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RESUMO

1. INTRODUCAO
1.1. Estrutura dos mucopolissacarideos

Mucopolissacarideos ou glicosaminogli-
cans sao heteropolissacarideos formados
de hexosaminas e aclcares nao nitroge-
hados ligados por ligacdes glicosidicas.
Sao polianions em que o0s grupos car-
regados negativamente ou sao carboxilas
ou esteres de sulfatos ou ambos. Po-
dem ser classificados em:

1) Policarboxilados: acidos hialurénico e
condrosin.
2) Polissulfatados:

3) Policarboxi-sulfatos: condroitin 4 e 6
sulfatos, primeiramente designados
como condroitin sulfato A e C, res-
pectivamente; condroitin sufato B ou
dermatan sulfato; heparina e hepari-
tin sulfato (Figura 1).

queratan sulfato

Heparina, heparitin sulfatos e queratan
sulfato apresentam uma estrutura ainda
muito discutida enquanto condroitins
sulfatos e acido hialurbnico apresentam
estruturas melhor caracterizadas.

Glicosamina é o amino aclcar cons-
tituinte de heparina, heparitin sulfatos,
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acido hialurénico e queratan sulfato, o
que os diferencia dos condroitins sulfa-
tos que apresentam galactosamina em
sua estrutura.

Todos os condroitins sulfatos sao cons-
tituidos de unidades dissacaridicas for-
madas de um resisduo de acido urdnico
ligado por ligacdo do tipo g 1-3 a um
residuo de N-acetil galactosamina. Es-
sas unidades se repetem na estrutura
do polimero através de ligacdes do tipo
B 1-4. Os condroitins sao diferenciados

quanto ao tipo de acido urdnico e po-
sicdo do grupamento sulfato. Condroi-
tins sulfatos (ChSO,) A e C apresentam
acido glicurénico e ChSO, B 4cido idu-
ronico. No ChSO, A o grupamento sul-
fato estd na posicao 4 da N-acetil ga-
lactosamina e no ChSO, C o sulfato es-
td na posicao 6. A estrutura dos ChSO,

A e C é muito semelhante e apenas a
posicao do sulfato permite distinguir es-
ses dois compostos. No ChSO, B o sul-
fato estd localizado na posicao 4 da
N-acetil galactosamina. Alguns tecidos
(por exemplo — cbérnea) possuem pe-
quena quantidade de um ChSO, pouco
sulfatado denominado condrosin.
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Acido hialurbnico é um mucopolissa-
carideo constituido de acido glicurdnico
e N-acetil glicosamina unidos por liga
cao B 1-3 e B 1-4.

Queratan sulfato é composto de galac-
tose e N-acetil glicoamina sulfatada na
posicdo 6, unidos por ligacdo do tipo
B 1-3. O residuo de galactose pode es-
tar sulfatado na posicao 6.

Os mucopolissacarideos ocorrem nos
tecidos ligados a proteinas por ligacoes
estaveis formando os proteoglicans, com-
postos de alta massa molecular. S3o ex-
traidos dos tecidos por concentracdes
elevadas de sal como complexos protei-
cos ou apds proteolise ligados covalen-
temente a pequenos peptideos.

1.2. Enzimas que degradam mucopo-
lissacarideos

Enzimas que degradam mucopolissaca-
rideos foram descritas em Proteus vul-
garis,1 Flavobacterium heparinum2 e te-
cido de mamifero.3 Degradacdo enzima-
tica e analise dos produtos formados por
cromatografia e electraforese em papel
constitui uma das maneiras de estudar
a estrutura dos mucopolissacarideos.4
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A condroitinase AC atua sobre os con-
droitins sulfatos A, C e acido hialurdni-
co. Possui acao eliminase formando os
respectivos  dissacarideos insaturados
que sao facilmente separados por cro-
matografia em papel.l

A condroitinase ABC atua sobre os
condroitins sulfatos A, B, C e acido hia-
lurdnico, também formando dissacarideos
insaturados. O ChSO; A e o ChSO, B
formam o mesmo dissacarideo insaturado
4-sulfato pela acao dessa enzima.l

Heparinase e heparitinases foram iso-
ladas de Flavobacterium heparinum.2 Es-
sas enzimas somente agem sobre a he-
parina e heparitin sulfatos, nao apresen-
tando nenhuma acao sobre os demais
mucopolissacarideos.

1.3. Funcao dos mucopolissacarideos

Os mucopolissacarideos ocorrem em
diferentes propor¢coes em diferentes te-
cidos e o padrao de distribuicao no
mesmo tecido varia com a maturacao e
o envelhecimento. A distribuicao mais
aceita estd resumida na Tabela 1.

