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ESTABELECIMENTO DE UM PROTOCOLO PARA ANÁLISE DE HAPLÓTIPOS EM PACIENTES COM 
MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO VI  

LUCIANA GRAZZIOTIN ROSSATO;JULIANA CANEDO SEBBEN; IDA SCHWARTZ; MáRCIA PETRY; 
ROBERTO GIUGLIANI; SANDRA LEISTNER SEGAL  

A mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI ou síndrome de Maroteaux-Lamy) é determinada pela deficiência da 
enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (arilsulfatase B ou ARSB). O gene que codifica a enzima ARSB possui 
8 exons e foi mapeado no cromossomo 5q13-14. Este gene é extremamente polimórfico o que dificulta a 
identificação da mutação causadora do fenótipo clínico. Com base nesta característica, resolvemos padronizar e 
estabelecer um protocolo para análise de haplótipos em pacientes com MPS VI utilizando polimorfismos 
intragênicos previamente descritos. Foram analisados 2 polimorfismos no exon 5 e um no exon 6 através de 
PCR seguido de sequenciamento ou SSCP para a identificação dos 3 genótipos possíveis em cada um deles. 
Foram determinados 12 haplótipos diferentes entre os 18 pacientes analisados. Foram identificados 3 haplótipos 
mais freqüentes sendo que o restante eram raros e encontrados em apenas 1 indivíduo. Até o momento não foi 
identificado nenhum haplótipo comum entre pacientes não relacionados que apresentam a mesma mutação, nem 
tampouco algum haplótipo que possa sugerir uma modificação/variação do fenótipo clínico entre pacientes com a 
mesma mutação. Os resultados obtidos mostram que a padronização desta estratégia é viável e que sua 
utilização será importante, a curto prazo, na identificação de indivíduos em risco dentro de uma mesma família, 
principalmente nos casos aonde a mutação diretamente relacionada com a doença não foi identificada.   

  

EFEITO DA GENTAMICINA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMáTICA EM GENES DE INDIVíDUOS COM 
MUTAçõES SEM SENTIDO: RESULTADOS PRELIMINARES 

CRISTINA ROJAS KATH;VIEIRA M; SCHWARTZ I; BURIN M; MARI J.; VIAPIANA M.; GIUGLIANI R; MATTE U. 

A gentamicina é um antibiótico do grupo dos aminoglicosídeos que interferem na interação entre o mRNA e a 
subunidade 30S do ribossomo. Foi demonstrado que a adição deste antibiótico pode suprimir os códons de 
terminação prematuros, ocasionando a continuação da tradução (mecanismo readthrough). O tratamento com 
gentamicina restaura parcialmente a atividade da proteína deficiente em pacientes com doenças lisossômicas 
com mutações sem sentido. O objetivo deste trabalho é testar o efeito da gentamicina sobre a atividade 
enzimática em células de indivíduos com Gangliosidose GM1 e Mucopolissacaridose I. Células dos mesmos 
pacientes não tratadas foram usadas como controle. Os fibroblastos foram mantidos em cultivo em meio DMEM 
suplementado com 10% Soro Bovino Fetal a 37°C e umidificados (5%) em estufa de CO2. As células foram 
mantidas e tratadas com 300µg/ml de gentamicina durante 24 horas. Após este período, o lisado celular tratado e 
não tratado foi coletado para ensaio enzimático, realizado em triplicata. Na comparação das atividades 
enzimáticas entre os fibroblastos tratados e não tratados houve diferença significativa somente no paciente com 
MPS I. Este paciente inicialmente apresentava níveis não detectáveis de enzima e após o tratamento com 
Gentamicina a atividade enzimática passou para 8,1 nmoles/h/mg proteína. Este paciente é heterozigoto para a 
mutação W402X. No paciente com GM1 não houve alterações significativas nos valores da atividade enzimática. 
Entretanto é preciso confirmar estes resultados com a análise molecular deste paciente. Além disso, análise de 
RT-PCR será realizada nestes pacientes. 

  

IDENTIFICAÇÃO DE DOENÇAS LISOSSÔMICAS ATRAVÉS DA MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA EM 
FIBROBLASTOS 

LUANA SOUZA SOSTRUZNIK;ROBERTA CASAGRANDE SCOLARI; KAREN JOANA MACIEL DE CASTRO; 
FERNANDA TIMM SEABRA SOUZA; MAIRA BURIN; MARLI VIAPIANNA; JUREMA FáTIMA DE MARI; JANICE 
CARNEIRO COELHO  

As Doenças Lisossômicas (DL) correspondem a aproximadamente 60% dos Erros Inatos do Metabolismo (EIM) 
diagnosticados no SGM/HCPA.  A investigação e o diagnóstico destas doenças requerem equipe treinada, 
laboratório experiente e bem equipado e pleno domínio de técnicas específicas de alto custo. O diagnóstico 
enzimático preciso pode ser realizado em fibroblastos cultivados. Os fibroblastos após cultivo são coletados para 
a análise bioquímica e podem ser congelados por muito tempo em nitrogênio líquido sem perda da viabilidade 
celular. O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento do número de diagnósticos realizados nos últimos 
cinco anos no SGM do HCPA através da análise enzimática nos fibroblastos, bem como estabelecer a atividade 
normal destas mesmas enzimas. Desde julho de 2000 a junho de 2005, foram realizadas 348 culturas de 
fibroblastos. Destas, 115 apresentaram uma DL. As DL mais freqüentemente diagnosticadas foram: MPS VI, 
Niemann-Pick tipo C (NPC) e Niemann-Pick tipo B (NPB). As enzimas arilsulfatase B e esfingomielinase estavam 
deficientes na MPS VI e na NPB respectivamente. Foi evidenciado, também,  o acúmulo de colesterol no 
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citoplasma dos indivíduos com NPC. Após análise destas enzimas em um grupo de 20 indivíduos normais foram 
estabelecidos os intervalos de normalidade para cada uma delas. Estes foram os seguintes: 327 a 430 
nmol/h/mg de proteína (arisulfatase B) e 49 a 72 nmol/h/mg de proteína (esfingomielinase). Este trabalho 
mostrou que a cultura de fibroblastos, embora demande mais tempo para obtermos o resultado, parece ser mais 
sensível que a medida da atividade enzimática em leucócitos ou plasma, pois apresenta um intervalo de 
sobreposição entre afetados e normais pequeno ou mesmo nulo. 

