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RESUMO

As Mucopolissacaridoses sao erros inatos do metabolismo, fazem parte das
doencas lisossbmicas de depdsito e ocorrem devido a deficiéncia na atividade
de enzimas que catalisam a degradagcdo de glicosaminoglicanos. O objetivo
desse estudo foi aperfeicoar o diagnostico bioquimico das Mucopolissacaridoses
dos tipos |, VI e VII, estabelecendo o uso do tampao fosfato de s6dio 20 mmol/L
pH 7,0 (tampao universal - TU) e outros parametros bioquimicos. Nesse trabalho
foi aprimorada a técnica de medida de atividade da beta-glicuronidase (GUSB),
enzima deficiente na MPS VII, reduzindo a quantidade de reagentes em 4 vezes
e a utilizagdo do tamanho dos picotes de sangue impregnado em papel filtro
(SPF) para 1,2 mm. Estudamos a cinética da atividade da GUSB determinando
o pH étimo (4,4), Km (1,25 mM), Vmax (594,48 nmol/h/mL), termoestabilidade
(inativacdo significante da enzima a partir de 60 min a 60 °C) e tempo e
temperatura de armazenamento (até 30 dias a 4, 25 e 37 °C, acima de 60 dias a
-20 °C) e estabelecemos um intervalo de referéncia para a atividade da GUSB
em amostras de individuos saudaveis nessa metodologia (174,4 nmol/h/mL a
781,9 nmol/h/mL). Estabelecemos o uso do TU para determinacdo das
atividades da alfa-iduronidase (IDUA), arilsulfatase B (ASB) e GUSB medindo a
atividade enzimatica em SPF eluido nesse tampao e correlacionamos com a
técnica espectrofluorimétrica ja padronizada para cada enzima em SPF de 1,2
mm em amostras de individuos saudaveis. As correlacdes foram positivas e os
coeficientes de validagcdo da técnica estavam dentro dos limites aceitaveis. As
meédias de atividade determinadas para individuos saudaveis foram: 14,65 + 4,35
nmol/h/mL (IDUA), 22,51 + 5,09 nmol/h/mL (ASB) e 531,92 + 121,05 nmol/h/mL
(GUSB). Foram analisados parametros bioquimicos envolvidos em estresse
oxidativo no plasma de individuos com MPS VI e comparados com MPS | e
controles saudaveis. A medida da atividade da SOD néo diferiu entre 0os grupos,
a atividade de CAT encontrava-se diminuida tanto em MPS VI quanto em MPS |
e a dosagem de TBARS estava aumentada em ambas as MPS em relacéo aos
controles. A partir desse estudo, foi possivel padronizarmos e aperfeicoarmos
novas técnicas para o diagndstico laboratorial para a MPS |, VI e VIl além de
introduzir o estresse oxidativo como um possivel marcador no uso da terapia de
reposicao enzimatica.

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



ABSTRACT

Mucopolysaccharidoses are inborn errors of metabolism, being part of lysosomal
storage diseases and occuring due to deficiency in the activity of enzymes that
catalyze the degradation of glycosaminoglycans. The aim of this study was to
improve the biochemical diagnosis of Mucopolysaccharidoses of types I, VI and
VII, establishing the use of 20 mmol/L sodium phosphate buffer pH 7.0 (universal
extraction buffer - UEB) and other biochemical parameters. In this work, the
activity measurement technique of beta-glucuronidase (GUSB), enzyme deficient
in MPS VII, has been improved, reducing the amount of reagents in 4 times and
using the size of dried blood spots (DBS) for 1.2 mm. We studied the kinetics of
GUSB activity by determining the optimum pH (4.4), Km (1.25 mM), Vmax
(594.48 nmol/h/mL), thermostability (significant inactivation of the enzyme from
60min at 60 °C) and storage time and temperature (up to 30 days at 4, 25 and 37
°C, above 60 days at -20 °C) and established a reference range for GUSB activity
in samples from healthy subjects in this methodology (174.4 nmol/h/mL at 781.9
nmol/h/ mL). We established the use of TU to determine the activities of alpha-
iduronidase (IDUA), arylsulfatase B (ASB) and GUSB by measuring the
enzymatic activity in DBS eluted in this buffer and correlated with the
standardized spectrofluorometric technique for each enzyme in DBS of 1.2 mm
in samples from healthy individuals. Correlations were positive and the validation
coefficients of the technique were within acceptable limits. The activity means
determined for healthy individuals were 14.65 + 4.35 nmol/h/mL (IDUA), 22.51 +
5.09 nmol/h/mL (ASB) and 531.92 + 121.05 nmol/h/mL (GUSB). Biochemical
parameters involved in oxidative stress in the plasma of individuals with MPS VI
and compared to MPS | and healthy controls were analyzed. Measurement of
SOD activity did not differ between groups, CAT activity was decreased in both
MPS VI and MPS | and the TBARS dosage was increased in both MPS compared
to controls. From this study, it was possible to standardize and improve new
techniques for laboratory diagnosis for MPS 1, VI and VII, besides introducing
oxidative stress as a possible marker in the use of enzyme replacement therapy.

Key words: mucopolysaccharidoses, dried blood spots, universal extraction
buffer, a-iduronidase, arylsulfatase B, 3-glucuronidase.



LISTA DE ABREVIATURAS

AH: acido hialurénico

ASB: arilsulfatase B

CA4S: condroitin-4-sulfato

C6S: condroitin-6-sulfato

CAT: catalase

CS: condroitin sulfato

DLD: Doencas Lisossémicas de Depdsito
DS: dermatan sulfato

EIM: Erros Inatos do Metabolismo

EO: estresse oxidativo

EROS: espécies reativas ao oxigénio
GAGS: glicosaminoglicanos

GUSB: beta-glicuronidase

HS: heparan sulfato

IDUA: alfa-iduronidase

Km: constante de Michaelis-Menten
MPS I: Mucopolissacaridoses tipo |
MPS VI: Mucopolissacaridoses tipo VI
MPS VII: Mucopolissacaridoses tipo VI
MPS: Mucopolissacaridoses

MS/MS: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas

QS: queratan sulfato



SOD: superoxido dismutase

SPF: sangue impregnado em papel filtro

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico
TRE: terapia de reposi¢cao enzimatica

TU: tampao universal

Vmax: velocidade maxima



1 INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um grupo fenotipicamente e
geneticamente heterogéneo de doencas que ocorrem devido a alteracfes
génicas que causam a sintese inadequada de determinada enzima ou defeitos
no transporte de proteinas (Karam et al., 2001; Mak et al., 2013). A auséncia ou
deficiéncia na atividade enzimatica ocasiona o0 bloqueio de alguma rota
metabdlica, o que impede ou prejudica a transformacdo de um substrato em
produto. Esse bloqueio pode causar o acumulo do substrato da enzima
deficiente, a falta do produto da reacdo ou o desvio do substrato para uma rota
alternativa, capaz de acumular produtos téxicos (El-Hattab, 2015; Karam et al.,
2001).

Mais de 1000 EIM ja foram identificados. Individualmente sdo raros,
porém, em conjunto, possuem uma frequéncia significativa, tem sido relatado
qgue a incidéncia cumulativa dos EIM é de mais de 1 em 800 ou 1000 nascidos
vivos (El-Hattab, 2015; Mak et al., 2013). Essa incidéncia pode ser considerada
mais alta quando consideramos a dificuldade no diagnéstico dessa classe de
doencas. Como os EIM possuem manifestacdes clinicas em comum com outras
doencas, a suspeita clinica de um EIM demora a ser considerada e direcionada
para laboratérios especializados, onde geralmente os testes de identificacdo sédo
realizados. Esses laboratorios devem estar preparados com técnicas de
deteccdo rapidas e precisas para um diagndstico confiavel, o que demanda

constante pesquisa e aprimoramento de métodos (de Castilhos et al., 2011).



1.2 DOENCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO

As doencas lisossdmicas de deposito (DLDs) sdo um grupo heterogéneo
de mais de 50 EIM causados pela auséncia ou deficiéncia de uma ou mais
enzimas responsaveis pela degradacdo e reciclagem de macromoléculas (de
Castilhos et al., 2011; Lampe et al., 2013; Wenger et al., 2003). A maioria é de
heranca autoss6mica recessiva ou ligada ao cromossomo X e resultam no
acumulo progressivo de metabdlitos ndo degradados ou parcialmente
degradados no interior dos lisossomos de varias células, tecidos e érgdos onde
a substancia deveria ser normalmente catabolizada em maiores gquantidades
(Lampe et al., 2013; Saudubray e Charpentier, 2014).

As DLDs podem ser classificadas de diferentes modos, sendo que a
classificacdo considerada mais Util € aquela baseada na enzima ou proteina
deficiente, sendo que uma mesma enzima pode causar o acumulo de substratos
diferentes. Desse modo, a classificacdo mais comum e clinicamente aceita é em
funcdo do tipo de substrato que se acumula nos lisossomos: esfingolipidoses,
mucopolissacaridoses, glicoproteinoses, mucolipidoses, oligossacaridoses e
glicogenoses (Ballabio e Gieselmann, 2009; Ferreira e Gahl, 2017; Futerman e

van Meer, 2004).

1.3 MUCOPOLISSACARIDOSES

As mucopolissacaridoses (MPS) sao DLDs, causadas pela deficiéncia na

atividade de enzimas que catalisam a degradacdo de glicosaminoglicanos



(GAGS). Essas doencas sao crbnicas e progressivas e ocorrem por causa do
bloqueio na rota de degradacdo de um ou mais GAGs nos lisossomos das
células, resultando na disfuncao da célula, tecido e consequentemente do 6rgao
(Clarke et al., 2012; Coutinho et al., 2012; Lehman et al., 2011; Neufeld e
Muenzer, 2014).

Existem cinco tipos de GAGs: heparan sulfato (HS), condroitin sulfato
(CS), dermatan sulfato (DS), acido hialurénico (AH) e queratan sulfato (QS). Os
GAGs séo cadeias de heteropolissacarideos longas, lineares, de carga negativa,
compostas por uma unidade de dissacarideo que se repete e sao sulfatados em
diferentes graus (exceto AH). Geralmente estdo associados a pequenas
guantidades de proteinas formando proteoglicanos (Champe et al., 2007; Nelson
e Cox, 2008; Smith et al., 2007).

Devido a grande quantidade de cargas negativas essas moléculas se
repelem e séo cercadas por grande quantidade de moléculas de agua, entdo
adquirem uma consisténcia mucoide, viscosa, que tem funcao lubrificante e de
resisténcia protegendo, por exemplo, mucosas e fluido sinovial (Champe et al.,
2007). Os GAGs, exceto o AH, se originam da clivagem proteolitica de
proteoglicanos que existem na matriz extracelular e sdo direcionados aos
lisossomos onde séo degradados por hidrolases acidas (enzimas que tém seu
pH 6timo de atividade de aproximadamente 5). A degradacao progressiva dos
GAGs requer 11 enzimas diferentes: quatro glicosidases, cinco sulfatases, uma
endoglicosidase e uma transferase n&o hidrolitica (Coutinho et al., 2012; Neufeld
e Muenzer, 2014).

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

com a enzima que se encontra deficiente e os graus de comprometimento clinico.



As onze enzimas conhecidas dao origem a sete tipos de MPS (Breier et al., 2017,

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

Tabela 1: Classificacdo das mucopolissacaridoses

TIPOS DE A GAGs
MPS EPONIMO ENZIMA DEFICIENTE ACUMULADOS
IH Hurler a-L-lduronidase DS, HS
IS Scheie a-L-lduronidase DS, HS
IH/S Hurler-Scheie a-L-lduronidase DS, HS
Il (grave) Hunter (grave) Iduronato-2-sulfatase DS, HS
Il (leve) Hunter (leve) Iduronato-2-sulfatase DS, HS
A Sanfilippo A Heparan N-sulfatase HS
HS
B Sanfilippo B a-N-Acetilglicosaminidase
HS
lnc Sanfilippo C Acetil-Coa:a-glicosaminaacetiltransferase
HS
D Sanfilippo D N-Acetilglicosamina-6-sulfatase
IVA Morquio A N-acetilgalactosamina-6-sulfatase QS, C6S
VB Morquio B B-galactosidase QS
Vv néo utilizado, - -
VI Maroteaux- N-acetilgalactosamina-4- sulfatase DS
Lamy
Vi Sly B-glicuronidase DS, HS, C4S, C6S
VIII nao utilizado - -
IX Natowicz Hialuronidase AH

Fonte: adaptada de Neufeld e Muenzer, 2014; Muenzer, 2004.
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As MPS atingem o organismo de modo sistémico e progressivo, 0S
individuos afetados devem ser acompanhados por uma equipe multidisciplinar a
fim de proporcionar tratamentos paliativos e permitir uma melhora na qualidade
de vida desses pacientes. O diagnoéstico precoce pode adiar ou prevenir o
desenvolvimento de patologias irreversiveis e contribuir no progndéstico para as
MPS que séo passiveis de tratamentos (Coppa et al., 2012; Lehman et al., 2011;
Muenzer, 2014).

Alguns tratamentos que permitem a restauracdo parcial da atividade
enzimatica ou inibicdo da sintese de GAGs ja séo utilizados ou estdo em estudo
como: terapia de reposicao enzimatica (TRE), ja disponivel para MPS |, II, IVA e
VI (Auray-Blais et al., 2012; Coutinho et al., 2016; Martell et al., 2011; Politei et
al., 2014; Poswar et al., 2017; Tomatsu et al.,, 2013), transplante de medula
O0ssea (Neufeld e Muenzer, 2014), transplante de células-tronco
hematopoiéticas, inibidores da sintese do substrato e terapia génica (Giugliani
et al., 2016; Poswar et al., 2017; Tomatsu et al., 2013).

