 x 6mm DLPF in 100 µL of 
distillated water 
 
 
 
Incubation 2 
- 50 µL of incubation 1 supernatant 
- 100 µL of MU-BGAL-6S.NH4 10mM 
in sodium acetate 0.1M/ ácidoacético 
0.1M pH 4.3, with NaCl 0.1 M, sodium 
azide 0.02% and  lead acetate 5mM 
 
 
Incubation 3 
- 25 µL of sodium phosphate 0.9M pH 
4.3 with 0.02% sodium azide 
- 50 µL of 10U β-
galactosidegalactohydrolase / mL of 
BSA 0.2% in distillated water 

Incubation 1 
- 30 minutes; 
37°C with 
gently shaking 
 
Incubation 2 
- 17 hours; 
37°C with 
gently shaking 
 
 
 
 
Incubation 3 
- 2 hours; 
37°C with 
gently shaking 
 

- 500 µL of 0.5 M 
Sodium carbonate/ 
0.5 M sodium 
bicarbonate with  
0.025% Triton X-
100, pH 10.7 
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Tab. 3: Intra and inter-assay CVs values for lysosomal enzymes in DLFP samples (from normal 
subjects). 

Enzyme Intra-assay CV (%) Inter-assay CV (%) 

GAA 8,91 (N = 8) 15,95 (N = 3) 

GBA 10,53 (N = 6) 10,74 (N = 4) 

GALNS 8,25 (N = 6) 13,81 (N = 6) 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 Embora o método que utiliza amostras de SIPF para a identificação de DLs 

esteja disponível, algumas dessas doenças ainda não podem ser detectadas neste 

tipo de amostra, através do método fluorimétrico, como é o caso da doença de Krabbe 

e algumas outras DLs.  Mesmo quando é possível determinar a atividade da enzima 

em SIPF, a confirmação dos resultados alterados deve ser realizada em amostras de 

leucócitos. A dificuldade em relação ao envio de amostras líquidas de áreas remotas, 

às vezes em outro país, para laboratórios de referência, torna os testes em leucócitos 

um grande desafio. 

 Os resultados do presente estudo permitem concluir que a utilização de 

amostras de LIPF para a identificação bioquímica das DLs estudadas, é viável de ser 

incorporado aos laboratórios de referência, pois mostraram uma clara discriminação 

entre os pacientes com Doença de Krabbe, MPS IVA, Doença de Gaucher e Doença 

de Pompe, e controles saudáveis. O nível de discriminação entre os pacientes e o 

grupo controle foi similar ao obtido com as correspondentes amostras de leucócitos, 

sendo o novo método confiável para a identificação bioquímica das DLs, tornando 

mais fácil e prático o diagnóstico de pacientes que vivem em áreas de difícil acesso, 

de onde as amostras líquidas necessitam ser transportadas, geralmente por diversos 

dias, até chegar aos laboratórios de referência. Além disso, amostras de LIPF 

apresentam uma vantagem em relação às amostras de SIPF por não apresentarem 

hemoglobina, um componente que interfere na leitura da fluorescência das amostras 

de SIPF.  

 Os testes de estabilidade das amostras de LIPF para os ensaios enzimáticos 

das respectivas enzimas, mostraram que, quando mantidas a 4°C, as amostras ficam 

estáveis por pelo menos 30 dias. 

  Acreditamos que o teste em LIPF poderá aumentar o espectro de enzimas 

lisossômicas testadas e tornar-se um suporte adicional para o diagnóstico das DLs. 

Se validado através de mais estudos, poderá eventualmente substituir a necessidade 

de envio de amostras líquidas para a confirmação do diagnóstico dessas doenças.  

Esta nova alternativa poderá contribuir para um diagnóstico mais precoce desses 

pacientes, proporcionando melhores resultados com as medidas de tratamento 

disponíveis para muitas DLs.  
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10 ANEXOS 

ANEXO 1: Carta de aprovação do projeto de pesquisa 
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ANEXO 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Pacientes 
(TCLE) 

 
 

AVALIAÇÃO DO USO DE AMOSTRAS DE LEUCÓCITOS 
IMPREGNADAS EM PAPEL FILTRO PARA O DIAGNÓSTICO DE 

DOENÇAS LISOSSÔMICAS DE DEPÓSITO 
 

Pesquisador Responsável: Dr. Roberto Giugliani. Serviço de Genética Médica, 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que 
está à disposição para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598011. 