TABELA 1

MUCOPOLISSACARIDEO

LOCALIZACAO

Acido hialurdnico

cordao umbilical, liquido sinovial, humor
vitreo, cimento intercelular

Condroitin sulfato A

cartilagem, tecido conjuntivo

Condroitin sulfato B

derme, vasos sanguineos

Condroitin sulfato C

cartilagem

Heparitin sulfato

membrana celular, citoplasma

Heparina

mastdcito

Queratan sulfato

coérnea, cartilagem
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O pape! funcional dos varios mucopo-
lissacarideos nos tecidos conjuntivos &
ainda objeto de conjectura. Mucopolissa-
carideos ligados a proteina sda compo-
nentes macromoleculares da matriz in-
tercelular do tecido conjuntivo. A estru-
tura fibrilar da matriz é formada pelo
colageno e os proteoglicans estao dis-
persos nessa malha colagenosa.5 Calci-
ficacdo, controle de eletrélitos, lubrifica-
cao, flexibilidade, suporte e ligacao en-
tre os 6rgaos sao algumas das funcdes
atribuidas aos mucopolissacarideos.6 En-
tretanto, a funcdo especifica de cada
um desses compostos é ainda discutida.

Ha muitos dados sobre a participacao
dos mucopolissacarideos na ossificacao,
a maioria deles obtidos a partir de es-
tudos histoquimicos e nao fisico-quimi-
cos. Apesar disso nao existe concordan-
cia entre os diversos autores sobre o
mecanismo do processo de ossificacdo
e sobre a participacdo dos mucopolissa-
carideos nesse processo. Novas técnicas
experimentais precisarao ser empregadas
para elucidar este mecanismo.?

A importancia dos mucopolissacarideos
pode ser compreendida pela extensdo das
alteracOes clinicas que ocorrem nas mu-
copolissacaridoses.

1.4 Mucopolissacaridoses

Mucopolissacaridoses sao um grupo
de doencas genéticas caracterizadas por
distarbio no metabolismo dos mucopo-
lissacarideos e depdsito de mucopolissa-
carideos em diversos tecidos.

McKusick 8 classifica as mucopolissa-
caridoses em 6 sindromas, baseando-se
em aspectos clinicos, genéticos e bioqui-
micos. Essa classificacao estd resumida
na Tabela 2.

Entre as mucopolissacaridoses mais
frequentes estao as sindromas de Hun-
ter e Hurler, conhecidas pelo nome ge-
nérico de gargolismo. Constam da lite-
ratura varios trabalhos sobre essas sin-
dromas que relatam deposicdo acentua-
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da e excrecao urinaria aumentada de
condroitin sulfato B e heparitin sulfato.
Em nosso laboratério fomos capazes de
demonstrar que existe uma diferenca
bioquimica fundamental entre Hunter e
Hurler. Pacientes portadores de sindro-
mas de Hunter apresentam aumento so-
mente na quantidade de condroitin sul-
fato B excretado. O heparitin é excretado
em niveis normais e € quimicamente
idéntico ao encontrado na urina de in-
dividuos normais.®

Recentemente 2 novas mucopolissaca-
ridoses foram descritas.10,11 Ambas sao
caracterizadas por um aumento de ex-
crecdo urindria de condroitin sulfato A.
1.5. Objetivos do trabalho e contribui-

coes originais

Uma das maneiras de se estudar o me-
tabolismo e funcdo de um determinado
composto é procurar numa populacao
um erro genético onde este composto
estd ausente, aumentado ou quimica-
mente alterado. Dai a importancia do es-
tudo das mucopolissacaridoses.

Casos de sindroma de Hunter e Hurter
(gargolismo) foram estudados em nosso
laboratério 912 mas se revelaram sis-
temas muito complexos” para fornecerem
informacdes a respeito da funcao dos
mucopolissacarideos.

Este trabalho relata o estudo de uma
nova mucopolissacaridose, caracterizada
por um condroitin sulfato C urinario
pouco sulfatado. E importante assinalar
gue, ao contrario das mucopolissacarido-
ses até agora descritas, ndo ha altera-
cao na quantidade total de mucopolis-
sacarideos urinarios, apesar de um de-
feito nitido na composicdo quimica do
condroitin sulfato C.

Nao existe na literatura nenhuma mu-
copolissacaridose envolvendo o condroi-
tin sulfato C, portanto este caso consti-

tui a primeira ChSO, C-mucopolissaca-
ridose.
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A presenca de um ChSO, C pouco
sulfatado relacionado com a platispondilia
("vértebras achatadas”), Gnica caracteris-
tica clinica importante nesses pacientes,
sugere um possivel papel do condroitin
sulfato C apenas na ossificacdo das vér-
tebras. Esta hipotese foi confirmada pe-
lo estudo dos mucopolissacarideos de
cartilagens de crescimento de vértebras
e de ossos longos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e enzimas

Condroitins sulfatos A e C foram ob-
tidos da Miles Laboratories, Inc. (Elkhart,
Indiana, E.U.A)) e acido hialuronico da
Sigma Chemical Co. Queratan sulfato
foi isolado de cornea bovina de acordo
com o método de Meyer e colaborado-
res.13

Galactosamina e glicosamina foram
obtidas da British Drug House (B.D.H.).