Apesar desses avancos recentes, a falta de conhecimento sobre a
doenca, a ndo especificidade dos sintomas e as manifestacbes clinicas
variaveis, frequentemente impedem o diagndstico rapido e preciso. Para
pacientes com fendtipos leves, o tempo entre a identificacdo dos primeiros
sintomas e o diagndstico, muitas vezes é de anos, as vezes décadas (Lampe et
al., 2013; Lehman et al., 2011).

E importante aprimorar técnicas ja existentes de diagndstico laboratorial
para as MPS e também disponibilizar, para a comunidade cientifica, métodos
que diminuam o tempo de analise bem como reduzam o custo da triagem para

os individuos com suspeita dessas doencas.
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1.3.1 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO |

A mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) se subdivide em sindrome de Hurler
(MPS IH, OMIM #607014), Hurler-Scheie (MPS IH/S, OMIM #607015), ou Scheie
(MPS IS, OMIM #607016), forma grave, intermediaria e atenuada da doenca,
respectivamente. E causada pela deficiéncia da enzima lisossdmica a-
iduronidase (IDUA, E.C. 3.2.1.76) levando ao acumulo dos GAGs DS e HS nos
lisossomos de individuos afetados (Neufeld e Muenzer, 2014).

O diagnostico da MPS | é confirmado por um nivel baixo ou indetectavel
da enzima IDUA no plasma, leucdcitos ou nos fibroblastos da pele, e por uma

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

1.3.2 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO VI

A mucopolissacaridose do tipo VI (MPS VI, OMIM #253200) ou sindrome
de Maroteaux-Lamy tem como causa a deficiéncia na enzima arilsulfatase B
(ASB, E.C.3.1.6.12), acumulando apenas DS (Neufeld e Muenzer, 2014; Politei
et al., 2014).

O diagndstico, assim como para as outras MPSs, é realizado através da
medida da atividade da enzima deficiente em leucdcitos e pela quantidade de

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

1.3.3 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO VI

12



A mucopolissacaridose tipo VII (MPS VII, OMIM #253220),
denominada sindrome de Sly € causada pela deficiéncia da enzima
B-glicuronidase (GUSB, EC 3.2.1.31), o que impossibilita a degradacdo de
residuos de acido glicurénico contido nos GAGs DS, HS e CS. Seu diagndstico
definitivo se da pela deficiéncia dessa enzima medida em amostras de leucocitos
(Coutinho et al., 2012; Montafio et al., 2016; Nampoothiri et al., 2008; Sly et al.,

1973).

1.4 DIAGNOSTICO DAS MUCOPOLISSACARIDOSES

A partir da suspeita clinica de uma MPS, amostras de urina e sangue
devem ser encaminhadas a laboratorios de referéncia em diagnéstico de DLDs
para que a elucidacdo da doenca seja realizada o mais breve possivel. A
pesquisa laboratorial inicia-se pela identificacdo de qual GAG se encontra com
excrecdo aumentada na amostra de urina, para entdo direcionar para a medida
da enzima especifica que podera ser realizada em sangue impregnado em papel
filtro (SPF) ou em amostras de plasma ou leucécitos. Quando o transporte de
amostras for dificultado, o envio de SPF é priorizado na triagem das MPS (Breier
et al., 2014, de Castilhos et al., 2011).

A triagem para MPS consiste de testes quantitativos e qualitativos que
identificam o aumento e o tipo de GAG acumulado na urina dos individuos
afetados, podendo distinguir os tipos de MPS, mas ndo seus subtipos. A
dosagem de GAGs e a eletroforese para identificacdo do tipo de GAG excretado
em cada MPS ja foram descritas e padronizadas em urina de coleta ocasional, e

impregnada em papel filtro (Breier et al., 2014). Assim como em outras DLDs, a

13



medida da atividade da enzima responsavel pelo acimulo do GAG observado,
pode ser realizada em SPF, na triagem para MPS (Breier et al., 2014; de
Castilhos et al., 2011).

O diagnostico definitivo das MPS é realizado por ensaio enzimatico e €
confirmado quando ha um nivel baixo ou indetectavel da atividade da enzima
envolvida em cada doenca em amostras de plasma, leucocitos ou fibroblastos
da pele correlacionando com a concentracéo elevada de GAGs na urina e com
os achados clinicos (Muenzer, 2004; Schwartz, 2001).

Recentemente algumas técnicas espectrofluorimétricas de quantificacao
da medida das atividades enzimaticas em SPF, no diagndstico das MPS, foram
aprimoradas e tiveram seus parametros bioquimicos estudados (Breier et al.,
2017; Castilhos et al., 2014) para a utilizacdo no diagnostico dessas doencas
visando a reducdo do tempo de analises. Além de técnicas
espectrofluoriméticas, também sdo utilizadas técnicas de analises em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(MS/MS) na medida da atividade enzimatica em SPF. A maior limitacdo do
método de MS/MS se refere a possibilidade de obter-se resultados falso

negativos em individuos com fenétipos leves (Tomatsu et al., 2013).

1.5 TECNICAS EM SANGUE IMPREGNADO EM PAPEL FILTRO

Nos ultimos anos, técnicas de medida da atividade enzimatica em SPF
foram desenvolvidas e padronizadas com o objetivo de triar individuos afetados
com DLDs, incluindo as MPS (Castilhos et al., 2014; Chamoles et al., 2001;

Civallero et al., 2006). As amostras de SPF sé&o utilizadas apenas como
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metodologia de triagem e ndo como diagnaostico final, pois as quantificacdes
espectrofluorimétricas realizadas através da clivagem de um substrato artificial
(geralmente ligado a um radical 4-metilumbeliferil) medem a atividade enzimatica
total e ndo a especifica como em leucdcitos, plasma ou fibroblastos. Resultados
falso-positivos podem entdo, ser encontrados nas técnicas realizadas com
amostras de SPF, devido a variacbes no volume de sangue impregnado no
papel, tamanho do picote, modo de eluicdo do picote e tempo e temperatura de
armazenamento (Goldim et al., 2012; Reuser et al., 2011).

Apesar das dificuldades encontradas no uso dessas amostras, elas
possuem vantagens em comparagdo com as amostras de sangue total e
fibroblastos, pois sdo de facil transporte, podem ser enviadas sem necessidade
de refrigeracéo (Rodrigues et al., 2009), sdo de facil armazenagem, preservam
a atividade de algumas enzimas por seis meses em temperatura ambiente e até
dois anos a 4°C (de Castilhos et al., 2011) e utilizam menor volume de reagentes
(Civallero et al., 2006). Além disso, a metodologia em SPF reduz o tempo de
analise, pois elimina as etapas de separacao e lise de leucdcitos ou de cultura
de fibroblastos permitindo menor manipulacéo e perda de material.

Como a maioria das MPS atualmente possui tratamento ou esse encontra-
se em estudos clinicos para sua implantacdo, e esse tratamento melhora a
qualidade de vida dos portadores retardando o progresso da doenca, torna-se
imprescindivel o uso de uma triagem rapida e efetiva. A medida da atividade
enzimatica em SPF tem entdo por vantagem, facilitar o envio de amostras de
diferentes locais do Brasil e de outros paises para laboratorios de referéncia e
pesquisa de doencas lisossomais, facilitando assim o diagnostico da MPS e

consequentemente a precoce implantacdo do tratamento (Coutinho et al., 2012).
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1.6 TAMPAO UNIVERSAL

As técnicas para medida da atividade enzimatica em SPF, tanto
espectrofluorimétricas como em MS/MS, normalmente utilizam um ou mais
picotes para a medida de uma Unica enzima por vez. Isso aumenta a quantidade
de material biolégico a ser utilizado, principalmente se estamos realizando a
triagem de mais de uma MPS.

Para facilitar e ampliar o uso de uma mesma amostra de SPF para a
triagem de mais de uma doenca, ja foi proposto por alguns autores o uso do
tampdao universal (TU) em técnicas de MS/MS (Chace e Kalas, 2005; Li et al.,
2004a). Essas técnicas utilizam um tampéao para eluir um Unico picote de SPF e
assim determinar a atividade enzimatica de mais de uma enzima.

A vantagem do uso desse tampdo em técnicas espectrofluorimétricas,
principalmente naquelas de triagem para MPS, é que além de podermos utilizar
um mesmo picote para triar mais de uma MPS diminuindo os custos do exame,
a espectrofluorimetria € bem mais acessivel, principalmente em laboratérios que
ndo possuem equipamentos mais caros e complexos como um espectrometro
de massa.

O TU é uma solucao utilizada como tampao de eluigdo Unico com a fungao
de reidratar amostras de sangue que foram impregnadas em papel filtro. A
utilizacdo desse tampédo para eluicdo de uma amostra de SPF possibilita a
quantificacdo de diversas enzimas a partir do mesmo eluato e reduz o volume
de amostra necessario para esses ensaios. O emprego desse tipo de tampéao foi

descrito por Li et al. (2004b) para realizacdo de um ensaio multiplex para cinco
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enzimas lisossdmicas através de espectrofotometria de massa e era constituido
de fosfato de sédio 20 mmol/L pH 7,0.

Muitos estudos de triagem na area de DLD aplicaram o uso de TU para
investigacdo de doencas como Gaucher, Pompe, Fabry, MPS |, Krabbe e
Niemann-Pick A/B (Duffey et al., 2010; Gelb et al., 2006; Li et al., 2004b; Metz et
al., 2011; Zhang et al.,, 2008) para quantificacdo das atividades enzimaticas
lisossomais em SPF por técnicas de espectrometria de massas. A principal
vantagem dessas técnicas é a pequena quantidade de amostra para realizacéo
do ensaio, reduzindo a quantidade de amostra utilizada e aumentando a
seguranca dos resultados uma vez que a eluicdo reduz as variagdes causadas
pela distribuicdo ndo homogénea do sangue pelo papel filtro (Duffey et al., 2010;
Li et al., 2004a). Porém o custo do equipamento (espectrofotbmetro de massa)
€ muito alto, o que deixa esse tipo de técnica inviavel para pequenos centros de
diagnéstico.

Para uma eluicdo eficiente do SPF muitos fatores séo criticos, como
tamanho do picote, volume do TU, melhor tempo e temperatura de eluicdo e
melhor tempo e temperatura de armazenamento das amostras eluidas em TU.
E necesséario eleger as condicdes que fornecam uma atividade enzimatica
especifica compativel com o ensaio realizado individualmente e, na medida do
possivel, com uma alta leitura de atividade para todas as enzimas em analise (Li
et al., 2004b). A analise do efeito de tempo e temperatura de eluicdo do picote
de SPF em TU para a medida de atividades enzimaticas por espectrofluorimetria
ja foi realizado por nosso grupo de pesquisa utilizando-se a medida da atividade
das enzimas beta-glicosidase e quitotriosidase visando o diagnéstico da Doenca

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

Um biomarcador € geralmente um analito que indica a presenca, extensao
e progresso de um processo bioldgico que estd diretamente ligado as
manifestacdes clinicas e ao desfecho de uma doenca. Os biomarcadores tém
relevancia nas DLDs devido ao desenvolvimento de medidas terapéuticas
principalmente a TRE. Existem dois tipos principais, o grupo de moléculas onde
0 acumulo aumenta como resultado da funcdo lisossomal defeituosa e
representam o armazenamento do substrato da enzima ou proteina deficiente na
doenca e o grupo que tem relacdo indireta entre o biomarcador e o defeito
lisossbmico e reflete os efeitos nas funcdes da célula, tecido e 6rgao (Bobillo
Lobato et al., 2016; Clarke et al., 2012).

O principal marcador bioquimico das MPS é a identificacdo dos GAGs que
se acumulam nos lisossomos. Os GAGs podem ser identificados na urina de
individuos afetados, onde sdo parcialmente excretados. A identificacdo do
aumento de excrecdao e do tipo de GAG facilita o inicio do diagnéstico por auxiliar
na distincdo dos diferentes tipos de MPS e a sua quantificacdo € importante no
acompanhamento do tratamento com TRE, embora ja esteja comprovado que
depois de um certo tempo de tratamento, ocorre uma estabilizacdo na
quantidade de GAG excretado e esse marcador deixa de auxiliar na resposta ao
tratamento (Clarke et al., 2012; Lawrence et al., 2014). Esse biomarcador torna-
se ineficiente somente nos casos de MPSs que acumulam o mesmo tipo de GAG

como a MPS | e Il, por exemplo.
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Além desse marcador bioquimico podemos considerar o estudo da
cinética enzimatica como metodologia simples e capaz de diferir individuos
afetados, heterozigotos e normais, e o estresse oxidativo como marcador indireto

da progresséao da doenca.

1.7.1 ESTRESSE OXIDATIVO COMO MARCADOR BIOQUIMICO NAS

MUCOPOLISSACARIDOSES

Os niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROS) tém sido
associados ao estresse oxidativo (EO) e a inflamacdo, sendo resultado das
alteracbes das caracteristicas celulares, causadas por mudancas nas vias
metabdlicas de individuos com EIM (Donida et al., 2015; Preissler et al., 2016;
Sirtori et al., 2005). J4 existem trabalhos na literatura associando o EO com
algumas DLDs (Chimenti et al., 2015; Mello et al., 2015; Miller et al., 2012; Ribas
et al., 2012; Roversi et al., 2006). O envolvimento de EROS com MPS ja foi
descrito para o tipo | (Campos e Monaga, 2012; Pereira et al., 2008; Reolon et
al., 2009) tipo Il (Filippon et al., 2011; Negretto et al., 2014), tipo IlIA (Arfi et al.,
2011), tipo B (Villani et al., 2009) e tipo IVA (Donida et al., 2015).

Dentre as principais defesas antioxidantes do organismo estdo as
enzimas superoéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (Halliwell, 1994). A SOD
converte anion superoxido em peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2)
como um substrato para a catalase, que converte o H202 em agua e uma
molécula de oxigénio. (Filippon et al., 2011; Kolling et al., 2014; Rahman, 2007).

