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Caracterizacao bioquimica da enzima alfa-glicosidase acida em leucocitos
de individuos saudaveis e pacientes com Doenca de Pompe.

Introducao

A enzima alfa-glicosidade acida (GAA) é uma hidrolase
lisossdOmica que degrada a molécula de glicogénio. Quando a
atividade da GAA e deficiente, ocorre um acumulo
intralisossomal de glicogénio em numerosos tecidos,
especialmente cardiaco e esquelético. A deficiéncia da GAA,
associada aos sinais clinicos decorrentes do depodsito de
glicogénio, caracteriza a Doenca de Pompe (PD).

O diagnostico para PD é realizado atravées da medida da
atividade da GAA usando o substrato sintético fluorimétrico 4-
metilumbeliferil-a-D-glicopiranosideo  (4-MUG) em células
sanguineas e tecidos ou por analise da mutacao génica.
Sabendo-se da necessidade de diagnostico precoce da PD a fim
de tornar o tratamento mais eficaz e melhorar a qualidade de
vida do paciente, da importancia e dificuldade do diagnostico
biogquimico da PD, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as
propriedades bioquimicas e cinéticas da enzima a-glicosidase
acida em amostras de leucocitos totais e determinar a precisao
da técnica através dos coeficientes de variacao.

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi caracterizar as propriedades
bioquimicas e cinéticas da enzima a-glicosidase acida em
amostras de leucocitos totais e determinar a precisao da técnica
atraves dos coeficientes de variacao.

Metodologia

Foram utilizadas amostras de leucdcitos, de controles saudaveis
e pacientes com DP, nas quais realizamos a medida da atividade
da enzima alfa-glicosidase acida segundo Li et al, 2004.
Comparamos a atividade da GAA entre controles saudaveis e
pacientes com doenca de Pompe e caracterizamos seu
comportamento em termos de pH o6timo, Km e Vmax. Além
disso, estabelecemos valores de coeficiente de variacao (CV)
para a GAA em leucdcitos.
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Resultados

Os resultados mostraram algumas diferencas significativas no
comportamento da GAA entre os dois grupos. O Km e a Vmax da
enzima (Fig. 1) em individuos normais (Km=5,6mM e
Vmax=11,4nmol/h/mgprot) foram significativamente maior
(p<0,01 e p<0,001, respectivamente) que aquele do grupo PD
(Km=1,5mM e Vmax=0,4nmol/h/mgprot). O pH 6timo da GAA
(Fig. 2) de individuos normais (pH=4,0) foi semelhante aquele dos
PD (pH=4,4). Os CV observados foram: interensaio (9%), intra-
ensaio (5%) e interpessoal (7%).
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Figura 1 — Plot de Lineweaver-Burk da enzima GAA em leucdcitos de controles saudaveis (A) e
pacientes com Doenca de Pompe (B), para determinagcao do Km e Vmax. S = substrato (mM); V =
velocidade (nmol/h/mgprot).
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Figura 2 — Determinacao do pH 6timo da
enzima GAA em leucdcitos de controles
o= saudaveis (®) e pacientes com Doenca de
Pompe (PD m). Os dados estao expressos como
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Conclusao

Nossos resultados demonstram que os parametros analisados
podem ser uteis na diferenciacao entre individuos normais e
pacientes com doenca de Pompe, principalmente nos casos em
gue somente a medida da atividade da GAA nao é confiavel para
o estabelecimento do diagnostico da doenca.
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