Sulfato radioativo (35S) foi obtido do
Instituto de Energia Atomica (I.E.A.),
Sao Paulo, S.P

Agarose é de proveniéncia da L'Indus-
trie Biologique Francaise, Gennevilliers,
Sena, Franca.

Condroitinases AC e ABC foram ad-
quiridas de Miles Laboratories, Inc. (Elk-
hart, Indiana, E.U.A.).

Heparinase e heparitinases de células
de Flavobacterium heparinum foram pre-
paradas como descrito por Dietrich.14

Sulfotransferases foram preparadas a
partir de embrido de galinha de acordo
com o método descrito por Meezan e
Davidson.15

2.2. Extracdo de mucopolissacarideos
da urina

Mucopolissacarideos urinarios de indi-
viduos normais e de portadores de pla-
tispondilia foram preparados por precipi-
tacido com cetiltrimetilaménia de acordo
com método de Meyer e colaborado-
res, 16 apés diluicdo da urina com meio
volume de agua destilada.
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2.3. Extracio de mucopolissacarideos
de cartilagem

Cartilagens de crescimento de fémur,
umero e vértebra (regido téraco-lombar
foram obtidas 12 horas apds o 6bito, de
pacientes sem condrodistrofias e conser-
vadas por 48 horas a 5°C em acetona. O
macerado de cartilagem (1 g.) foi re-
suspenso em 100 ml de tampao Tris-
HCI, pH 8,0. 20 mg de tripsina foram
adicionadas a solucdo e incubada por
24 horas a 37°C. A seguir, 20 mg de
pronase foram adicionados a mesma so-
lucdo e incubada por outras 24 horas a
37°C. Apds a hidrdlise enzimatica o pH
da solucdo foi ajustado para 11,0 pela
adicdo de NaOH e mantido por 8 horas
a temperatura ambiente com agitacao. O
pH foi ajustado para 6,0 e a mistura
foi centrifugada. Ao sobrenadante foram
adicionados 1,5 volumes de etanol e con-
servado por 24 horas a 5°C. O preci-
pitado foi obtido por centrifugacao, re-
suspenso em 5 ml de agua destilada e
dialisado contra agua destilada durante
8 horas a temperatura ambiente. O dia-
lisado foi precipitado com 2,0 volumes
de etanol por 24 horas a 5°C, centrifu-
gado e o precipitado final foi seco a
vacuo.

2.4. Electroforese e cromatografia

Microelectroforese em gel de agarose
tampao barbital sédico 006 M pH 86
(Dietrich e Dietrich, 4) foi usada para
identificacao parcial dos mucopolissaca-
rideos.

Electroforese em acetato de celulose
foi empregada para separar ChSO, A e
C, utilizando tampdo acetato de cobre
(Hata e Nagai, 17).

Electroforese dos produtos de degrada-
cido dos mucopolissacarideos foi efetua-
da em papel de cromatografia Whatman
n° 3 MM em tampao piridina-acetato
03 M, pH 45 sob uma tensao de 10
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V/cm durante 3 horas. Os produtos fo-
ram detectados por nitrato de prata.
Solvente A (butanol-1-acido acético-hi-
dréxido de amoénio, 2:3:1, v/v), Solvente
B (butanol-piridina-agua, 3:2:1, 5, v/v) fo-
ram empregados para cromatografia des-
cendente em papel Whatman n° 1. Os
compostos foram detectados por nitrato
de prata.
2.5. Fracionamento dos mucopolissa-
carideos

Fracionamento dos mucopolissacari-
deos urinarios foi efetuado por electro-
forese em gel de agarose em larga es-
cala, tampao barbital sédico, 0,06 M, pH
8.6 (Dietrich e colaboradores, 18).

Os mucopolissacarideos também foram
separados por cromatografia de troca
ionica em Dowex-1 forma cloreto, por
eluicao "stepwise” com concentracoes
crescentes de NaCl.

2.6. Preparacdao dos dissacarideos

A preparacao dos dissacarideos foi
feita pela incubacao de 0,1 U.l. de con-
droitinase AC com 5 mg de mucopolis-
sacarideo urinario e separado de acordo
com Suzuki e colaboradores.1

2.7. Preparacao de fosfoadenosilfosfos-
sulfato (PAPS)

Fosfoadenosilfosfossulfato (PAPS) mar-
cado foi preparado de acordo com o
método de Robbins19 e fracionado dor
electroforese em papel, tamp3o acetato
de sddio, 0,05 M pH 8,0, localizado por
luz ultravioleta e eluido com &agua des-
tilada. 20

2.8. Incorporacdo de 30SO,-- nos mu-
copolissacarideos

Mistura contendo 150 pg de mucopolis-
sacarideo, 20 ,ul de sulfotransferase e
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300.000 cpm de PAP35S (volume final
= 40 ,l) foi incubada por 3 horas a
37°C. Mucopolissacarideos foram separa-
dos dos outros compostos radioativos
por cromatografia no solvente A.
2.9. Outros métodos