Para a determinacdo de peroxidacédo lipidica se utiliza como biomarcador a
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medida de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Vasconcelos et

al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aperfeicoar o diagndstico bioquimico das Mucopolissacaridoses dos tipos

[, VI e VII, estabelecendo o uso do tampéao fosfato de sédio 20 mmol/L pH 7,0

(tampéao universal), bem como a avaliagdo de parametros de estresse oxidativo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I:

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

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

sangue impregnado em papel filtro;

2. Determinar os parametros bioquimicos de pH 6timo, Km (constante de

Michaelis-Menten), Vmax (velocidade méxima), termoestabilidade e tempo e

temperatura de armazenamento da beta-glicuronidase;

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

em amostras de individuos saudaveis.
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Capitulo II:

1. Medir a atividade enzimatica em sangue colhido em papel filtro das
enzimas deficientes na MPS I, VI e VII com o uso do Tamp&o Universal

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

2. Correlacionar a medida da atividade das enzimas em tampao universal
com a técnica espectrofluorimétrica ja padronizada para cada enzima em
sangue impregnado em papel filtro de 1,2mm em amostras de individuos

saudaveis.

Capitulo IlI:

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

(CAT) e medir substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no

plasma de individuos com MPS VI;

2. Comparar esses parametros com aqueles de individuos com MPS | e

controles saudaveis.
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Introduction: Mucopolysaccharidoses (MPS) occur due to deficiency in the activity of enzymes that catalyze the
breakdown of glycosaminoglycans. MPS VII is caused by deficiency of the beta-glucuronidase enzyme (GUSB).
Objectives: This study aimed to enhance the technique to measure GUSB activity by reducing the amount of
reagents and the size of the DBS, as well as to determine some biochemical parameters of enzyme of healthy
individuals.

Methods: The measurement of GUSB in 3 and 1.2 mm DBS (with reagents reduced 2.5- and fourfold) was cor-
related and the precision of the technique was tested. Optimal pH, Km and Vmax, and thermostability para-
meters were determined and time and temperature of sample storage were established.

Results: The correlations among the techniques were significant. Although the correlation coefficient was si-
milar, fourfold reduction was selected. pH 4.4 had the highest enzyme activity. GUSB's Km was 1.25 mM, while
Vmax was 594.48 nmol/h/mL. After pre-incubation of the sample at 60 °C, its activity dropped from 100% to
15.8% at 120 min. GUSB activity significantly decreased after 45 days of storage at 4, 25, and 37 °C.
Conclusions: This research allowed a previously described technique for MPS VII diagnosis to be adapted for
smaller amounts of sample and reagents. That will facilitate the use of smaller amounts of samples, which may be
used for other techniques and to save material. Given the importance of early MPS VII diagnosis due to the
severity of the disease, using reliable diagnostic techniques in DBS is essential.

1. Introduction

Mucopolysaccharidoses (MPS) are inborn errors of metabolism,
more specifically belonging to the group of lysosomal storage diseases
(LSD), which occur due to deficiency in the activity of enzymes that
catalyze the breakdown of glycosaminoglycans (GAGs) [1]. Mucopo-
lysaccharidosis VII (MPS VII, OMIM #253220), called Sly syndrome, is
caused by deficiency of the beta-glucuronidase enzyme (GUSB, EC
3.2.1.31) [1], which prevents the breakdown of glucuronic acid re-
sidues contained in the glycosaminoglycans dermatan sulfate, heparan
sulfate, and chondroitin sulfate [2-5].

In most LSDs, the final diagnosis, determined by deficiency in en-
zyme activity measured in leukocytes samples [6], is performed during
childhood and adulthood. However, persons affected by MPS VII may
have hydrops fetalis at birth and survive for only a few months and only
in rare cases do patients, with mild manifestations, survive [5,7].

The use of dried blood spots on filter paper (DBS) to measure en-
zyme activity in suspected LSD has been described [8-12] as advanta-
geous compared to other samples such as leukocyte separation or fi-
broblast culture. Besides eliminating those steps of procedures, the
methods in DBS allow a smaller volume of samples and reagents to be
used, which enable several analyses to be performed simultaneously.
Saving material for the investigation of other diseases and the ease of
transportation and storage, allied to the fact the material for analysis
can be collected right after birth, are additional upsides of the method
[9]. Techniques with DBS are suitable for LSD screening, but positive
diagnosis should be confirmed in plasma or leukocyte samples [13].

This study aimed to enhance the technique to measure GUSB en-
zyme activity by reducing the amount of reagents and the size of the
DBS, as well as to determine the biochemical parameters of Km
(Michaelis-Menten constant), Vmax (maximum velocity), thermo-
stability, and sample storage time and temperature, therefore

Abbreviations: MPS, Mucopolysaccharidoses; GAGs, glycosaminoglycans; MPS VII, Mucopolysaccharidosis type VII; GUSB, beta-glucuronidase; Km, Michaelis-Menten constant; Vmax,

maximum velocity; DBS, dried blood spots on filter paper; ANOVA, analysis of variance
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establishing a reference range for the enzyme's activity in samples of
healthy individuals.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection and storage

Sample size was estimated as at least eight samples to make up the
analysis group using the statistical software MiniTab®16. The standard
deviation of alpha-iduronidase enzyme activity in persons affected with
mucopolysaccharidosis I was considered with margin of error of 5%.
The sample n was described per experiment.

The blood samples employed were obtained from volunteer parti-
cipants invited to take part in the research at the Blood Bank of the
Clinics Hospital of Porto Alegre. Ten millilitres of blood were collected
with heparin anticoagulant from each subject. The samples were
homogenized and a disposable Pasteur pipette was used to place two
drops of blood in each circle of a card made of Whatman 903 filter
paper. This paper was dried at room temperature and stored in plastic
bags containing desiccant at the temperature and times of each test.

2.2. Measuring GUSB enzyme activity

Enzyme activity measurement was adapted from the fluorimetric
technique in 3 mm DBS described by Civallero et al. [8] using the ar-
tificial 4-methylumbelliferyl-beta-D-glucuronic acid substrate (Sigma).
GUSB activity was expressed as nmol/h/mL.

2.3. Standardizing the technique to measure GUSB activity using 1.2 mm
dried blood spots

Punch size was reduced from 3 mm to 1.2 mm and the reagents
were reduced 2.5-fold and fourfold (Table 1). Pearson correlation tests
were performed in 14 samples between the measure of GUSB activity in
3-mm DBS samples and the same activity in 1.2-mm DBS with reagents
reduced 2.5-fold and in 1.2-mm DBS with reagents reduced fourfold. All
fluorimetric analyses were performed in 96-well fluorimetric plates
(OptiPlate-96 F, Perkin Elmer) and fluorescence was read in a Spec-
tramax M5 (SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Readers - Mole-
cular Devices).

2.4. Coefficients of variation to validate the GUSB enzyme activity
measurement technique using lower amounts of reagents

After the methods were developed, the technique with the reagents
reduced fourfold was selected and the technique's precision was verified
by determining the inter-assay, interpersonal, and intra-assay coeffi-
cients of variation (CV) using ten DBS samples of healthy individuals.

Ten 1.2-mm DBS punches were used and enzyme activity was
measured in the same enzymatic reaction, as a single test, to determine
the intra-assay CV. In order to establish the inter-assay CV, enzymatic
reactions were performed on five different days using the same DBS
samples. The interpersonal CV analysis compared the results obtained
in the analysis of the samples by two researchers simultaneously.

Table 1
Miniaturization of GUSB activity measurement method.

Reagents 3mm 12mm° 1.2mm"
Water (uL) 50 20 12,5
DBS sample (mm) 3 1.2 1.2
4-Metilumbeliferil-B-p-glicuronic acid 10 mM (uL) 50 20 125
Incubation time (h) at 37 °C 2 4 4
Ethylenediamine 0.13 mol/L pH 11.3 (uL) 300 120 75

? Reduced 2.5 times.
" Reduced 4.0 times.
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2.5. Determining GUSB's optimal pH

In order to determine GUSB's optimal pH, a 0.1 M sodium acetate
buffer was prepared, which was used to solubilize the enzyme substrate
at pH 2.0, 3.0, 4.0, and 5.0. After this first analysis, pH values were
limited to 4.0, 4.2, 4.4, 4.6, 4.8, 5.0, 5.2, and 5.4.

2.6. Determining GUBS's Km and Vmax

To determine the Michaelis-Menten curve (substrate curve), solu-
tions of the 4-methylumbelliferyl-beta-p-glucuronic acid substrate were
prepared at 1.25, 2.50, 5.0, 10.0, and 12.5 mM through dilution in
pH 4.4 0.1 M sodium acetate buffer. After the substrate curve was ob-
tained, linearity was observed and new substrate concentrations points
were established (0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, and 1.50) to determine
the reaction's Km and Vmax. Those parameters were calculated using
the Lineweaver-Burk plot.

2.7. Studying the effect of temperature (thermostability) on GUSB activity

In order to study the effect of temperature on GUSB activity, first an
inactivation temperature curve was built for the enzyme. The 1.2-mm
blood-impregnated paper filter samples of healthy individuals under-
went pre-incubation in a water bath (Marconi-MA 127) for 30 min at
40 °C, 50 °C, 60 °C, and 70 °C. After this period, enzyme activity was
measured. The activity of the samples incubated at the aforementioned
temperatures was compared with activity considered 100% (4 °C in pre-
incubation for 30 min).

After the temperature curve was built, the temperature of 60 °C was
chosen, whose samples best responded to inactivation, to proceed with
the GUSB thermostability assays. For the GUSB thermostability assay,
the samples were pre-incubated for 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, and
120 min at 60 °C prior to the assay to measure enzyme activity. The
result of those samples incubated at 4 °C was considered 100% enzyme
activity, i.e., total activity with no enzyme inactivation.

2.8. Establishing GUSB's reference range

GUSB's enzyme activity reference range was established based on 50
DBS samples of healthy individuals. The analyses were carried out using
the miniaturized technique with the volume of reagents reduced four-
fold.

2.9. Testing storage time and temperature

The storage time and temperature experiments were carried out by
storing blood-impregnated paper filter samples from 12 individuals at
—20°C, 4°C, 25 °C, and 37 °C and measuring the enzyme activity at 0,
7, 14, 30, 45, and 60 days of storage.

2.10. Statistical analysis

The data were expressed as means + standard deviation. In order
to assess the association among the techniques, Pearson correlation
coefficient was employed. The selected technique was validated by
calculating the intra-assay, inter-assay, and interpersonal coefficients of
variation, while the kinetic parameters Km and Vmax were calculated
using Lineweaver-Burk plot.

The thermostability results obtained from the samples were com-
pared using one-way ANOVA followed by Bonferroni test and the sto-
rage time and temperature analyses were compared using two-way
ANOVA at p < 0.05. All analyses were performed using the software
GraphPad Prism version 5.03.
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more favorable in terms of costs and quantity of reagents.

3.2. Validations (coefficients of variation)

In order to validate the technique to measure GUSB activity in
1.2 mm DBS, we measured three coefficients of variation. The following
results were obtained: intra-assay coefficient: 9.3%, inter-assay coeffi-
cient: 11.9%, and interpersonal coefficient: 9.4%.

3.3. Optimal pH determination

By measuring the enzyme activity with 0.1 M sodium acetate buffer
with pH 2.0, 3.0, 4.0, and 5.0 (Fig. 2A), we observed that pH 4.0
showed the highest enzyme activity. Fig. 2A shows that the technique
does not work at pH 2.0 or 3.0. When the pH range studied was nar-
rowed, it was found that the enzyme had its highest activity at pH 4.4,
which was then considered the enzyme's optimal pH (Fig. 2B).

3.4. Determining GUBS's Km and Vmax

After the GUSB substrate curve was built, as seen in Fig. 3, its lin-
earity was chosen to proceed with the study of the enzyme's Km and
Vmax. GUSB's Km in DBS of healthy individuals was calculated at
1.25 mM while Vmax was 594.48 nmol/h/mL.

1245

GUSB activity
(nmol/h/mL)

Fig. 2. Determination of the optimal pH of the beta-glucuronidase enzyme. A) broader pH
range. B) narrower pH range.

3.5. Reference range of GUSB activity

The mean enzyme activity was 511.1 nmol/h/mL with standard
deviation of 133.3 nmol/h/mL, for a minimum value of 174.4 nmol/h/
mL and the maximum of 781.9 nmol/h/mL. The results of all in-
dividuals can be seen in Fig. 4.
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Fig. 3. Substrate curve of the beta-glucuronidase enzyme
and determination of Km and Vmax of the beta-glucur-
onidase enzyme expressed according to Lineweaver-Burk
plot.
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Fig. 4. Reference range of the beta-glucuronidase enzyme in healthy individuals.

3.6. Studying the effect of temperature (thermostability) on GUSB activity

The mean GUSB activities the DBS samples subjected to 30 min pre-
incubation at 40 °C, 50 °C, 60 °C, and 70 °C were 111.10%, 99.6%,
84.3%, and 80.8%, respectively, compared to the activity considered
100% (4 °C in pre-incubation). This way, the temperature of 60 °C was
determined for the study of heat inactivation.

GUSB mean residual activities after 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, and
120 min pre-incubation at 60 °C compared with the samples that did
not undergo this thermal treatment (100% activity) were 119.6%,
102.5%, 93.8%, 84.3%, 75.7%, 44.3%, 21.2%, and 15.8%, respectively
(Fig. 5). Enzyme activity continuously drops at the times studied be-
tween 5 and 120 min and GUSB activity inactivation was significant at
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Fig. 5. Thermostability of the beta-glucuronidase enzyme at 60 °C. Statistically sig-
nificant differences compared to 100% activity (4 °C) (*p < 0.05).
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3.7. Storage time and temperature

Twelve DBS samples from healthy individuals were stored at
—20°C, 4°C, 25 °C, and 37 °C until GUSB activity was measured. The
experiments were carried out in 1.2 mm DBS samples 0, 7, 14, 30, 45,
and 60 days after collection (Fig. 6).