  

ANáLISE QUALITATIVA DAS PUBLICAçõES SOBRE CéLULAS-TRONCO NA LITERATURA INTERNACIONAL 

CARMEM REGINA DA SILVA PEREIRA;MATIAZ MELENDEZ; URSULA MATTE 

Células-tronco são objeto de intensas pesquisas científicas e debates em todos os níveis. São capazes de se 
multiplicar e de se diferenciar nos mais variados tecidos, o que lhes confere potencial uso terapêutico. O grande 
número de publicações sobre este tema merece ser analisado em detalhe para identificar a real dimensão das 
pesquisas com células-tronco. Este trabalho teve como objetivo traçar um panorama dos tipos de publicações 
com células-tronco adultas e embrionárias publicadas em revistas científicas indexadas no PubMed. Foram 
pesquisados os artigos indexados entre 1965 e abril de 2005. As publicações foram classificadas quanto ao tipo 
de células-tronco: embrionárias, mesenquimais, hematopoiéticas e neurais. Também foram subclassificadas 
como em artigos originais e não-originais (incluindo revisão, carta e editorial).Também foram analisadas 
separadamente as de animais, seres humanos e aspectos éticos. Neste período foram feitas 96.619 publicações 
sobre células-tronco, sendo 86% células-tronco hematopoiéticas, 8% células-tronco embrionárias, 3% células-
tronco mesenquimais e 3% células-tronco neurais.  Do total de publicações, 20% foram classificados como 
artigos não-originais, sendo que para as células-tronco neurais este valor foi de 26%. Entre os artigos sobre 
células-tronco neurais, embrionárias e mesenquimais, mais de 80% foram publicados nos últimos dez anos. 
Entre os artigos classificados sobre aspectos éticos, 99% foram  sobre células-tronco embrionárias ou 
hematopoiéticas. Entre os artigos sobre células-tronco embrionárias, 14% são com modelos animais e apenas 
5% são com seres humanos. O grande número de publicações, especialmente nos últimos dez anos, pode ser 
explicado pelo fato de se tratar de uma descoberta recente, exceto no que se refere á células-tronco 
hemetopoiéticas. Por outro lado, o elevado percentual de publicações não-originais reflete o destaque que esse 
assunto tem na comunidade científica.  

  

AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO E DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES EM FENICETONÚRICOS 

ANGELA SITTA;SHARON LANDGRAFF; GRAZIELA SCHMITT; THATIANA TERROSO; MARCELLA DE 
OLIVEIRA; MARION DEON; RICARDO PIRES; REGIS R GUIDOBONO; DANIELLA COELHO; ROBERTO 
GIUGLIANI; LISANA SIRTORI; ALETHéA G. BARSCHAK; MOACIR WAJNER; CARMEN R. VARGAS 

A fenilcetonúria (PKU) é um erro inato do metabolismo dos aminoácidos causado por mutações na enzima 
fenilalanina-hidroxilase, resultando em níveis reduzidos dessa enzima, o que leva ao acúmulo de fenilalanina nos 
tecidos e plasma dos portadores desta doença. Pacientes fenilcetonúricos apresentam anormalidades 
neurofisiológicas, incluindo desmielinização e defeitos cognitivos. Entretanto, os mecanismos envolvidos no dano 
cerebral são pouco compreendidos. Nos erros inatos do metabolismo (EIM)  intermediário ocorre a formação e 
acúmulo de metabólitos tóxicos, que podem levar à produção excessiva de radicais livres. Sendo assim, estudos 
para avaliação do estresse oxidativo se justificam e têm sido feitos em pacientes com EIM. No presente trabalho, 
avaliamos alguns parâmetros de estresse oxidativo, como espécies reativas do ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) e 
reatividade antioxidante total (TAR) no plasma de pacientes com PKU. As atividades das enzimas antioxidantes 
catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) também foram medidas nos 
eritrócitos destes pacientes. Nossos resultados mostraram um aumento da lipoperoxidação nos pacientes, já que 
a medida do TBA-RS plasmático foi significativamente maior que nos controles. Além disso, foi observado um 
significativo decréscimo na medida do TAR plasmático, o que indica que os fenilcetonúricos apresentam uma 
capacidade deficiente em combater um aumento de espécies reativas. Os resultados também mostraram uma 
diminuição significativa na atividade da GPx nos eritrócitos destes pacientes no momento diagnóstico. A partir 
desses dados podemos inferir que há envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia do dano tecidual 
encontrado em pacientes fenilcetonúricos,. Apoio: PROPESQ, CNPq, FIPE/HCPA 

  

ANáLISE MOLECULAR DE SEIS PACIENTES COM DOENçA DE FABRY 

FERNANDA DOS SANTOS PEREIRA;URSULA MATTE; LAURA JARDIM; LUCIANE KALAKUN; CLáUDIA 
CECCHIN; ROBERTO GIUGLIANI 