 

Paciente: __________________________________________________________ 

Prezado paciente ou responsável, 

 
As Doenças Lisossômicas de Depósito (DLDs) são doenças genéticas, que 

fazem parte de um grupo chamado de Erros Inatos do Metabolismo (EIM), são 

causadas pela deficiência de enzimas lisossômicas, envolvidas na degradação, 

armazenamento e transporte de moléculas biológicas. Destacamos neste estudo, 

cinco doenças: Gangliosidose GM1, onde a enzima deficiente é a B- galactosidase; 

Doença de Gaucher, onde a enzima deficiente é a B-glicosidase; Síndrome de 

Morquio A (MPS IVA), onde a enzima deficiente é a Galactose-6- sulfatase; Doença 

de Pompe, onde a enzima deficiente é a α-glicosidase e a Síndrome de Sanfilippo A 

(MPS IIIA), onde a enzima deficiente é a heparan sulfamidase. Os sintomas são 

variáveis para cada doença e para cada indivíduo, os principais aspectos clínicos 

observados são:  

  Mucopolissacaridose: Doença crônica e progressiva, com baixa estatura,  

retardo de crescimento, face com raiz nasal baixa, podendo apresentar   

deformidade das mãos. 

 Doença de Gaucher: Dor óssea, que pode ser acompanhada de febre e calor 

e aumento do fígado e baço, que podem levar à distensão abdominal.  

 Doença de Pompe: Fraqueza muscular e hipotonia, aumento do fígado e 

coração.  
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 Gangliosidose GM1: Retardo de crescimento, hipotonia, aumento do fígado e 

baço. A face é característica, com raiz nasal baixa, maxilar proeminente e 

hirsutismo. 

 

Para algumas destas doenças, o tratamento através da terapia de reposição 

enzimática (TRE) está disponível, com infusões quinzenais, como é o caso da Doença 

de Pompe e Doença de Gaucher. Para a MPS IVA, a TRE está em desenvolvimento 

clínico de fase III (segurança). Para a GM1 e MPS IIIA, atualmente, o tratamento é 

sintomático.    

 O objetivo deste projeto é desenvolver, validar e tornar disponível um novo 

método, que pode ser mais simples e seguro, para o diagnóstico laboratorial das 

doenças lisossômicas de depósito (DLDs). Serão convidados a participar todos os 

pacientes com DLDs, atendidos no Serviço de Genética Médica do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (SGM-HCPA), Centro de Referência para Diagnóstico, 

Acompanhamento e Tratamento dessas doenças. O paciente que aceitar participar 

dessa pesquisa:  

1) Fará uma entrevista, onde explicaremos o termo de consentimento livre e 

esclarecido e alguns detalhes da pesquisa.   

2) Após a entrevista, será realizada uma coleta de sangue periférico, no braço 

esquerdo, sempre que possível. Esta coleta é igual às coletas realizadas para 

exames de rotina em outros laboratórios. Todo este processo de entrevista e coleta 

de sangue terá duração máxima de 30 minutos. A coleta de sangue será feita por 

um dos pesquisadores envolvidos no estudo. O material utilizado para a coleta 

será  descartável e o volume máximo de sangue coletado será de 10 ml.  

3) Desconfortos ou riscos esperados: O risco associado à coleta de sangue é 

pequeno. Porém, pode haver desconforto no local da punção, tal como: Formação 

de hematoma (coloração roxa da pele) e pequeno sangramento.  

 
4) Benefícios que poderão ser obtidos: Você não terá nenhum custo ou qualquer 

compensação financeira. Porém, os procedimentos aos quais os participantes do 

estudo serão submetidos poderão gerar novos conhecimentos científicos com 

conseqüente melhoria do diagnóstico e tratamento aos pacientes.  
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5) Confidencialidade: As suas informações serão confidenciais e sua privacidade 

será assegurada, uma vez que seu nome será substituído por um número 

(exemplo: paciente 1, paciente 2 e assim de forma seqüencial). O material coletado 

será de uso EXCLUSIVO para esta pesquisa. Os resultados desta pesquisa serão 

divulgados em conjunto, sem que apareça o nome dos participantes. Os resultados 

poderão ser divulgados em eventos e /ou revistas científicas. Os resultados do 

estudo estarão disponíveis e você poderá ter acesso a eles, através  do contato 

com o pesquisador responsável.  

6) Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuízo: Sua participação no estudo 

é voluntária. Se você decidir não participar do estudo, isto não afetará a qualidade 

no atendimento oferecido pela equipe médica do hospital. Caso queira retirar-se 

desta pesquisa, estará livre para se retirar em qualquer momento que desejar.  

7)  Esclarecimento de dúvidas: 

O pesquisador responsável por esse projeto é o Dr. Roberto Giugliani, que está à 

disposição no Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598011. 

Caso você necessite de algum esclarecimento ético, poderá entrar em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, através 

do telefone: (51) 33597640, no horário das 8-12hs e das 13h30min às 17 hs. 
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Pelo presente termo, você declara que foi informado (a), de forma clara e 

detalhada sobre a presente pesquisa, e que teve suas dúvidas esclarecidas por 

______________________________________________________. Declara ter sido 

esclarecido que não receberá nenhuma remuneração financeira pela participação no 

estudo. Declara que foi informado da garantia de confidencialidade e que sua 

privacidade será preservada, bem como da liberdade de não participar do estudo e da 

possibilidade de desistir, em qualquer momento, da participação. Além disso, declara 

que recebeu cópia deste termo de consentimento. 

Data: ___/___/_____ 

 

Nome do Paciente: ____________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________________________________ 

Responsável legal: ____________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________________________________ 

 

Eu expliquei a _____________________________________________ os objetivos, 

riscos, benefícios e procedimentos necessários para esta pesquisa, e entreguei cópia 

deste termo de consentimento para o mesmo. 

Data: ____/_____/_____ 

Nome: _____________________________________________________________  

Assinatura: __________________________________________________________ 
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ANEXO 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Controles 
(TCLE) 

 

AVALIAÇÃO DO USO DE AMOSTRAS DE LEUCÓCITOS 
IMPREGNADAS EM PAPEL FILTRO PARA O DIAGNÓSTICO DE 

DOENÇAS LISOSSÔMICAS DE DEPÓSITO 
 

Pesquisador Responsável: Dr. Roberto Giugliani. Serviço de Genética Médica, 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que 
está à disposição para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598011. 

 

Nome:__________________________________________________ 

Prezado (a), 

 
Esta pesquisa está sendo realizada para avaliar a possibilidade do uso de 

amostras de leucócitos impregnadas em papel filtro como um novo método de 

diagnóstico bioquímico para as doenças lisossômicas de depósito (DLDs). Para 

realizar este estudo, necessitamos comparar amostras de pacientes com a doença e 

pessoas sem a doença. Você está sendo convidado(a) para fazer parte desta 

pesquisa como controle normal (sem a doença).  

As Doenças Lisossômicas de Depósito (DLDs) são doenças genéticas, que 

fazem parte de um grupo chamado de Erros Inatos do Metabolismo (EIM), são 

causadas pela deficiência de enzimas lisossômicas, envolvidas na degradação, 

armazenamento e transporte de moléculas biológicas. Destacamos neste estudo, 

cinco doenças: Gangliosidose GM1, onde a enzima deficiente é a B- galactosidase; 

Doença de Gaucher, onde a enzima deficiente é a B-glicosidase; Síndrome de 

Morquio A (MPS IVA), onde a enzima deficiente é a Galactose-6- sulfatase; Doença 

de Pompe, onde a enzima deficiente é a α-glicosidase e a Síndrome de Sanfilippo A 

(MPS IIIA), onde a enzima deficiente é a heparan sulfamidase. Os sintomas são 

variáveis para cada doença e para cada indivíduo, os principais aspectos clínicos 

observados são:  

  Mucopolissacaridose: Doença crônica e progressiva, com baixa estatura,  

retardo de crescimento, face com raiz nasal baixa, podendo apresentar   

deformidade das mãos. 
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 Doença de Gaucher: Dor óssea, que pode ser acompanhada de febre e calor. 

Aumento do fígado e baço, que podem levar à distensão abdominal.  

 Doença de Pompe: Fraqueza muscular e hipotonia, aumento do fígado e 

coração.  