After two-way ANOVA, the results obtained showed enzyme activity
stability at most temperatures and times studied. GUSB activity sig-
nificantly (p < 0.05) decreased only after 45 days of storage at 4 °C,
25 °C, and 37 °C. No significant difference was found in activity mea-
sured over the 60 days of storage at — 20 °C and GUSB remained stable
throughout this period at that temperature.

4. Discussion

This research was carried out aiming to reduce the use of reagents
and blood-impregnated paper filter samples to measure GUSB activity,
thus leading to lower cost in MPS VII diagnosis. To that end, we used
1.2 mm DBS and reduced the volume of reagents 2.5-fold and fourfold.

The correlation was significant between the GUSB activity results
using 3 mm and 1.2 mm DBS with reagent volume reduced either 2.5-
fold or fourfold. Such results show GUSB activity can be measured with
a smaller DBS diameter and smaller volume of reagents, as has already
been done for other lysosomal hydrolases [9,14]. Miniaturizing the
MPS VII diagnosis technique allows the sample to be saved to screen for
other inborn errors of metabolism, besides saving reagents, which
lowers the cost of analysis.

The results obtained in the validation of the miniaturized technique
indicate the three coefficients of variation of the intra-assay, inter-
assay, and interpersonal analyses are within the acceptable range. That
shows the precision and reproducibility of the technique employed and
allows to exclude the possible variability caused by collection and DBS
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© =
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g g 500
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Fig. 6. Statistically different from 100% residual activity (day 0) at the same temperature
(*p < 0.05).
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punch. According to several authors, an acceptable coefficient of var-
iation is up to 20% [10,15,16].

Since both methods with 1.2 mm DBS have a significantly positive
correlation with the 3 mm method, the tests to determine optimal pH,
kinetic parameters, enzyme thermostability, storage time and tem-
perature, and the reference interval were carried out using the method
whose reagent volume had been reduced fourfold.

The enzyme's optimal pH was determined at 4.4. The technique
with 3 mm punch described by Civallero et al. [8] uses pH 4.8 for the
enzyme assay. That value was chosen for being the same pH used in the
technique to measure plasma GUSB activity. For the first time, optimal
pH assays have been carried out for the measurement of enzyme ac-
tivity in blood collected in DBS. Therefore, that was maintained as the
pH of the technique.

GUSB's Km in DBS of healthy individuals was calculated at 1.25 mM
while Vmax was 594.48 nmol/h/mL. The literature lacks studies re-
porting kinetic data for this enzyme, hence the values cannot be com-
pared.

GUSB's thermostability was determined by studying the heat in-
activation at 60 °C, the same pre-incubation temperature used for the
enzyme in leukocytes of heterozygote individuals with Gaucher's dis-
ease [17]. The results obtained by one-way ANOVA followed by Bon-
ferroni test show that, at 60 °C, gradual enzyme inactivation occurred
from 5 to 120 min and that residual enzyme activity was significantly
lower (p < 0.05) than at 4 °C (100% activity) from 60 min onwards.
Given the near inexistence of living persons with MPS VII in our region,
we could not compare the enzyme thermostability in samples of af-
fected individuals. In the future, thermostability assays of the GUSB
enzyme in heterozygote persons could be carried out. That would allow
separating the groups of healthy individuals from affected ones and
their heterozygotes due to whether or not the enzyme was inactivated.
Similar studies have been carried out with other lysosomal enzymes (f-
glucosidase, chitotriosidase, a-iduronidase), which enables the differ-
entiation of persons who would not be identified by enzyme activity
alone [17-19].

When GUSB activity was measured at different temperatures and
storage times, we observed values remained stable. From the results
presented, we observed that enzyme activity only drops after 45 days of
storage at 37 °C. That allows the sample to be collected and stored until
it is sent (in no more than 30 days) and, when the sample arrives at the
laboratory, it can be stored until the analysis in a refrigerator or freezer.
One study carried out with the enzyme arylsulfatase B, deficient in MPS
VI, showed it is stable at those temperatures for up to 17 days (time
analyzed) and that, when DBS samples were later analyzed at 180 days
after collection, even if stored in a refrigerator or freezer, enzyme ac-
tivity had significantly dropped [20]. GUSB may behave the same way
at those temperatures after a longer storage period.

The normality range for GUSB obtained in this study in 1.2 mm DBS
(174.4 to 781.9 nmol/h/mL) is closer to that found in plasma (30 to
300 nmol/h/mL) and leukocytes (23 to 151 nmol/h/mg protein) [21]
than to that found using the technique by Civallero et al. [8] in 3 mm
DBS (4.02 to 21.93 nmol/h/mL). As previously described for other ly-
sosomal enzymes, activity in DBS was close to the one in plasma. In
2004, Wajner et al. described that chitotriosidase enzyme activity in
plasma ranged from 8.85 to 132 nmol/h/mL and Goldim et al. [20]
observed that, in DBS, it ranged from 0 to 44.5 nmol/h/mL, i.e., close
ranges, as observed in the present research. The same was observed for
the alpha-iduronidase enzyme. In plasma, its activity ranges from 4.70
to 18.10 nmol/h/mL [22] and, in DBS, from 4.28 to 25.68 nmol/h/mL
[9]. From that standpoint, our results in DBS compared to those ob-
tained in plasma match the literature regarding other lysosomal hy-
drolases. Moreover, this range may facilitate the identification of in-
dividuals with milder mutations that might have higher enzyme
activities than individuals with severe mutations.

This research allowed a previously described technique for MPS VII
diagnosis to be adapted for smaller amounts of sample and reagents.
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That will facilitate the use of smaller amounts of samples, which may be
used for other techniques and to save material. Given the importance of
early MPS VII diagnosis due to the severity of the disease, using reliable
diagnosis techniques in DBS is essential.
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*Abstract

Abstract

Mucopolysaccharidoses (MPS) are caused by deficiency in the enzyme
activity of acid hydrolases, enzymes that catalyze the breakdown of
glycosaminoglycans (GAGs) in lysosomes. This study aimed to measure the
activity in DBS of deficient enzymes in MPS | (alpha-iduronidase — IDUA), VI
(arylsulfatase B — ASB), and VIl (beta-glucuronidase — GUSB) using universal
extraction buffer (UEB) prepared with 20 mmol/L ph 7.0 sodium phosphate and
to correlate this measurement with the one of the spectrofluorimetric technique
individually standardized to each enzyme in 1.2 mm DBS in samples of healthy
subjects. The mean enzyme activities studied after extraction with UEB were
14.65 nmol/h/mL, 22.51 nmol/h/mL, and 531.92 nmol/h/mL for IDUA, ASB, and
GUSB, respectively, whereas the averages with the individual technique were
14.24 nmol/h/mL, 21.64 nmol/h/mL, and 545.64 nmol/h/mL for the same
enzymes. After the correlation test, Pearson’s coefficients were all positive
(IDUA=0.9154, ASB=0.8880, and GUSB=0.9136). The results showed the
activity of more than one enzyme can be measured in the same material after
they are extracted in a proper buffer. That saves analysis time, use of sample,
and amount of reagents, leading to quicker diagnosis, which is essential to
initiate treatment earlier and, consequently, for better prognostic.

Keywords: mucopolysaccharidoses, alpha-L-iduronidase, arylsulfatase B, beta-
glucuronidase, dried blood spots, universal extraction buffer.
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*Highlights

Highlights:

o Measuring ASB, IDUA, and GUSB activity in DBS with universal extraction
buffer (UEB) was proposed

e Activities in UEB were compared with standard 1.2 mm DBS activities

e Both techniques have positive Pearson’s correlation and the same mean
activities

¢ Results shows that it is possible to measure the activities together after
extraction

¢ With this technique, we reduced time and amount of sample and reagents,
leading to quicker diagnostic
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Abstract

Mucopolysaccharidoses (MPS) are caused by deficiency in the enzyme
activity of acid hydrolases, enzymes that catalyze the breakdown of
glycosaminoglycans (GAGs) in lysosomes. This study aimed to measure the
activity in DBS of deficient enzymes in MPS | (alpha-iduronidase — IDUA), VI
(arylsulfatase B — ASB), and VIl (beta-glucuronidase — GUSB) using universal
extraction buffer (UEB) prepared with 20 mmol/L ph 7.0 sodium phosphate and
to correlate this measurement with the one of the spectrofluorimetric technique
individually standardized to each enzyme in 1.2 mm DBS in samples of healthy
subjects. The mean enzyme activities studied after extraction with UEB were
14.65 nmol/h/mL, 22.51 nmol/h/mL, and 531.92 nmol/h/mL for IDUA, ASB, and
GUSB, respectively, whereas the averages with the individual technique were
14.24 nmol/h/mL, 21.64 nmol/h/mL, and 545.64 nmol/h/mL for the same
enzymes. After the correlation test, Pearson’s coefficients were all positive
(IDUA=0.9154, ASB=0.8880, and GUSB=0.9136). The results showed the
activity of more than one enzyme can be measured in the same material after
they are extracted in a proper buffer. That saves analysis time, use of sample,
and amount of reagents, leading to quicker diagnosis, which is essential to
initiate treatment earlier and, consequently, for better prognostic.

Keywords: mucopolysaccharidoses, alpha-L-iduronidase, arylsulfatase B, beta-
glucuronidase, dried blood spots, universal extraction buffer.
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1 Introduction

Mucopolysaccharidoses (MPS) are inborn errors of metabolism (IEM)
and are part of the group of lysosomal storage diseases (LSD). They are
caused by deficiency in the activity of acid hydrolases, enzymes that catalyze
the breakdown of glycosaminoglycans (GAGs) in lysosomes [1]. Seven types of
MPS are caused by deficiency or lack of activity of 11 different enzymes [2—4].

Mucopolysaccharidosis type | (MPS I) is caused by deficiency in the
alpha-iduronidase lysosomal enzyme (IDUA, E.C. 3.2.1.76), which leads to
storage of GAGs dermatan sulfate and heparan sulfate in the lysosomes of
affected subjects [1]. Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI), or Maroteaux-
Lamy syndrome, is caused by deficiency in the arylsulfatase B enzyme (ASB,
E.C.3.1.6.12), causing the storage of only dermatan sulfate [1,5], while
mucopolysaccharidosis type VII (MPS VII), called Sly syndrome, is caused by
deficiency in the beta-glucuronidase enzyme beta-glucuronidase, which
prevents the breakdown of glucuronic acid residues contained in GAGs
dermatan sulfate, heparan sulfate, and chondroitin sulfate [6-9].

MPS have no cure, but treatment for these three types of MPS is
available as enzyme replacement therapy (ERT), in which a human
recombinant enzyme is produced and regularly injected in the blood of patients,
which considerably improves their phenotype and quality of life [10].

Techniques to measure enzyme activity able to decrease the number of
steps for MPS screening and that aim to simultaneously analyze the activity of
more than one enzyme, resulting in quicker diagnosis, must be considered so
that, by speeding up the diagnosis, patients can be referred earlier to the
appropriate treatment. Techniques to measure enzyme activity in dried blood
spots (DBS), both spectrofluorimetric and as tandem mass spectrometry
(MS/MS) normally use one or more DBS punches to measure a single enzyme
at a time. That increases the amount of biological material used, particularly
when screening for more than one MPS. In order to facilitate and broaden the
use of the same DBS sample for screening of more than one disease, some
authors have proposed using Universal Extraction Buffer (UEB) using MS/MS
techniques [11,12]. Such techniques use a buffer to elute a single DBS punch

and determine the activity of more than one enzyme.
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Although the use of these techniques in MS/MS has been publicized,
their use in spectrofluorimetry to diagnose MPS has not been reported yet. The
advantage of using this buffer in spectrofluorimetric techniques, particularly to
screen for MPS, is that a single punch can be used to screen for more than one
MPS, thus lowering the costs of the exam. Spectrofluorimetry is much more
affordable, especially in laboratories that lack more expensive and complex
equipment such as a mass spectrometer.

UEB is a solution used as single elution buffer to rehydrate DBS
samples. Using this buffer to elute a DBS sample enables quantifying several
enzymes from the same eluate, which reduces the volume of sample required
for those assays, thus increasing the safety of results since elution reduces the
variations caused by the non-homogenous distribution of blood in the filter
paper [11,13]. The use of this type of buffer, made of 20 mmol/L pH 7.0 sodium
phosphate, was described by Li et al. [14] to carry out a multiplex assay for five
lysosomal enzymes using MS/MS.

Many screening studies on LSD have used UEB to investigate diseases
such as Gaucher, Pompe, Fabry, mucopolysaccharidosis |, Krabbe, and
Niemann-Pick A/B [13—17] to quantify lysosomal enzyme activities in DBS using
MS/MS techniques.

Many factors are critical for efficient DBS elution, such as punch size, UEB
volume, elution time and temperature, and storage time and temperature of the
eluted samples. Conditions that provide specific enzyme activity compatible with
the assay must be chosen individually and, as much as possible, with high
reading of all enzymes being analyzed [14]. This study aimed to measure the
activity in DBS of deficient enzymes in MPS |, VI, and VIl using universal
extraction buffer prepared with 20 mmol/L ph 7.0 sodium phosphate and to
correlate this measurement with the one of the spectrofluorimetric technique
individually standardized to each enzyme in 1.2 mm DBS in samples of healthy
subjects.
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2 Materials and Methods

2.1 Sample Collection and Storage

The study used 20 blood samples from volunteer subjects invited to take
part in the research at the Blood Bank of the Clinics Hospital of Porto Alegre. 10
mL of blood were collected from each subject in a tube with heparin
anticoagulant. The samples were homogenized and disposable Pasteur
pipettes were used to pour two drops of blood onto each circle of the Whatman
903® filter paper card. The cards were dried at room temperature and stored in
plastic containers with desiccant in a freezer at -20 °C until the analyses.

