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INTRODUCAO

A Doenca de Pompe (DP) € uma doenca lisossomica de deposito
(DLD), de heranca autossOmica recessiva, rara e progressiva onde
a enzima alfa-D-glicosidase acida (GAA) encontra-se deficiente.
Essa deficiéncia gera um acumulo de glicogénio nos lisossomos da
célula, principalmente no tecido muscular e assim, o aparecimento
dos sintomas clinicos.O diagndstico para DP e realizado através da
medida da atividade da GAA usando o0 substrato sintético
fluorimeétrico 4-metilumbeliferil-a-D-glicopiranosideo em biopsias
musculares, fibroblastos cultivados a partir de bidpsias de pele,
leucdcitos totais ou linfocitos purificados de sangue.O diagndstico
precoce da DP, assim como das demais DLDs, € uma etapa
essencial para que os tratamentos em desenvolvimento sejam mais
eficazes. Para isso, tem-se desenvolvido métodos de triagem onde
a medida da atividade das enzimas lisossomais € realizada de
forma direta em amostras de sangue impregnado em papel filtro
(SPF). O uso de leucocitos totais também € utilizado para o
diagnostico de deficiéncia enzimatica devido a rapidez do método e
da obtencdo das amostras de sangue. Fibroblastos sdo usados
como diagnostico confirmatorio para DP.

OBJETIVO

Determinar parametros bioquimicos (Km, Vmax e pH 6timo) em
amostras de SPF de individuos saudaveis para posterior
comparacao com amostras de pacientes com DP em diferentes
amostras biologicas.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 10 amostras de controles saudaveis, nas quais
realizamos a medida da atividade enzimatica conforme Castilhos et
al (2011), em placas de 96 pocos. Para determinar o pH 6timo,
utiizamos tampdes para preparacao do substrato com pH variando
de 4,0 a6. Km e Vmax foram estimados usando uma curva de
concentracao de substrato,com concentracoes que variaram de
2mMa 15mM.

RESULTADOS:

Atraves deste trabalho, podemos estabelecer o pH oOtimo da
enzima em 4,4 (figura A). Este pH o6timo foi usado nos ensaios e
determinou valores para Km e Vmax de, 523mM e
7,72nmol/20h/mL. (figura B).
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Fig. A) Efeito do pH na atividade da GAA em SPF de individuos saudaveis.
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Fig. B) Grafico de Lineweaver-Burk plot da GAA em SPSF de individuos saudaveis.
S = substrato, V = velocitidade

CONCLUSAO

Estes resultados sa&o importantes para a caracterizacao desta
enzima em diferentes tipos de amostras e podem ser uteis para o
diagnostico da Doenca de Pompe. Esta possibilidade tem sido
relatada em outros estudos que encontraram diferencas para esses
parametros em individuos saudaveis e pacientes com DLDs.

FAPERGS