 Gangliosidose GM1: Retardo de crescimento, hipotonia, aumento do fígado e 

baço. A face é característica, com raiz nasal baixa, maxilar proeminente e 

hirsutismo. 

 

Para algumas destas doenças, o tratamento através da terapia de reposição 

enzimática (TRE) está disponível, com infusões quinzenais, como é o caso da Doença 

de Pompe e Doença de Gaucher. Para a MPS IVA, a TRE está em desenvolvimento 

clínico de fase III (segurança). Para a GM1 e MPS IIIA, atualmente, o tratamento é 

sintomático.    

 O objetivo deste projeto é desenvolver, validar e tornar disponível um novo 

método, que pode ser mais simples e seguro, para o diagnóstico laboratorial das 

doenças lisossômicas de depósito (DLDs).  

Serão convidados a participar deste estudo, indivíduos hígidos, de ambos os sexos e 

com mais de 18 anos. O indivíduo que aceitar participar dessa pesquisa:  

1) Fará uma entrevista, onde explicaremos o termo de consentimento livre e 

esclarecido e alguns detalhes da pesquisa.   

2) Após a entrevista, será realizada uma coleta de sangue periférico, no braço 

esquerdo, sempre que possível. Esta coleta é igual às coletas realizadas para exames 

de rotina em outros laboratórios. Todo este processo de entrevista e coleta de sangue 

terá duração máxima de 30 minutos. A coleta de sangue será feita por um dos 

pesquisadores envolvidos no estudo. O material utilizado para a coleta será 

descartável e o volume máximo de sangue coletado será de 10 ml.  

3) Desconfortos ou riscos esperados: O risco associado à coleta de sangue é 

pequeno. Porém, pode haver desconforto no local da punção, tal como: Formação de 

hematoma (coloração roxa da pele) e pequeno sangramento.  
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4) Benefícios que poderão ser obtidos: Você não terá nenhum custo ou qualquer 

compensação financeira, pela sua participação nesta pesquisa.  

5) Confidencialidade: As suas informações serão confidenciais e sua privacidade 

será assegurada, uma vez que seu nome será substituído por um número de forma 

aleatória, ou seja, você será identificado somente por um número (exemplo: controle 

1, controle 2, e assim de forma seqüencial). O material coletado será de uso 

EXCLUSIVO para esta pesquisa. Os resultados desta pesquisa serão divulgados em 

conjunto, sem que apareça o nome dos participantes. Os resultados poderão ser 

divulgados em eventos e / ou revistas científicas. Os resultados do estudo estarão 

disponíveis e você poderá ter acesso a eles através do contato com o pesquisador 

responsável.  

6) Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuízo: Sua participação no estudo 

é voluntária. Se você decidir não participar do estudo, isso não afetará a qualidade no 

atendimento oferecido pela equipe médica do hospital. Caso queira retirar-se desta 

pesquisa, estará livre para se retirar em qualquer momento que desejar. 

 

7) Esclarecimento de dúvidas: O pesquisador responsável por este projeto é o Dr. 

Roberto Giugliani, que está à disposição no Serviço de Genética Médica do Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre, para esclarecimentos pelo telefone (51) 3359 8011.  

Caso você necessite de algum esclarecimento ético, poderá entrar em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, através 

do telefone: (51) 33597640, no horário das 8-12 hs e das 13h30min às 17 hs. 
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Pelo presente termo, você declara que foi informado (a), de forma clara e 

detalhada sobre a presente pesquisa, e que teve suas dúvidas esclarecidas por 

______________________________________________________. Declara ter sido 

esclarecido que não receberá nenhuma remuneração financeira pela participação no 

estudo. Declara que foi informado da garantia de confidencialidade e que sua 

privacidade será assegurada, bem como da liberdade de não participar do estudo e 

da possibilidade de desistir, em qualquer momento da participação. Além disso, 

declara que recebeu cópia deste termo de consentimento. 

 

Data: ___/___/_____ 

Nome:______________________________________________________________  

Assinatura: __________________________________________________________ 

 

Eu expliquei a _____________________________________________ os objetivos, 

riscos, benefícios e procedimentos necessários para esta pesquisa, e entreguei cópia 

deste termo de consentimento para o mesmo. 

Data: ____/_____/_____ 

Nome: _____________________________________________________________  

Assinatura: __________________________________________________________ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