2.2 Enzyme Activity Measurement

The analyses in DBS with no UEB were performed in 1.2 mm paper
punches (Harris Uni-Core 1.2 mm and 3.0-mm, St. Louis, MO, USA), which
were placed in 96-well plates (OptiPlate-96 F, Perkin Elmer) to measure the
activity of each of the enzymes. The techniques carried out with UEB used an
adaptation of the procedure by Li et al. [14] using two 3 mm punches placed in
96-well plates added with 80 uL 20 mmol/L pH 7.0 sodium phosphate UEB. The
plates were covered with aluminum foil and placed in an incubator (Marconi
MA-127) under agitation for 1 h at 37 °C. After this period, the eluate of each
sample was transferred to a new fluorimetric plate. The activities of the three
enzymes studied were measured in this eluate.

The enzyme activities were measured according to the fluorimetric
techniques described by Castilhos et al. [18] using 4-methylumbelliferyl a-L-
iduronide substrate (Glycosynth, Warrington, England) for alpha-iduronidase
and 4-methylumbelliferyl sulfate substrate (Sigma, St. Louis, MO, USA) for
arylsulfatase B. GUSB enzyme activity measurement was performed using the
fluorimetric technique adapted by Cé et al. [19] using the artificial 4-
methylumbelliferyl-beta-D-glucuronic acid substrate (Sigma, St. Louis, MO,
USA).

All analyses were performed in duplicate in 96-well fluorimetric plates
(OptiPlate-96 F, Perkin Elmer) and fluorescence was read with 365 nm
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excitation and 450 nm emission in a Spectramax M5 device (SpectraMax M5
Multi-Mode Microplate Readers - Molecular Devices). The enzyme activities
were expressed as nmol/h/mL.

2.3 Statistical Analyses

The data were expressed as means * standard deviation. Pearson’s
correlation coefficient was used to show the association between the
techniques while T-test for dependent samples was employed to show the
means determined by both techniques do not differ. All analyses were
performed using the software GraphPad Prism version 5.03 and the statistical
significance was set to p < 0.05.

3 Results

3.1 Mean Enzyme Activities

Mean IDUA activity was 14.24 + 5.13 nmol/h/mL in 1.2 mm DBS and
14.65 + 4.35 nmol/h/mL in the DBS samples eluted in UEB. The mean ASB
activity in 1.2 mm DBS was 21.64 + 7.46 nmol/h/mL whereas the activity of DBS
samples eluted in UEB was 22.51 + 5.09 nmol/h/mL. The results found for
GUSB were 545.64 + 138.00 nmol/h/mL in 1.2 mm DBS and 531.92 + 121.05
nmol/h/mL in samples eluted in UEB.

3.2 Correlation between 1.2 mm DBS and DBS Samples Eluted in UEB

A positive correlation was obtained between 1.2 mm DBS and samples
eluted in UEB for the IDUA enzyme (Figure 1). The result of Pearson’s
correlation was r = 0.9154 (p < 0.0001). The correlation between the ASB
measurement (Figure 2) in 1.2 mm DBS and samples eluted in UEB was also
positive and significant (Pearson’s r = 0.8880, p < 0.0001). The analysis of
GUSB activity in 1.2 mm DBS also yielded a positive correlation (Figure 3) with
the DBS samples eluted in UEB (Pearson’s r = 0.9136, p < 0.0001).
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3.3 Comparison between the Means of 1.2 mm DBS Samples and DBS
Samples Eluted in UEB

A comparison of the mean activity in 1.2 mm DBS and DBS samples
eluted in UEB using T-test for dependent samples shows no significant
difference between the techniques for all enzymes analyzed (Table 1).

4 Discussion

In this study, UEB use and the manner of elution was adapted to
spectrofluorimetric techniques to screen for MPS |, VI, and VII in DBS. By
eluting a single punch, aliquots could be used for the tree techniques of enzyme
activity measurement, thus reducing the amount of sample used and increasing
the safety of the results since elution decreases the variations caused by the
non-homogenous distribution of blood in the filter paper [11,13].

The use of UEB in spectrofluorimetric techniques was adapted from the
use of UEB in MS/MS technique [14]. In recent years, several studies on
newborn screening have been carried out with multiplex assays in MS/MS,
including the investigation of LSDs [12,13,15-17,20-25]. The use of UEB for
elution of DBS punches was initially standardized in MS/MS for Fabry, Gaucher,
Krabbe, Niemann-Pick A/B, and Pompe diseases [21] and is currently also used
for MPS | in high-demand newborn screening programs. Despite reports that
this methodology has been developed in MS/MS for MPS I, IVA, and VI, there
are no reports of this screening with other types of MPS [15,20].

MS/MS is an expensive methodology that is not available in most
research or small laboratories, mainly in developing countries, and requires
complex sample preparation. It has been described that this methodology has
the same positive predictive value as the spectrofluorimetric techniques that use
4-methylumbelliferone [26].

The enhancement and development of therapies and their greater
availability for the LSD, along with the development of precise diagnosis
methods, has led to the quick identification of affected individuals, thus
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preventing and minimizing irreversible damages caused by the progression of
these diseases [27]. Hence, the development of newborn screening programs
with precise techniques aiming to detect treatable diseases before they become
symptomatic [21,28], with each laboratory establishing its reference values able
to differentiate healthy individuals from affected ones [21], has become
essential.

Simultaneous screening for several MPS without the need for automated
systems in a single sample may save time, reagents, and labor, besides being
less costly [15]. The use of DBS samples in screening provides ease of
transport [29], has low cost, and reduces the possibility of contamination [28]. In
addition, lysosomal enzymes may remain stable for up to a few years at room
temperature [17], which facilitates the transportation and storage of samples in
screening laboratories [30].

For the detection of activity of IDUA, ASB, and GUSB in DBS, the
punches were rehydrated in 20 mmol/L pH 7.0 sodium phosphate buffer for the
extraction of the enzymes and the techniques using 96-well plates with the
eluate. This buffer is called universal extraction buffer (UEB).

The enzyme activities obtained with the eluate were compared with those
obtained with the standardized techniques that have been well established in
the literature using 1.2 mm DBS punches directly. The mean activities found in
both methods were statistically equivalent, which indicates enzyme activities
can be measured by extracting the sample with UEB. The results of the
correlation tests also showed that both techniques are similar, once again
confirming that the technique based on the elution of DBS samples in UEB can
be safely used to determine the activities of the enzymes studied.

This research, therefore, showed that using a lower amount of DBS and
extraction of the sample with a proper buffer enables measuring several
enzymes by more than one spectrofluorimetric technique in the same sample or
eluate. That saves analysis time, sample use, and requires a lower amount of
reagents. Furthermore, less time is required to arrive at a quick and precise
diagnostic, which is essential to initiate treatment. We hope this type of analysis
can be also used to screen for other LSD in the future.
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Figure captions

Figure 1: Correlation between 1.2 mm DBS and DBS samples eluted in UEB
regarding the measure of IDUA activity. Pearson’s r = 0.9154, p < 0.0001.

Figure 2: Correlation between 1.2 mm DBS and DBS samples eluted in UEB
regarding the measure of ASB activity. Pearson’s r = 0.8880, p < 0.0001.

Figure 3: Correlation between 1.2 mm DBS and DBS samples eluted in UEB
regarding the measure of GUSB activity. Pearson’s r = 0.9136, p < 0.0001.
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Table 1

Table 1: Comparison between means of alpha-iduronidase, arylsulfatase B and beta-

glucuronidase activity in 1.2mm DBS and DBS samples eluted in UEB.

IDUA ASB GUSB
1.2 mm UEB 1.2 mm UEB | 1.2 mm UEB
Mean (nmol/h/mL) | 14.24 14.65 21.64 22.51 | 545.64 | 531.92
SD (nmol/h/mL) 5.13 4.35 7.46 5.09 138.00 | 121.05
T-test 0.87 0.99 1.25
p> 0.40 0.34 0.23
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Figure 2

Figure 2:
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Figure 3

Figure 3:
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of metabolism. Mucopolysaccharidosis (MPS) are characterized by biomolecular and tissue damage that results
in the accumulation of undegraded glycosaminoglycans in cells of various organs and systems. The aim of this
study was to measure superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) in the plasma of individuals with MPS VI and compare these parameters with those of individuals
Okiditive stese with MPS I and healthy controls. The biomarkers of oxidative stress were evaluated in the plasma of individuals
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MPS | assessing SOD and CAT enzyme contents. The SOD results were 0.88 4 0.77 USOD/mg protein in the control
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1. Introduction glycosaminoglycans dermatan sulfate and heparan sulfate in the lyso-

somes of affected persons [1,2], which causes hepatosplenomegaly,

Mucopolysaccharidosis (MPS) are characterized by biomolecular
and tissue damage that results in the accumulation of undegraded gly-
cosaminoglycans (GAGs) in the cells of various organs and systems.
Seven types of MPS are classified according to the deficient enzyme
and the degree of clinical compromise [1].

Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is caused by deficiency of the
lysosomal enzyme alpha-iduronidase (IDUA, E.C. 3.2.1.76) and is
subdivided into Hurler syndrome, Hurler-Scheie syndrome, or Scheie
syndrome, which are the severe, intermediate, and mild forms of
the disease, respectively. IDUA deficiency leads to storage of
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coarse facial features, cornea opacity, and, in Hurler syndrome, cognitive
disorder, among other clinical signs [3].

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI) or Maroteaux-Lamy syn-
drome is caused by deficiency of the enzyme arylsulfatase B (ASB, E.C.
3.1.6.12), leading to the storage of only glycosaminoglycan dermatan
sulfate [1]. Persons with this type of MPS may have skeletal dysplasia,
motor dysfunction, kyphosis, and cardiac defects [3].

High levels of reactive oxygen species (ROS) have been associated
with oxidative stress (OS) and inflammation and are related to changes
in cellular characteristics caused by changes in metabolic pathways of
individuals with inborn errors of metabolism (IEM) [4-6]. Studies in
the literature associate oxidative stress with lysosomal storage diseases
[7-11]. The involvement of ROS with MPS has been described for type [
[2,12,13], type 11 [14,15], type IIIA [16], type IIIB [17], and type IVA [4].

Among the main antioxidant defenses of the organism are the super-
oxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes [18]. SOD converts
a superoxide anion into hydrogen peroxide (H,0,) and oxygen (O,) asa
substrate for catalase, which converts H,0, into water and one oxygen
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molecule for the action of glutathione peroxidase [14,19,20]. The bio-
marker used to determine lipid peroxidation is the measure of thiobar-
bituric acid reactive substances (TBARS) [21].

The aim of this study was to measure the activity of superoxide dis-
mutase, catalase, and thiobarbituric acid reactive substances in the
plasma of individuals with MPS VI and compare these parameters
with those of individuals with MPS I and healthy controls.

2. Materials and methods

The samples comprised three groups: MPS I (n = 8), MPS VI (n = 8),
and healthy individuals (n = 16, eight MPS I controls and eight MPS VI
controls). The individuals were 10 years old on average (2 to 24 years
old). Sample size was estimated as eight samples to make up each
group under analysis (individuals affected by MPS I and VI and volun-
teer health individuals) using the statistical software MiniTab® 16.
The standard deviation of alpha-iduronidase enzyme activity in individ-
uals with MPS I was considered at 5% margin of error.

The blood samples used as healthy controls (16) were collected from
blood donors at the blood bank of the Clinics Hospital of Porto Alegre by
the team in charge of blood collection. Eight samples were collected
from MPS I and MPS VI patients. These samples were properly identified
with numbers so as to preserve the identity of the donors. Informed
consent was obtained from all participants. The study was approved
(number 850.927) by the Research Ethics Committee of Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, RS, Brazil.

In order to obtain plasma and leukocytes, 10 mL of blood were col-
lected from each individual into tubes with heparin anticoagulant. The
plasma was obtained through centrifugation at 358 x g for 10 min at
room temperature (Baby Centrifuge Mod 206, FANEM, Sdo Paulo,
Brazil). The remaining blood was used to separate leukocytes according
to the technique by Skoog and Beck [22]. Both plasma and leukocyte
samples were stored at —20 °C.

2.1. Total protein quantification

Total proteins were quantified according to the colorimetric tech-
nique described by Lowry et al. [23] in leukocytes to measure ASB en-
zyme activity and in plasma for the oxidative stress tests.

2.2. Enzyme activity measurement

Enzyme activities were measured according to the fluorimetric tech-
niques described by Hopwood et al. [24] using the substrate 4-
Methylumbelliferyl a-L-iduronide for alpha-iduronidase in plasma
samples and according to de Castilhos et al. [25] using the substrate 4-
nitrocatechol-sulfate for arylsulfatase B in leukocytes samples expresses
as nmol/h/mg protein. Both techniques are fluorimetric and the fluores-
cences were read at 365 nm excitation and 450 nm emission
(SpectraMax M5, Molecular Devices).

2.3. Oxidative stress analysis

Three oxidative stress biomarkers were evaluated in the plasma of
individuals with MPS I and MPS VI and of healthy controls (HC). The an-
tioxidant capacity of blood plasma was measured by the enzymatic ac-
tivity of enzymes superoxide dismutase and catalase, while the damage
to lipids (lipid peroxidation) was measured by the presence of thiobar-
bituric acid-reactive substances.

2.3.1. Superoxide dismutase

Activity of the antioxidant enzyme SOD was assessed by quantifying
the rate of inhibition of adrenochrome formation in a medium contain-
ing 1 mM adrenaline and 50 mM glycine through spectrophotometry at
480 nm absorbance (spectrophotometer SP-2200, Bioespectro) [26].
SOD activity was determined as the amount of enzyme that inhibits

the oxidation of 50% of epinephrine [27]. The results were expressed
as USOD/mg protein.