Peso molecular foi estimada por elec-
troforese em gel de poliacrilamida.21,22

Aminoacicares foram dosados, apés
hidrélise acida em HCI 4 N durante 6
horas a 100°C, por uma modificacao da
reacdo de Elson-Morgan.23

Plicosamina e galactosamina foram do-
sadas por cromatografia no solvente B,
apés o mesmo tipo de hidrélise acida,
reveladas por nitrato de prata e quanti-
tadas por densitometria (Canalco Model
G, computer microdensitometer). O erro
do método é ao redor de 6,2%. Os per-
centuais de hexosamina nos mucopolis-
sacarideos de algumas amostras também
foram determinados por analisador de
aminoacidos da Beckman Modelo 120-C.
Os resultados assim obtidos foram com-
paraveis aqueles obtidos pela densitome-
tria dos cromatogramas.

Acido urénico foi dosado pelo método
de Dische.24

Sulfato foi dosado apds hidrélise em
HC1 8 N durante 6 horas a 100°C, por

uma modificacdo do método de Dodg-
son.25

3. RESULTADOS

3.1. Observacoes clinicas

Exame clinico, testes laboratoriais de
rotina e exame radiolégico foram utili-
zados no estudo dos 4 irmaos afetados
(2 8 e 2 Q). Retardo de crescimento era
a principal queixa quando procuraram o
Ambulatério de Endocrinologia do Hos-
pital das Clinicas da FMUSP. O de-
senvolvimento foi normal até a idade de
5-6 anos quando apresentaram um de-
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ficit de crescimento em relacdao aos seus
4 irm3os nao afetados. Este deficit de
crescimento era devido a um térax cur-
to. O estudo radiolégico revelou uma
diminuicdo generalizada da altura dos
corpos vertebrais (platispondilia). Irre-
gularidades dos discos vertebrais, mais
evidente na regido tdraco-lombar, tam-
bém foram observadas no estudo radio-
I6gico, sem qualquer anormalidade da
pelve e dos ossos longos. O intelecto
era normal nos 4 irmaos afetados. A Ta-
bela 3 resume alguns dos dados obti-
dos no exame clinico desses pacientes.

A sindrome de Morquio também apre-
senta platispondilia generalizada. A dife-
renciacao com O nosso caso foi feita
pela auséncia de opacificacdo da cor-
nea, de displasias epifisarias e de ex-
cesso de excrecao urinaria de queratan
sulfato na urina desses pacientes.

Baseado nos dados clinicos, esta sin-
drome parece ser genética, autossdmica
recessiva, guardando algumas semelhan-
cas com aquela descrita por Maroteaux
como Braquiolmia.26 No entanto nao
existe na literatura qualquer relato so-
bre alteracao de mucopolissacarideos na
braquiolmia.

3.2. Caracteristicas dos mucopolissa-

carideos urinarios normais

Mucopolissacarideos urinarios normais
sao excretados numa concentracao apro-
ximada de 10-30 mg por litro de urina.
A microeletrofonese em gel de agarose
desses compostos apresentou pelo me-
nos 3 bandas de migracao electroforéti-
ca bem distintas (Figura 2). As urinas de
50 individuos normais, analisadas sepa-
radamente, mantiveram esse padrao
constante. Essas bandas principais fo-
ram fracionadas por electroforese em gel
de agarose em larga escala (Figura 2).

O conteudo de sulfato, hexosamina,
glicosamina galactosamina, acetato urd
nico e poder rotatério especifico de ca-

REVISTA DE MEDICINA

— Rev, Med., Sao Paulo, 59.35-51, 1975

da uma das fragdes purificadas estao
apresentados na Tabela 4. A fracao 2
contém praticamente sé glicogamina.
Este dado ligado ao da rotacdo optica
dica conter essa fracdo heparitin sulfa-
to. A degradacao enzimatica confirmou
esse resultado. A presenca de galacto-
samina como o principal amino aclcar
na fracdo F, associada ao poder rota-
tério, é indicacao da presenca de ChSO,.
Os resultados da degradacao enzimética
demonstraram a presenca de condroitins
sulfatos A e C nessa fracdo com uma
pequena quantidade de condroitin sul-
fato B. Nesse sistema de electroforese
os ChSO, A e C sado separados. Os re-
sultados da analise quimica e a ndo de-
gradacao por condroitinase AC, ABC, he-
parinase e heparitinase sugerem ser a
F, quarentan sulfato.

3.3. Caracterizacao dos mucopolissa-

carideos urinarios excretados na
braquiolmia

A microelectroforese em gel de agarose
dos mucopolissacarideos urinarios dos 4
irmaos portadores de braquiolmia reve-
lou a presenca de um composto polidis-
perso, encobrindo a banda do hepartin
sulfato (F, do normal). A migracdo ele-
troforética de seu maior componente
mostrou ser inferior a dos condroitins sul-
fato A e C normais, 0 que permitiu uma
melhor visualizacao do condroitin sulfato
B (Figura 3). Esse mucopolissacarideo
anormal é susceptivel a acao da condroi-
tinase AC.