2.3.2. Catalase

The spectrophotometric method described by Aebi [28] was used to
determine CAT activity. This technique measured the rate of H,0,
breakdown through the decrease of absorbance at 240 nm (spectropho-
tometer SP-2200, Bioespectro). One enzyme unit was defined as 1 umol
H,0, consumed per minute and the specific activity was expressed as
UCAT/mg protein [5,14,29].

2.3.3. Thiobarbituric acid reactive substances

TBARS production during an acid-heating reaction was used as lipid
peroxidation index, as described by Wills [30]. The samples remained
under stirring with 10% trichloroacetic acid and 0.67% thiobarbituric
acid and were then heated in a boiling water bath for 15 min in sealed
tubes. The reading at 535 nm absorbance and the data obtained were
expressed as nmol/mg protein.

2.4. Statistical analysis

Student's t-test was used to compare results of IDUA activity in
plasma between controls and MPS I and ASB activity in leukocytes be-
tween controls and MPS VI. One-way ANOVA followed by the Tukey's
post-hoc test was used to analyze the results of plasma SOD, CAT, and
TBARS. Statistical analyses were performed using the software
GraphPad Prism version 5.03 (GraphPad Software Inc., California, USA)
and the level of significance was set at p < 0.05.

3. Results

To confirm the inclusion of individuals in the three groups analyzed,
we measured the IDUA and ASB activity. IDUA's enzyme activity in the
plasma of healthy individuals was 9.48 4 3.46 nmol/h/mL (5.20 to
14.13), while individuals with MPS I had activity values of 0.18 + 0.29
nmol/h/mL (0 to 0.65). The MPS I group significantly differed from the
control group (p < 0.05; Fig. 1A). When the ASB enzyme was analyzed
in leukocytes, it was found that healthy individuals had approximately
three-fold (p < 0.05) more activity (99.05 + 13.48 nmol/h/mg protein;
78.36 to 112.16) than those with MPS VI (35.16 + 22.02 nmol/h/mg
protein; 5.61 to 69.06). These results can be seen in Fig. 1B.

No significant differences were found among the control (0.88 +
0.77 USOD/mg protein), MPS I (0.89 + 0.56 USOD/mg protein), and
MPS VI (0.71 + 0.49 USOD/mg protein) groups when SOD activity
was determined (Fig. 2).

CAT activity was reduced in the MPS groups (Fig. 3). CAT activity re-
sults significantly differed between the control (83.24 + 36.74 UCAT/
mg protein) and MPS I (17.30 + 13.98 UCAT/mg protein) groups and
between the control and MPS VI (36.79 + 19.30 UCAT/mg protein)
groups.

Significant difference was found in TBARS analysis between the con-
trol (1.23 + 0.52 nmol/mg protein) and MPS I (3.86 + 1.52 nmol/mg
protein) groups and between the control and MPS VI (3.13 + 1.19
nmol/mg protein) groups (Fig. 4), which shows greater TBARS produc-
tion in the MPS groups.

4. Discussion

Antioxidants are substances that prevent the formation or neutralize
free radicals. The organism has natural systems to fight off free radicals,
either enzymatic or non-enzymatic, which work side-by-side to protect
our cells and organs against free radical damage [20,31].

Oxidative stress (OS) is the imbalance in free radical production that
may be neutralized by the antioxidant defenses in the organism [32,33].
ROS may cause cell-damage chain reactions and have been related to

57



132 J. Cé et al. / Gene Reports 5 (2016) 130-133

R

IDUA (plasma)

-
]
)

-
o
1

IDUA (nmol/h/mL)
L

) ASB (leukocytes)
150-

100+

ASB (nmol/h/mg protein)

&° )
b &

Fig. 1. A) Measurement of alpha-iduronidase activity in the plasma of healthy controls and
patients with MPS I (mean + SD); B) Measurement of arylsulfatase B activity in leukocytes
of healthy controls and patients with MPS VI (mean + SD). Statistically significant
difference *(p < 0.001) and **(p < 0.0001).

several human diseases [14,18], including inborn errors of metabolism
[34].

Lysosomes are highly susceptible to OS since ROS may induce lipid
peroxidation that will destabilize the lysosomal membrane and release
its content into the cell cytoplasm [35]. That makes investigating the ef-
fects of ROS in lysosomal storage diseases very important. Individuals
with MPS may experience an increase in antioxidant defenses to rees-
tablish homeostasis in the organism as a response to GAG storage [13].
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Fig. 3. CAT activity in the plasma of control, MPS I, and MPS VI groups. Data expressed as
mean =+ SD. *Statistically significant difference (p < 0.05).

Current studies relate oxidative stress with some types of MPS,
mostly on MPS I [4,12-14]. The present study sought to observe and
compare whether these alterations occur in the most common MPS
types in Brazil [36], i.e., MPS VI and MPS I, both of which may be treated
by enzyme replacement therapy (ERT).

An analysis of the results of IDUA and ASB activities in the controls
and individuals with MPS I and VI show that those with MPS have defi-
cient enzyme activity and that the values of healthy individuals were
within the normality range [37,38].

The assessment of SOD enzyme activity showed no significant differ-
ence among the groups studied, which matches the results by Pereira
et al. [12], who reported no change in SOD activity in individuals with
MPS [ prior to ERT. Other studies on other types of MPS (MPS II -
Filippon et al. [14]) or even other IEMs (phenylketonuria - Sirtori
et al,, [6]) also reported no altered SOD activity. On the other hand, in-
creased SOD activity was observed in MPS IVA [4] and in individuals
with Gaucher's disease [8]. Unaltered SOD activity levels in individuals
with MPS I and VI shows that the capacity to act as first enzymatic anti-
oxidant defense is not impaired.

CAT activity is reduced in individuals with MPS I and VI compared to
healthy controls, which may indicate that the antioxidant capacity is de-
creased in those types of MPS. It has been observed by Pereira et al. [12],
that the CAT activity in patients with MPS I during TRE is increased in re-
lation to baseline level, although there is no comparison with activity in
healthy individuals [12,14].

The present research found a higher amount of TBARS in the MPS
studied compared with the healthy controls, which suggests an increase
in lipid peroxidation, which is capable of inducing changes in integrity,
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Fig. 4. TBARS amount in the plasma of healthy controls and patients with MPS I and MPS
VI. Data expressed as mean =+ SD. *Statistically significant difference (p < 0.05).

58



J. Cé et al. / Gene Reports 5 (2016) 130-133 133

fluidity and permeability and functional loss of biomembranes, thus
generating potentially toxic products [7,17]. In the study by Pereira
et al., [12], TBARS levels were also increased in individuals with MPS I
compared with healthy controls and no significant differences in those
levels were found during ERT, which remained high and, thus, sug-
gested peroxidation. When studying MPS II, Negretto et al., [15] and
Filippon et al., [14] observed that malondialdehyde (MDA) levels were
increased prior to ERT and, despite significantly decreasing during treat-
ment, they remained above those of controls. Since TBARS reflects the
content of MDA, a byproduct of lipid breakdown during lipid peroxida-
tion [34], it can be predicted that MPS I and VI, as well as other IEMs, in-
duce lipid peroxidation, likely secondarily to the generation of free
radicals.

To the extent of our knowledge, this is the first study relating oxida-
tive stress parameters and MPS VI, showing the apparent involvement
of OS with the evolution of clinical manifestations in MPS. The findings
allow concluding that MPS VI behaves as MPS . No difference was found
between these two types of MPS and they cannot be distinguished by
the oxidative stress parameters investigated in the present study. That
may be related to the type of GAG stored in those two MPS types. No
changes in SOD activity was found in either MPS, however, CAT activity
decreased and a larger amount of TBARS was observed, which suggests
both types of MPS are susceptible to oxidative damage.
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DISCUSSAO

As MPS néo possuem cura. Os tratamentos disponiveis hoje em dia,
visam prevenir a progresséo dos sintomas além de serem paliativos no manejo
da dor e complicacbes (Lawrence et al., 2014).

Os sinais clinicos, incluindo hepatoesplenomegalia, diminuigédo de visédo e
audicdo, dificuldade de respiracdo pelo excesso de muco nas vias aéreas,
displasia esquelética, rigidez articular, anormalidades cardiacas, além do
comprometimento do sistema nervoso central em alguns tipos de MPS, por
serem comuns aos diferentes tipos dessas doencas, dificultam a diferenciagéo
clinica de qual tipo de MPS o paciente € portador (Poswar et al., 2017). Sendo
assim, métodos laboratoriais eficazes e capazes de diferenciar o tipo de MPS
em questdo, sao importantes, de modo a ser introduzido o tratamento mais
adequado, que vai variar de acordo com a deficiéncia enzimética apresentada.

Por serem doencas crbnicas e progressivas (Neufeld e Muenzer, 2014),
quanto mais precoce for o diagnostico das MPS, mais rapido pode ser
introduzido o tratamento com o objetivo de melhorar a qualidade de vida ou
mesmo impedir a progressao da doenca (Breier et al., 2014). Mesmo nos casos
em que ocorre comprometimento neurolégico, onde é sabido que a TRE ndo tem
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica (Poswar et al., 2017), o
tratamento precoce auxiliaria na prevencdo das manifestacbes cardiacas e
esqueléticas inerentes a essas doencgas.

A maneira de impedir que essas doencgas genéticas cheguem, portanto, a
causar danos irreversiveis nos individuos afetados é diagnostica-las por meio de
técnicas rapidas e precisas que permitam a facil identificagdo com um baixo

custo de andlise. Para que essas enfermidades possam ser triadas em grande

60



escala, a utilizacdo do SPF é priorizado, pois permite o envio dessas amostras
por longas distancias, € estavel em ampla faixa de temperatura e € protegido de
interferéncia de umidade (Sharma et al., 2014; Wagner et al., 2016).

Técnicas para o diagnéstico de MPS 1, VI e IVA ja foram padronizadas e
tiveram seus parametros bioquimicos analisados com a utilizacdo de picotes de
SPF de 1,2 mm (Breier et al., 2017; Castilhos et al., 2014). Outras MPS ainda
nao tiveram suas técnicas modificadas e adaptadas, o que facilitaria a analise e
diminuiria os custos do diagndstico.

Nesse estudo, nés padronizamos a técnica de medida da atividade da
enzima GUSB para o diagnéstico da MPS VIl em SPF de 1,2 mm e
caracterizamos alguns parametros como Vmax, Km e resposta da atividade
enzimatica a temperatura, de modo que esses dados possam auxiliar,
futuramente, na diferenciacdo entre esses individuos e heterozigotos ou
individuos normais. Também padronizamos a medida da atividade dessa
enzima, bem como de outras duas enzimas deficientes em outros tipos de MPS,
como a ASB (MPS VI) e a IDUA (MPS 1), em SPF apds extracdo do mesmo em
tampdao de extracdo universal e por ultimo, diferenciamos pacientes com MPS |
daqueles com MPS VI e de individuos normais quanto a resposta ao EO, como
mais um biomarcador no diagnéstico dessas doencas. Esperamos que 0s
resultados aqui obtidos e abaixo discutidos, sirvam para auxiliar em um melhor
entendimento das MPS e auxiliem também no diagnostico dessas doencas.

Iniciamos nosso estudo padronizando a técnica para medida da atividade
da GUSB em SPF de 1,2 mm de diametro, visando a diminuicédo da utilizacéo de
reagentes e quantidade de amostra de SPF, obtendo assim um menor custo na

realizagédo das analises de diagnostico.
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Assim, correlacionamos as analises realizadas com picotes de SPF de 3
mm (técnica original, previamente padronizada por Civallero et al., 2006) com a
nova técnica utilizando picotes de SPF de 1,2 mm levando em consideracéo a
diminuicdo na quantidade de reagentes em 2,5 e 4 vezes. Obtivemos correlacéo
positiva significativa entre os resultados da medida da atividade da GUSB entre
o SPF de 3 mm e o SPF de 1,2 mm com os reagentes da técnica reduzidos tanto
2,5 quanto 4 vezes. Esses resultados nos mostram que € possivel realizar a
medida da atividade da GUSB com um diametro menor do SPF e uma reducédo
no volume dos reagentes, assim como ja foi feito com outras hidrolases
lisossdmicas (Castilhos et al., 2014; Goldim et al., 2012). Essa miniaturizacdo da
técnica de diagnostico de MPS VII permite a economia de amostra, que pode
entdo ser utilizada na triagem de outros EIM, e de reagentes, diminuindo o custo
da anédlise.

Os resultados obtidos na validacédo da técnica miniaturizada indicam que
os trés coeficientes de variacdo das analises intraensaio (9,3%), interensaio
(11,9%) e interpessoal (9,4%) estdo dentro do valor aceitavel. Isso demonstra a
precisao e a reprodutibilidade da técnica utilizada. De acordo com varios autores
um coeficiente de variacéo aceitavel é de até 20% (Lukacs et al., 2011; Muller et
al., 2010; Olivova et al., 2009).

Com a técnica com SPF 1,2 mm tendo correlagcdo significativamente
positiva com o método de 3 mm e estando validada de acordo com os
coeficientes de variacdo, seguimos nossos estudos caracterizando a enzima em
relacdo ao pH otimo, pardmetros cinéticos, termoestabilidade enzimatica, tempo

de estoque e temperatura de armazenamento e a determinacao do intervalo de

62



referéncia. Para isso, escolnemos a reducédo de 4 vezes nos reagentes por
representar maior economia dos mesmos.

Foi determinado o pH de 4,4 como pH 6timo da enzima. A técnica com
picote de 3 mm descrita por Civallero et al. (2006), utiliza como pH para o ensaio
enzimatico o pH 4,8, utilizado por tratar-se do mesmo pH utilizado na técnica de
medida de atividade da GUSB em plasma. Pela primeira vez, estudos de pH
otimo sédo realizados na medida da atividade enzimatica em sangue colhido em
SPF. O pH de 4,4 foi, entéo, utilizado nas demais analises da técnica com SPF
1,2mm.

O Km da GUSB em SPF de individuos saudaveis foi calculado em 1,25
mM e a Vmax encontrada foi de 594,48 nmol/h/mL. N&o h& na literatura outros
trabalhos citando dados cinéticos para essa enzima, ndo sendo possivel a
comparagao.

A termoestabilidade da GUSB foi determinada através do estudo da
inativacdo pelo calor a temperatura de 60 °C, mesma temperatura de pré-
incubacéo utilizada para a enzima beta-glicosidase em leucdcitos de individuos
afetados e heterozigotos de Doenca de Gaucher (Michelin et al., 2005). Os
resultados obtidos por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni nos
permitiram observar que a 60 °C, desde 5 até 120 minutos, ocorreu uma
inativagdo gradual da enzima, e a atividade enzimatica residual foi
significativamente menor (p<0.05) que a atividade da enzima a 4 °C (100% de
atividade) a partir de 60 minutos. Nao foi possivel, devido a quase inexisténcia
de individuos afetados vivos com MPS VIl em nossa regido, compararmos a
termoestabilidade da enzima em amostras de afetados. Em um futuro, estudos

de termoestabilidade da enzima GUSB em heterozigotos obrigatorios poderiam
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ser realizados. Isso permitiria separar os grupos de individuos saudaveis de
afetados e seus heterozigotos devido a inativacdo ou ndo da enzima. Estudos
semelhantes ja foram realizados com outras enzimas lisossémicas (beta-
glicosidase, quitotriosidase, alfa-iduronidase) permitindo a distincdo de
individuos que, somente pela medida da atividade enzimética, ndo seriam
identificados (Mandelli et al., 2002; Michelin et al., 2005; Wajner et al., 2004).
Quando medimos a atividade da GUSB em varias temperaturas e tempos
de armazenamento, observamos uma estabilidade da atividade da mesma.
Pelos resultados apresentados, observamos que o decaimento da atividade da
enzima so vai se dar apés 45 dias de armazenamento a uma temperatura de 37
°C. Isso permite que a amostra seja colhida e guardada até o momento do envio
(n&o mais do que 30 dias) e quando a amostra chegar ao laboratoério possa ser
estocada, até o momento da analise, em geladeira ou freezer. Um trabalho
realizado com a enzima arilsulfatase B, deficiente ha MPS VI, mostrou que a
mesma é estavel nessas temperaturas, até 17 dias (tempo analisado) e quando
as amostras de SPF foram depois analisadas aos 180 dias apds a coleta, mesmo
em geladeira ou freezer, houve uma diminuicdo significativa de sua atividade
enzimatica (de Castilhos et al., 2011). Pode ser que a GUSB se comporte da
mesma maneira, nessas temperaturas, apés um periodo maior de estocagem.
O intervalo de normalidade para a GUSB obtido nesse trabalho (174,4 a
649,0 nmol/h/mL) esta mais proximo ao encontrado em plasma (30 a 300
nmol/h/mL) e em leucécitos (23 a 151 nmol/h/mg de proteina) (Beaudet et al.,
1975), do que aquele encontrado na técnica de Civallero et al., (2006) em SPF
de 3 mm (4,02 a 21,93 nmol/h/mL). Assim como ja descrito para outras enzimas

lisossbmicas, a atividade em SPF ficou préxima aquela em plasma. Em 2004,
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Wajner et al., descreveram que a atividade da enzima quitotriosidase em plasma
variava de 8,85 a 132 nmol/h/mL e Goldim et al. (2012), observaram que em SPF
ela variava de 0 a 44,5 nmol/mL, intervalos préximos, assim como aqui
observado. O mesmo foi observado para a enzima alfa-iduronidase. Em plasma
a mesma possui um intervalo de 4,70 a 18,10 nmol/h/mL (Hopwood et al., 1979)
e em SPF varia de 4,28 a 25,68 nmol/h/mL (Castilhos et al., 2014). Observando
por esta perspectiva, nossos resultados em SPF em relacdo aqueles obtidos em
plasma, estdo de acordo com o descrito na literatura para outras hidrolases
lisossbmicas.

Esse trabalho permitiu a adaptacdo de uma técnica ja descrita para o
diagnéstico de MPS VII para quantidades menores de amostra e reagentes. ISso
implicara no uso de menores quantidades de amostras, que poderdo ser
utilizadas para outras técnicas e na economia de material. Sendo o diagndstico
precoce da MPS VII muito importante devido a gravidade da doenca, o uso de
técnicas confidveis de diagnostico em SPF torna-se essencial.

ApoOs a padronizacéo da técnica de medida de atividade da GUSB em SPF
de 1,2mm, utilizamos essa metodologia juntamente com as técnicas ja
padronizadas, nesse diametro de picote, para a medida da atividade das
enzimas IDUA e ASB, na introducdo de uma nova metodologia: a eluicdo da
amostra de SPF em TU preparado com Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 7,0.

Para a deteccao da atividade da IDUA, ASB e GUSB em SPF, os picotes
foram reidratados em tampao Fosfato de Sédio 20 mmol/L pH 7,0 para a
extracdo das enzimas e as técnicas realizadas em placas de 96 pogos com o

eluido.
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As atividades enzimaticas obtidas com o eluido foram comparadas
aguelas obtidas com as técnicas ja padronizadas e bem estabelecidas na
literatura, que utilizam diretamente picotes de SPF de 1,2 mm. As atividades
meédias encontradas em ambos 0os métodos foram estatisticamente equivalentes,
0 que indica que a realizacdo das medidas das atividades enzimaticas podem
ser realizadas utilizando-se a extragdo da amostra com o TU. Os resultados dos
testes de correlacdo também evidenciaram que ambas as técnicas s&o
semelhantes, mais uma vez reforcando que a técnica utilizada a partir da eluicédo
das amostras de SPF em TU pode ser utilizada com seguranca para a
determinacao das atividades enzimaticas das enzimas estudadas.

O uso do TU em técnicas espectrofluorimétricas foi adaptado da utilizacéo
do TU em técnica de MS/MS (Li et al., 2004b). Nos ultimos anos varios estudos
em triagem neonatal foram realizados com ensaios multiplex em MS/MS,
incluindo a investigacdo de DLDs (Chace e Kalas, 2005; Duffey et al., 2010; Gelb
et al., 2006; Harmatz et al., 2013; Kumar et al., 2015; Lehotay et al., 2011; Metz
et al., 2011; Navarrete-Martinez et al., 2017; Sista et al., 2013; Tortorelli et al.,
2016; Zhang et al., 2008). A utilizacdo do TU para a eluicdo dos picotes de SPF
foi inicialmente padronizado em MS/MS para doencas de Fabry, Gaucher,
Krabbe, Niemann-Pick A/B e Pompe (Lehotay et al., 2011) e hoje em dia é
aplicado também para MPS | em programas de triagem neonatal com alta
demanda. Apesar de relatado que foi desenvolvida essa metodologia em MS/MS
para MPS II, IVA e VI, ndo ha relatos dessa triagem com outros tipos de MPS
(Kumar et al., 2015; Metz et al., 2011).

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

nao disponivel na maioria dos laboratorios de pesquisa de pequeno porte,
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principalmente em paises em desenvolvimento. Tem sido descrito que essa
metodologia tem um valor preditivo positivo igual a técnicas
espectrofluorimétricas que utilizam 4-Metilumbeliferona (4-MU), como no nosso
caso (Liao et al., 2014).

O aprimoramento e desenvolvimento de terapias e 0 aumento da
disponibilidade dessas para as DLDs, juntamente com o desenvolvimento de
meétodos de diagnostico precisos, levou a uma rapida identificacédo de individuos
afetados prevenindo e minimizando danos irreversiveis causados pela
progressao dessas doencas (Burlina et al., 2017). Tornou-se entdo fundamental,
o desenvolvimento de programas de triagem neonatal com técnicas precisas,
com o objetivo de detectar doencas trataveis antes que se tornem sintomaticas
(Lehotay et al., 2011; Wagner et al., 2016). Deste modo é imprescindivel que
cada laboratério estabeleca seus valores de cut off capazes de diferenciar
individuos normais de afetados (Lehotay et al., 2011).

A triagem de diversas MPS simultaneamente sem a necessidade de
sistemas automatizados em uma Unica amostra pode poupar tempo, consumo
de reagentes e trabalho, além se ser menos dispendioso (Metz et al., 2011). A
utilizacao de amostras de SPF nessas triagens permite a facilidade de transporte
(Sharma et al.,, 2014), tem um baixo custo e reduz a possibilidade de
contaminacéo (Wagner et al., 2016), além de que enzimas lisossomais podem
manter-se estaveis por até alguns anos em temperatura ambiente (Gelb et al.,
2006), o que além do envio, facilita o estoque de amostras nos laboratérios de
triagem (de Castilhos et al., 2011).

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

de SPF e uma extracdo da amostra com tampé&o adequado, é possivel realizar-
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se a medida de varias enzimas por mais de uma técnica espectrofluorimétricas
em uma mesma amostra ou eluido. Isso economiza tempo de analise, uso de
amostra e uma menor quantidade de reagentes aumentando a seguranca dos
resultados uma vez que a eluicdo reduz as variacdes causadas pela distribuicdo
ndo homogénea do sangue pelo papel filtro (Duffey et al., 2010; Li et al., 2004a).
O fato de diminuirmos o tempo para chegarmos a um diagndstico rapido e
preciso é essencial ao inicio do tratamento. Esperamos que esse tipo de analise
possa ser futuramente utilizado também para a triagem de outras DLDs.

Apos a realizacao do diagnostico e a implementacédo do tratamento, outra
tarefa cabe ao laboratoério, aquela de acompanhar esse tratamento e observar
se ele esta sendo eficiente. Para tanto, os marcadores bioquimicos sé&o
fundamentais.

Algumas DLDs possuem marcadores bem estabelecidos, como a medida
da atividade da enzima quitotriosidase na Doenca de Gaucher, cuja atividade
diminui com a implementacao e eficacia do tratamento (Wajner et al., 2004).

Nas MPS, um marcador bioquimico utilizado € a medida da quantidade de
GAGs na urina. E sabido que os GAGs diminuem com o tratamento, mas essa
diminuicdo tende a atingir um platd. Apos algum tempo de tratamento, a
quantidade de GAGs permanecera a mesma (Breier et al., 2016, 2014; Neufeld
e Muenzer, 2014). Entdo, novos marcadores bioquimicos necessitam ser
estabelecidos para essas doencas.

O EO é o desequilibrio na producéo de radicais livres que pode ser
neutralizado pelas defesas antioxidantes do organismo (Hayashi et al., 2012;

Valko et al., 2007). As EROS podem causar reacdes em cadeia de lesao celular
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e ja foram relacionados a varias doencas humanas (Filippon et al., 2011;
Halliwell, 1994) incluindo os EIM (Barschak et al., 2006).

Os lisossomos sao muito suscetiveis ao EO, pois as EROS podem induzir
peroxidacao lipidica desestabilizando a membrana lisossomal e liberando seu
conteuado no citoplasma da célula (Terman et al., 2006), por esse motivo a
importancia em investigar os efeitos das EROS nas DLDs. Em individuos com
MPS pode ocorrer o aumento das defesas antioxidantes para o
reestabelecimento da homesostase do organismo em resposta ao acumulo de
GAGs (Reolon et al., 2009). Atualmente existem trabalhos relacionando o EO em
alguns tipos de MPS, sendo a maioria dos estudos em MPS | (Donida et al.,
2015; Filippon et al., 2011; Pereira et al., 2008; Reolon et al., 2009). Nosso
trabalho buscou observar e comparar se essas alteracées ocorrem na MPS VI,
qgue junto com a MPS | sdo os tipos mais frequentes no Brasil (Coelho et al.,
1997) e possuem tratamento por TRE.

Foi observado que na avaliacdo da atividade da enzima SOD né&o houve
diferenca significativa entre os grupos estudados, o que corrobora com 0s
resultados encontrados por Pereira et al., (2008). Esses pesquisadores
mostraram que ndo havia alteracdo na atividade da SOD em individuos com
MPS | antes da TRE. Em outros trabalhos, com outros tipos de MPS (MPS Il -
Filippon et al., 2011) ou mesmo outros EIM (Fenilcetonaria — Sirtori et al., 2005),
também foi verificado que a atividade da SOD néo esta alterada. Por outro lado,
um aumento na atividade da SOD foi observado na MPS IVA (Donida et al.,
2015), e em individuos afetados com Doenca de Gaucher (Mello et al., 2015). A

nao alteracdo nos niveis de atividade da SOD nos individuos com MPS | e VI
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demonstra que a capacidade em agir como primeira defesa antioxidante
enzimatica ndo esta prejudicada.

A atividade da CAT esta diminuida em individuos afetados com MPS | e
VI em relacdo aos controles saudaveis, o que pode sugerir que a capacidade
antioxidante se encontra diminuida nesses tipos de MPS. Foi observado por
Pereira et al., (2008) que a atividade da CAT em pacientes com MPS | durante
TRE esta aumentada em relacao ao nivel basal, embora ndo haja comparacéo
com a atividade em individuos saudaveis (Filippon et al., 2011; Pereira et al.,
2008).

Em nosso trabalho observamos uma maior quantidade de TBARS nas
duas MPS estudadas quando comparado aos controles saudaveis, o que sugere
um aumento na peroxidacéo lipidica, a qual é capaz de induzir mudancas de
integridade, fluidez, permeabilidade e perda funcional de biomembranas,
consequentemente gerando produtos potencialmente toxicos (Ribas et al., 2012;
Villani et al., 2009). No estudo de Pereira et al., (2008) os niveis de TBARS
também se encontravam aumentados em individuos com MPS |, quando
comparado a individuos saudaveis e nao houve mudancas significativas nesses
niveis durante a TRE. Durante essa terapia, 0s niveis se mantiveram altos
sugerindo a peroxidacdo. Em estudos com MPS II, Negretto et al., (2014) e
Filippon et al., (2011) observaram que os niveis de malonaldeido (MDA) estavam
aumentados antes da TRE e apesar de diminuirem significativamente durante o
tratamento, mantiveram-se maiores quando comparados aos controles.
Considerando que o TBARS reflete o conteudo de MDA, um produto final de

quebra de lipidios na lipoperoxidacéo (Barschak et al., 2006), pode-se predizer
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que MPS | e VI, assim como outros EIM, induzem a peroxidacéo lipidica,
provavelmente secundariamente a geracao de radicais livres.