Fracionamento em coluna de Dowex-1,
eluida com concentracdes crescentes de
NaCl 0,50 M a 4,00 M) revelou que os
mucopolissacarideos dos portadores de
braquiolmia sao menos retidos na co-
luna, ou seja, eluidos com concentracdes
menores de NaCl quando comparados
com o padrao de eluicao obtido para os
mucopolissacarideos urinarios normais
(Figura 4).
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chondroitin sulfate AC
heparitin suifate

Figura 2 — Microeletroforese em gel de
agarose das fracdes de mucopolissacari-
deos urinarios normais obtidas através de
eletroforese em gel de agarose em larga
escala. 20 , g de mucopolissacarideo fo-
ram aplicados no gel.

-~CS B
-~CS AC

~HS

Figura 3 — Microeletroforese em gel de
agarose dos mucopolissacarideos urina-
rios. CS B — condroitin sulfato B; CS AC
— condroitin sulfato AC; HS — heparitin
sulfato; O — origem; N — normal («pool»
de 40 individuos); L,M,A,Am — mucopolis-
sacarideos dos pacientes.
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Figura 4 — Fracionamento dos mucopolissacarideos urinarios em DOWEX-1

0 A muce -1 Cerca de
4 mg de pucopollssacarld_eos urinarios de 2 diferentes «pool» de individuos normais e
de '2 pacientes foram aplicadas numa coluna de DOWEX 1 — C1— (0,7 x 10 cm) e
elu!das com 8 ml de cloreto de sédio em diferentes concentragdes. 200 , | do material
eluido foi usado para a reagdo com carbazol. i

42

REVISTA DE MEDICINA



MOURAO, P. A. S. — Mucopolissacaridose

A alteracao da migracao electroforética
e 0 padrao de eluicao na coluna de Do-
wex-1, sugerem ou uma alteracdo da mas-
sa molecular deste mucopolissacarideo
ou uma alteracdao na sua carga relativa
(grupos sulfatos ou carboxilas). Determi-
nacdes da massa molecular dos mucopo-
lissacarideos demonstraram nao haver
nenhuma diferenca significativa entre a
massa molecular dos condroitins sulfatos
dos afetados massa molecular média:
14.000) e dos individuos normais massa
molecular média: 11.000). Portanto, os
resultados sugerem uma alteracao na
carga desses compostos.

Fracionamento por electroforese em
larga escala em gel de agarose dos mu-
copolissacarideos urinarios da braquiol-
mia, forneceu 3 fracdes distintas (Figura
5). Através da degradacao enzimatica pe-
la condroitinase AC e analise dos pro-
dutos formados por electroforese em pa-
pel, observou-se formacao de quantidade
consideravel de um produto com metade
da migracao electroforética dos dissaca-
rideos normais dos condroitins sulfatos
A e C (A Di 45S) e (A Di 6S). A fracao
1, de menor migracao electroforética em
agarose, foi a que formou este produto
em maior quantidade. Esse composto de
menor migracdo eletroforética pode ser
um dissacarideo nao sulfatado que esta
sendo formado por acao da condroiti-
nase AC sobre acido hialurénico ou so-
bre um condroitin pouco sulfatado.

O mucopolissacarideo restante em F,
apdés degradacao com condroitinase AC
mostrou ser heparitin sulfato, com todas
as caracteristicas do heparitin sulfato
encontrado na urina de individuos nor-
mais (F, do normal).

A cromatografia em papel no solven-
te A dos produtos de degradacao dos
mucopolissacarideos normais pela con-
droitinase AC revelou dois compostos
principais: o A Di 4S (proveniente do
ChSO,; A) e o A Di 6S (proveniente do
ChSO, C) e quantidades minimas (1-5%)
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do dissacarideo insaturado nao sulfata-
do (A Di OS). Os mucopolissacarideos
dos portadores de braquiolmia tratados
pela mesma enzima apresentaram um
aumento intenso de A Di OS (50% em
um dos casos). Esse dissacarideo nao
sulfatado poderia ser formado a partir
de condroitin pouco sulfatado ou de Aaci-
do hialurénico. Entretanto, o dissacari-
deo proveniente do acido hialurénico
tem uma migracao cromatografica maior

(Figura 6).

Preparacao em larga escala dos pro-
dutos formados pela condroitinase AC
sobre os mucopolissacarideos urinarios
e a analise quimica desses produtos per-
mitiu a caracterizacdo dos 3 dissacari-
deos. A presenca de galactosamina no
dissacarideo nao sulfatado confirmou
sua origem a partir de condroitin sulfato
e nao de acido hialurbnico. A Tabela 5
resume esses dados.

A proporcdo dos dissacarideos forma-
dos pela condroitinase AC sobre os mu-
copolissacarideos urinarios normais e
dos individuos afetados estd mostrada
na Tabela 6. Os individuos afetados apre-
sentaram um aumento intenso de A Di
0OS (chegando a 50% em um dos casos)
e diminuicao proporcional do A Di 6S.
O A Di 4S permaneceu em percentagens
normais. Esses dados indicam uma de-
ficiéncia de sulfatacao do condroitin sul-
fato C (condroitin 6 sulfato).

Ndo ha aumento na excrecao urina-

ria de mucopolissacarideos nos indivi-
duos afetados (Tabela 6).
3.4. Incorporacao de “sulfato ativado”
nos mucopolissacarideos por suifo-
transferases de embriao de galinha
e de soro humano

Condrosulfotransferases sao enzimas
responsaveis pela transferéncia de sul-
fato a partir do fosfoadenosilfosfosulfa-
to (PAPS) ou “sulfato ativado” para as
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Figura 5 — Fracdes dos mucopolissacari-
deos urindrios dos portadores de Braqui-
olmia. O fracionamento foi feito por ele-
troforese em gel de agarose em larga es-
cala. F, — heparitin sufato e condroitin
sulfato C anormal; F, — condroitin sulfato
AC; F; — condroitin sulfato B; N — mu-
copolissacarideos urinarios normais; ME
— mucopolissacarieos urindrios de um
dos pacientes.
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Figura 6 — Cromatografia em papel dos
dissacarideos formados pela agdao da con-
droitinase AC sobre os mucopolissacari-
deos urinérios. 100 ,, g de mucopolissaca-
rideo urinario de um «pool» de 40 indivi-
duos normais (N); de 2 pacientes (L, Ate);
condroitin sulfato AC (Ch A/C) e acido
hialurénico (Hial) foram incumbalos com
condroitinase AC. OR — origem; ADi Gal
0S — dissacarideo insaturado nio sulfa-
tado contendo gaactose; ADi Glu 0s —
dissacarideo insaturado nio sulfatado do
acido hialurénico.
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Figura 5a — Eletroforese em papel dos
produtos formados pela agio da condroi-
tinase AC sobre as fragdes de mucopolis-
sacarideos urinarios. Revelagio com ni-
trato de prata.
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Figura 7 — Condroitin sulfato A como
aceptor de sulfotransferase de soro huma-
no. Condroitin sulfato A e PAP:5S (100.000
cpm) foram incubados com soro de indi-
viduos normais e de um dos pacientes. O
3’SO, incorporado ao mucopolissacarideo
foi medido como descrito no texto.
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posicoes 4 e 6 da N-acetil galactosa-
mina. Na braquiolmia, caracterizada por
um ChSO, C urindrio pouco sulfatado,
esperamos encontrar uma deficiéncia de
6-sulfotransferase ou ChSO, C-sulfotrans-
ferase.

O condroitin sulfato urinario desses
pacientes incubado com sulfotransferase
de embrido de galinha e PAPS marcado
(35S), mostrou ser melhor aceptor de
sulfato (até 10 vezes em um dos casos)
do que o condroitin sulfato urinario
normal ou mesmo o condroitin sulfato
de tecido (Tabela 7). Este resultado é
mais uma confirmacdo sobre a deficién-
cia de sulfatacdo do condroitin sulfato
desses pacientes. Dos mucopolissaca-
rideos urinarios, o melhor aceptor de
sulfato foi o heparitin sulfato.

Degradacdo enzimatica pela condroi-
tinase AC dos mucopolissacarideos sul-
fatados pela sulfotransferase (mucopolis-
sacarideo radioativo) demonstrou que os
condroitins sulfatos A e C incorporam
3550, nas posicoes 4 e 6 da N-acetil
galactosamina (Tabela 8). Apesar de de-
monstrada a existéncia de 2 enzimas —
4 e 6 sulfotransferases 27,28 — os con-
droitins sulfatos A e C nao sao acepto-
res “especificos” para essas enzimas, ou
seja, sdo sulfatados sindiferentemente
nas posicdes 4 e 6. Mesmo o condroi-
tin sulfato C urinario, excretado na bra-
quiolmia também incorpora 35 SO, na
posicdo 4 em quantidade consideravel.
Para a maioria dos autores, a porcao
proteica da molécula de proteoglican &
que determina a “especificidade” das
sulfotransferases.29 Os condroitins sulfa-
tos urinarios e os comerciais ja néo
apresentam a porgao proteica do proteo-
glican, perderam, portanto, a “especifi-
cidade”

Presenca de sulfotransferases no soro
humano foi demonstrada por Adams.30 A
presenca do condroitin sulfato C pouco
sulfatado sugere uma possivel deficién-
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cia de 6-sulfotransferase ou ChSO,
C-sulfotransferase nesses pacientes.
Usando condroitin sulfato A e C comer-
cial como substratos para as sulfotrans-
ferases, o soro desses pacientes apre-
sentou uma deficiéncia relativa de con-
drosulfotransferases quando comparados
aos irmaos normais de idade semelhan-
te (Figuras 7 e 8). Entretanto, ainda é
necessario investigar se a deficiéncia é
de 6-sulfotransferase ou de 4-sulfotrans-
ferase ou de ambas.