Em nosso conhecimento esse é o primeiro estudo relacionando
parametros de EO e MPS VI, mostrando o aparente envolvimento do EO com a
evolucdo das manifestacdes clinicas em MPS. Com os resultados encontrados
podemos concluir que a MPS VI comporta-se como a MPS |, pois ndo foram
encontradas diferencas entre essas duas MPS, ndo podendo distingui-las pelos
parametros de EO abordados nesse trabalho. Isso pode estar relacionado ao
tipo de GAG acumulado nessas duas MPS. Em ambas ndo ocorreu alteragdo na
atividade da enzima SOD, porém a atividade de CAT diminuiu e foi observado
uma maior quantidade de TBARS, sugerindo que ambos tipos de MPS séao
suscetiveis ao dano oxidativo. Trabalhos com o objetivo de se observar
respostas a TRE em relacdo ao EO devem ser realizados na MPS VI. Assim,
talvez possamos observar se esse parametro pode ser considerado um

biomarcador durante a terapia.
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CONCLUSOES

1. Foi aprimorada a técnica de medida de atividade da beta-glicuronidase,
reduzindo a quantidade de reagentes em 4 vezes utilizando-se o picote de

sangue impregnado em papel filtro de 1,2 mm.

2. Os seguintes parametros bioquimicos da GUSB foram determinados:
pH étimo: 4,4
Km: 1,25 mM
Vmax: 594,48 nmol/h/mL
Termoestabilidade: inativacéo significante da enzima a partir de 60 minutos
a 60 °C
Tempo e temperatura de armazenamento do SPF: até 30 dias a 4, 25 e 37

°C, acima de 60 dias a - 20°C

3. Foi estabelecido o seguinte intervalo de referéncia da beta-glicuronidase
para SPF de 1,2mm de individuos saudaveis: 174,4 nmol/h/mL a 781,9

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

4. As enzimas alfa-iduronidase, arilsulfatase B e beta-glicuronidase foram
medidas em SPF eluido em Tampao Universal preparado com Fosfato de
Sodio 20 mmol/L pH 7,0. As seguintes médias de atividade foram
determinadas para individuos saudaveis: a média da atividade de IDUA foi
de 14,65 + 4,35 nmol/h/mL, ASB de 22,51 + 5,09 nmol/h/mL e GUSB de

531,92 + 121,05 nmol/h/mL em amostras eluidas em TU.
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5. Acorrelacdo entre a medida da atividade das enzimas em tampao universal
com a técnica espectrofluorimétrica ja padronizada para cada enzima em
sangue impregnado em papel filtro de 1,2 mm em amostras de individuos

saudaveis foi significativamente positiva.

6. Foram analisados parametros bioquimicos envolvidos em estresse
oxidativo no plasma de individuos com MPS VI e comparados com MPS |
e controles saudaveis. A medida da atividade da SOD néao diferiu entre os
grupos, a atividade de CAT encontrava-se diminuida tanto em MPS VI
guanto em MPS | e a dosagem de TBARS estava aumentada em ambas

as MPS em relacao aos controles
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PERSPECTIVAS

Aprimorar as demais técnicas de diagnostico de MPS com a medida da
atividade enzimética das hidrolases deficientes em sangue impregnado em
papel filtro 1,2 mm;

Utilizar o tampé&o universal preparado com Fosfato de S6dio 20 mmol/L pH
7,0 para a triagem simultanea de outras MPS;

Analisar a resposta a TRE em relacéo ao estresse oxidativo, na MPS VI;
Estudar as propriedades bioquimicas da GUSB em heterozigotos de modo
a diferencia-los de afetados utilizando-se esses parametros para auxilio no
diagnéstico;

Estudar a resposta ao estresse oxidativo nos individuos heterozigotos para

MPS | e VI comparando-a com a de individuos afetados.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 850.927
Data da Relatoria: 09/10/2014

Apresentagédo do Projeto:

Trata-se de projeto de Doutorado, vinculado ao Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias Biologicas:
Bioquimica da UFRGS. Mucopolissacaridoses (MPS) séo erros inatos do metabolismo, decorrentes de
deficiéncia na atividade de enzimas que catalisam a degradagao de glicosaminoglicanos (GAG). Ha sete
tipos, e esta pesquisa se prop6e a avaliar MPS dos tipos |, Il, VI e VII, causadas pela deficiéncia,
respectivamente, de -iduronidase, iduronato-2-sulfatase, arilsulfatase B e -glicuronidase. O diagnéstico
definitivo de MPS é feito por meio da observagéo da deficiéncia da atividade enzimatica, juntamente com a
presenga de achados clinicos e concentragdo elevada de GAG na urina. Técnicas de medida da atividade
enzimética em sangue impregnado em papel filtro (SPF) foram desenvolvidas e padronizadas, porém s&o
utilizadas apenas como metodologia de triagem. O uso do tampé&o universal (TU) é uma alternativa, que,
além de possibilitar a quantificagéo de proteinas, permite a determinagéo da atividade de diversas enzimas,
a partir do mesmo eluato, diminuindo os custos do exame. A padronizagéo dessa metodologia em técnicas
fluorimétricas tornara a triagem de MPS mais acessivel.

Objetivo da Pesquisa:
Esta pesquisa tem por objetivos gerais ‘estabelecer o uso do tampéo fosfato de s6dio 20 mmol/L,
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pH 7,0 (tamp&o universal), e estudar parametros bioquimicos para aperfeicoar técnicas fluorimétricas de
medida de atividade enzimatica em sangue impregnado em papel filtro das enzimas envolvidas nas
mucopolissacaridoses dos tipos I, Il, VI e VII'.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos e beneficios estao adequadamente descritos no projeto de pesquisa, no TCLE e na Plataforma
Brasil.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa que visa estabelecer a metodologia de eluiggo de sangue, impregnado em
papel filtro, em tamp&o fosfato 20 mmol/L (pH=7), para utilizagdo em medida da atividade de enzimas
relacionadas a mucopolissacaridoses. Serdo analisadas amostras de sangue de individuos adultos, de dois
grupos: (a) saudaveis voluntarios (controles) e (b) de individuos com mucopolissacaridoses, de tipos I, Il, VI
ou VII. Quanto ao primeiro grupo, as amostras serédo obtidas de doadores voluntérios, convidados a
participar da pesquisa, por meio de abordagem direta, no Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Foi anexado Termo de Concordancia do Banco de Sangue do HCPA para a realizagéo da
pesquisa. O recrutamento dos participantes com mucopolissacaridose dos tipos I, Il, VI e VII sera feito por e-
mail, com a intermediagéo da Associagdo Galcha de Mucopolissacaridoses (AGMPS). As amostras de
sangue seréo coletadas por uma das pesquisadoras do projeto, com formagao biomédica, que ira ao
encontro desses individuos. Foram anexados, ao projeto, Termo de Concordancia da Associagdo Gaulcha
de Mucopolissacaridoses e texto a ser enviado aos membros da referida associagao.

Foi realizado célculo de tamanho amostral, com estimativa de 8 individuos afetados com cada um dos tipos
de MPS -1, Il, VIl e VIl — e 8 individuos saudéaveis voluntarios, em cada analise (4 grupos controles). Para
tal, foi utilizado o programa Minitab®, considerando o desvio padrao encontrado na literatura para a
atividade enzimatica da -iduronidase, enzima deficiente em individuos afetados com Mucopolissacaridose I,
e margem de erro de 5%.

No projeto e na Plataforma, cronograma e orgamento estéo adequadamente apresentados. O descarte de
materiais e de residuos foi adequadamente descrito.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Foram anexados TCLE e Parecer Circunstanciado de aprovagéo do Programa de Pés-graduagéo em
Ciéncias Biolégicas: Bioquimica, vinculado do Instituto de Ciéncias Basicas da Satude da UFRGS. Foram
anexados Termo de Concordancia do Banco de Sangue do HCPA e Termo de Concordancia da Associagéo
Gatcha de Mucopolissacaridoses. ‘
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Recomendagoes:
Recomenda-se aprovagéo pelo CEP-UFRGS.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O presente projeto atende ao que estéa previsto na Resolugao do Conselho Nacional de Saude nimero 466,
de 12 de dezembro de 2012, sendo, portanto, recomendada sua aprovagao pelo CEP/UFRGS.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado

RTO ALEGRE, E‘O::ubm de 2014

Assh«ado por:
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
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ANEXO 3 - TERMO DE CONCORDANCIA ASSOCIACAO GAUCHA DE MPS

Termo de Concordancia - Associagdo Gaticha de MPS

Concordo em divulgar, por meio de cartaz, as familias gatchas com portadores
de MPS o projeto de doutorado “Triagem laboratorial de mucopolissacaridoses |, Il, VI
e VII: aperfeicoamento de técnicas fluorimétricas de diagnéstico com a utilizagéo de
amostras de sangue impregnado em papel filtro eluidas em tampao universal”. Este
cartaz terd o objetivo de convida-las a participarem do projeto que esta sendo
desenvolvido pela doutoranda Jaqueline Cé do Programa de Pés Graduagdo em
Ciéncias Biologicas: Bioquimica do ICBS/UFRGS

Fui informada que este projeto tem por objetivo principal melhorar o diagnéstico
desta doenga e que as amostras de sangue solicitadas serdo para uso exclusivo do
mesmo. As amostras serdo processadas para medida de atividades enzimaticas em

leucdcitos, plasma e sangue impregnado em papel filtro.

AR 0008 |

Presidente da Associacdo Gaucha de MPS: Deise Zanin

Local e data: &W\Qj \@i QL&S-\\;}?@ A.Q SalM

7

e o T
(P lray™ )
Pesquisadéré,responsévelr Prof® Dr? Janice Carneiro Coelho
Departamento de Bioguimica — ICBS — UFRGS
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ANEXO 4 —TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um trabalho intitulado “Triagem
laboratorial de mucopolissacaridoses |, Il, VI e VII: aperfeicoamento de técnicas
fluorimétricas de diagnostico com a utilizacdo de amostras de sangue
impregnado em papel filtro eluidas em tampao universal”.

Esse estudo seréa de importancia para o estabelecimento de novas formas
de diagndstico de doencas genéticas raras chamadas Mucopolissacaridoses,
tendo por objetivo aperfeicoar e desenvolver novos métodos de identificacdo da
doenca.

As Mucopolissacaridoses provocam principalmente dificuldades de
movimentag&o e crescimento, além de afetar diversos 6rgaos causando o mau
funcionamento de figado e baco, por exemplo. Ndo ha como reverter os sintomas
ja instalados, mas com o tratamento adequado, pode-se impedir que eles
progridam. Nem todas as mucopolissacaridoses tém tratamento especifico,
desse modo o diagnéstico precoce da doenca permite que sejam realizados
procedimentos que fornecam uma melhor qualidade de vida as pessoas
acometidas por essa enfermidade.

O estudo sera desenvolvido no Laboratério de Erros Inatos do
Metabolismo — Doencas Lisossémicas de Depdsito do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul e tem como pesquisadora responsavel a Prof2. PhD. Janice
Carneiro Coelho e como executadora a doutoranda Jaqueline Cé do Programa
de Pés Graduacdo em Bioquimica da UFRGS. Em qualquer etapa do estudo
VOCé tera acesso aos pesquisadores responsaveis para o esclarecimento de
eventuais duvidas através do telefone (51) 33085549. Além disso, o Comité de
Etica em pesquisa da UFRGS, telefone (51) 33083738, também podera ser
contatado, caso vocé tenha duvidas e deseje esclarecimentos adicionais sobre

a pesquisa.

Procedimentos a serem realizados/Riscos individuais
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Esta sendo solicitada a doacao de cerca de 10mL de sangue. Isto pode
causar dor e desconforto momentaneo ou provocar o desenvolvimento de
hematoma no local da coleta. Nao ha beneficios diretos aos participantes, os
beneficios do estudo serédo o desenvolvimento e aprimoramento de métodos para
o diagndstico das mucopolissacaridoses.

Fica claro que sua participacdo na pesquisa € voluntaria, sendo que vocé
podera desistir de fazer parte do trabalho a qualquer momento, sem qualquer tipo
de constrangimento, restricdes ou consequéncias por parte dos pesquisadores.
No caso de aceite, fica claro que ndo havera beneficio financeiro pela sua

participacao.

Confidencialidade

O material sera utilizado apenas para fins de pesquisa, sendo garantido
gue as informacdes obtidas serédo confidenciais, pois as amostras de sangue
receberdo um numero sequencial pelo qual serdo identificadas, deste modo a
identidade dos participantes serd desconhecida pela equipe do trabalho de

pesquisa no momento das analises.

Pelo presente, declaro que fui devidamente informado sobre o projeto de
pesquisa de forma clara da liberdade de nao participar do estudo e tive minhas
duvidas esclarecidas. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e
estou ciente que receberei uma cépia desse termo de consentimento livre e
esclarecido, onde se encontra o objetivo do projeto e o0s contatos dos
pesquisadores e do comité de ética em pesquisa da UFRGS.

Identificacdo do voluntario

Nome:

Local e Data: , / /

Pesquisadora responsavel: Prof2. PhD. Janice Carneiro Coelho

Pesquisadora executora: Jaqueline Cé

Assinatura Pesquisadora Assinatura participante
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