3.5. Conteudo de condroitin sulfato A
e condroitin sulfato C nas cartila-
gens de crescimento das vérte-
bras e dos ossos longos

Deficiéncia no crescimento dos corpos
vertebrais (platispondilia) € a dnica ca-
racteristica clinica importante na bra-
quiolmia. Ndo ha alteracao importante
no crescimento dos ossos longos. Por-
tanto, o condroitin sulfato C alterado de-
ve ser importante apenas na ossificacao
das vértebras, ndo representando papel
importante na ossificacdo dos o0ssos
longos.

Mucopolissacarideos extraidos das car-
tilagens de crescimento dos corpos ver-
tebrais e dos ossos longos (imero e fé-
mur) obtidas de individuos sem qualquer
alteracao Ossea foram analisados por
degradacdo enzimatica pela condroitina-
se AC. Vértebras mostraram uma con-
centracdo maior de condroitin sulfato C.
Para os ossos longos o condroitin sul-
fato A foi o mucopolissacarideo encon-
trado em maior quantidade (Tabela 9).
Electroforese em acetato de celulose
(tampdo: acetato de cobre) confirmou os
resultados obtidos pela degradacao com
condroitinase AC (Figura 9).

Condroitin sulfato foi praticamente 0
Gnico mucopolissacarideo encontrado
nas cartilagens de crescimento dos os-
sos longos (95% de galactosamina). As
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Figura 8 — Condroitin sulfato C como
aceptor de sulfotransferase de soro hu- \
mano. — = T - ‘
£ —
Figura 9 — Eletroforese em acetato de

celulose dos mucopolissacarideos das
cartilagens de crescimento de vertebra e
femur. 100 , g de muccipolissacarideo. fo-
ram usados na eletroforese. Coloragao
com azul de toluidina. Densidometria dos
«spots» no microdensidometro Conalco
modelo G a 560 mm.

Ch SO, A — condroitin sulfato A.

Ch SO, C — condroitin sulfato C.
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vértebras mostraram, além de condroitin
sulfato, 15-20% de mucopolissacarideo
contendo glicosamina.

Esses resultados sugerem um meca-
nismo diferente na diferenciacao e os-
sificacdo das vértebras e dos 0ssos lon-
gos. Até entdo poucos estudos tinham
sido feitos sobre o papel dos diferentes
mucopolissacarideos na ossificacao. Ex-
cetuando o trabalho de Suzuki, que relata
a participacao do condroitin sulfato A
na ossificacdo do fémur231 nenhum ou-
tro trabalho foi encontrado sobre o as-
sunto.

4. SUMARIO

Uma nova mucopolissacaridase envol-
vendo o condroitin sulfato C foi descrita
neste trabalho, sendo caracterizada por
um condroitin sulfato C urinério quimi-
camente anormal (pouco sulfatado), ape-
sar de excretado em niveis normais.

Foram encontradas diferencas no con-
tetido de condroitins sulfatos A e C nas
cartilagens de crescimento de vértebras
e ossos longos, estando de acordo com
os dados clinicos dos pacientes porta-
dores desta ChSO, C-mucopolissacari-
dose.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Todas as mucopolissacaridoses descri-
tas sdo caracterizadas por um aumento

Mucopolissacaridose

— Rev. Med., Sao Paulo, 59.35-51, 1975

na excrecao urinaria de mucopolissaca-
rideos. Este caso apresenta mucopolis-
sacarideos urinarios em niveis. normais,
apesar de alterados estruturalmente. Pos-
sivelmente, estudando mucopolissacari-
deos urinarios de pacientes com defor-
midades &sseas genéticas, mesmo quan-
do excretados em niveis normais, utili-
zando os métodos aqui descritos, sera
possivel encontrar outras alteragbes es-
truturais dos mucopolissacarideos. Rela-
cionando-as com as alteracdes clinicas
poderemos obter novos dados sobre o
metabolismo e funcao desses compos-
tos.

Novos dados sobre diferencas no pro-
cesso de ossificacdo de vértebras e os-
sos longos provavelmente serao obtidos
pelo estudo dos proteoglicans das car-
tilagens de crescimento desses 2 tipos
de o0ssos.

Deficiéncia de condrosulfotransferase
nesta nova mucopolissacaridose é evi-
dente (Figuras 7.8), entretanto resta
esclarecer se ha deficiéncia apenas de
6 sulfotransferase ou de ambas as sul-
fotransferases. O uso de proteoglicans
como substrato “especifico” para essas
enzimas poderd ser Gtil nesses estudos.
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TABELA 2

CLASSIFICACAO DAS MUCOPOLISSACARIDOSES (McKUSICK)

Aspectos clinicos Aspectos Aspectos bio-
genéticos quimicos (urina)
| (Sindroma de opacidade da cér- autossémica condroitin
Hurler) nea; manifestagbes  recessiva sulfato B
somaticas e ner- heparitin sulfato
vosas severas
Il (Sindroma de nao opacidade da ligada ao cromos- condroitin
Hunter) cornea; manifesta- somo X sulfato B
¢coes somaticas e recessiva
nervosas mais heparitin sulfato
amenas
Il (Sindroma de manifestacoes so- autossOmica
Sanfilipo) maticas nao seve- recessiva heparitin sulfato
ras; efeitos seve-
ros sobre o siste- =
ma nervoso central
IV (Sindroma de alteracOes Osseas  autossOmica
Morquio) severas de ,tipos recessiva queratan sulfato
distintos; cOrnea
opaca intelecto
+/—, regurgitacao
aodrtica
V (Sindroma de articulacoes rigi- autossdémica condroitin
Scheie) dgs; face grotesca; autossdmica sulfato B
coérnea opaca; inte-
lecto +/—, regur-
gitacao adrtica
VI (Sindroma de severas alteracbGes recessiva condroitin
Maroteaux- osseas; alteracdo recessiva sulfato B
-Lamy) da cornea; intelec-
to normal
48
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TABELA 3
DADOS CLINICOS DOS PACIENTES

Escoliose Platis-
Caso Idade Sexo e En&’:r? @ Lombar e  pondilia
(cm) (cm) Cifose genera-
Dorsal lizada
L.M. 8 Q 119 117 = +
M.E.M. 10 Q 123 -- 124 s +
A.S.M, 17 P 159 169 -+ + +
A.F.M. 22 3 154 162 + + aferft

(—) ausente, (+) presente, (+ +) muito evidente

TABELA 4

PROPORCOES MOLARES DAS FRACOES DOS MUCOPOLISSACARIDEOS
URINARIOS NORMAIS

. . to- Acido Sulfato :

Fracdo mina . " - Optica

Total mina samina Uronico Total % D,,

Fg 1,0 0,80 0,20 1,47 0,27 — 71

Fo 1.0 0,89 0,11 1,40 0,65 + 82,8

Fg 1.0 0,15 0.85 1,06 0,62 — 15,0

Hep. SO, 1,0 0,90 0,10 1,32 1,40 + 45,0

ChSO,AC 1,0 0,08 0,92 1,30 0,89 — 25,0
Hep. SO, — Hepartin sulfato ChSO, AC — condroitins sulfatos A e C (mistura)

TABELA S
PROPORCOES MOLARES DOS DISSACARIDEOS DO CONDROITIN SULFATO

Composto Hexosa- Acido Sulfato Galacto- Clicosa-
mina Urénico samina mina

A Di 48 1.0 116 0,75 10 0
A Di 6S 1,0 1,17 0,85 1,0 0
A Di 0S 1,0 1,22 0,16 10 0
ChSO,AC 1,0 1,30 089 0,92 0,08

A Di 4S — dissacarideo insaturado 4-sulfato
A Di 6S — dissacarideo insaturado 6-sulfato
A Di 0S — dissacarideo insaturado nao sulfatado
ChSO,AC — condroitins sulfatos A e C (mistura)
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TABELA 6

QUANTIDADE DE DISSACARIDEO INSATURADO FORMADO PELA ACAO DA CONDROI-
TINASE AC SOBRE OS MUCOPOLISSACARIDEOS URINARIOS

MPS urinario MPS % de dissacarideo formado pela
obtido de (mg/litro) condroitinase AC
A Di-4s A Di-6S A Di-0S

Normal (“pool” de
40 individuos) 10 37 62 1
Normal (“pool” de

10 individuos)* — 36 54 7
L.M. 30 46 31 24
M.E.M, 12 38 38 23
A.S.M. 7 24 16 50
A.F.M. 10 27 25 49
* Murata e col. — Clin. Chim. Acta 28, 1 (1970)

TABELA 7

INCORPORACAO DE 35S NOS MUCOPOLISSACARIDEOS PELAS SULFOTRANSFERASES
DE EMBRIAO DE GALINHA

358 incorporado em 35S incorporado em
MPS susceptivel a MPS nao susceti-
acao da condroiti- vel a acao da
nase AC condroitinase AC
Normal 3.673 27.217
L.M. 9.206 6.079
M.E.M. 35.351 23.174
A.F.M. 16.380 18.341
ChSO,A 8.764 1.921
ChSO,C 5.615 1.155

TABELA 8

INCORPORACAO DE 35S NAS POSICOES 4 E 6 DA N-ACETILGALACTOSAMINA
PELAS SULFOTRANSFERASES DE EMBRIAO DE GALINHA

MPS de A Di-4S A Di-6S
Normal 1.065 2.608
L.M. 4.030 5.176
M.E.M. 12.633 22.718
A.F.M. 3.966 12.414
ChSO,A 4.640 6.124
Chso,C 2.463 3.152
50
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