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RESUMO

A Doenca de Gaucher (DG) é a doenca lisossémica de depdsito mais
frequente, sendo causada pela deficiéncia da atividade da enzima B-glicosidase
acida (GBA), que é responsavel pela degradacdo de glicosilceramidas nos
lisossomos. Seu déficit resulta no acumulo intracelular de glicosilceramidas
formando as chamadas Células de Gaucher. A DG é dividida em trés grupos
baseada na auséncia (tipo 1) ou presenca e gravidade de envolvimento do
sistema nervoso central (tipo 2 e 3). A demonstragao da deficiéncia da atividade
da GBA é considerada o método padrdo ouro para o diagnéstico, sendo
complementada pela medida da atividade da enzima quitotriosidase (QT), que é
considerada um biomarcador para a DG. Embora a funcdo exata das células de
Gaucher ainda permaneca desconhecida, acredita-se que elas secretam fatores
que induzem resposta inflamatéria e a producédo de espécies reativas. Sabe-se
que a instituicdo do tratamento por reposicdo enzimatica (TRE) diminui
significativamente a atividade da QT, porém essa diminuicdo ndo chega até os
niveis de normalidade. A deficiéncia da GBA na DG também induz uma cascata
de eventos, culminando secundariamente na producdo de espécies reativas.
Visto isso, o0 objetivo deste trabalho foi mensurar os niveis de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNF-a e IL-17a), proteina S100B em pacientes com DG com
e sem tratamento por reposicdo enziméatica e relaciona-los com a atividade da
QT, e também, determinar o nivel de alguns marcadores de dano oxidativo como
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), contelido de carbonilas,
atividade da catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) e mensurar o
conteudo total de sulfidrilas (SH), marcadores da defesa antioxidante, visando
um método auxiliar para o diagndstico e acompanhamento do tratamento destes
pacientes.

Observamos que os niveis de IL-6 em pacientes DG sem tratamento foi
duas vezes maior do que os encontrados nos individuos saudaveis e que a
instituicdo do TRE provoca uma diminuicdo significativa nos niveis de IL-6 no
soro dos pacientes. Também foi observada uma correlagdo positiva entre os
niveis de IL-6 e a atividade da QT, ou seja, quanto maior a atividade da QT,
maior os niveis de IL-6 no soro de pacientes em tratamento. JA as outras
citocinas pro-inflamatorias mensuradas, TNF-a e IL-17a, ndo apresentaram
diferencga significativa entre os individuos saudaveis e os pacientes Gaucher,
bem como a medida da proteina S100B. Nos fatores oxidativos observamos
alteracdes na CAT, SOD e sulfidrilas, o que sugere que pacientes DG sofrem
mudancas na producao de espécies reativas quando comparados aos individuos
normais. Este aumento na CAT, SOD e sulfidrilas poderia estar relacionado com
a prevencao do aumento do peroxido de hidrogénio e a prevencdo de danos
lipidicos. No entanto, os outros trés parametros (TBARS, carbonila e relacdo
SOD / CAT) ndo demonstraram uma diferenca significativa entre os grupos. Com
isso, concluimos que a IL-6 mostrou-se a melhor ferramenta a ser utilizada
juntamente com a QT para auxiliar no diagnéstico e acompanhamento do
tratamento de pacientes DG.

Palavras-chave: Doenca de Gaucher; Citocinas; S100B; Interleucina 6,
Interleucina 17a; Fator de Necrose Tumoral a.



LISTA DE ABREVIACOES

DG: doenca de Gaucher
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ERO: espécie reativa de oxigénio
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GM-CSF: fator de estimulagéo de coldnia de granuldcitos e macréfagos
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TNF-a: fator de necrose tumoral alfa
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Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) constituem-se em um grupo
heterogéneo de doencas genéticas raras, caracterizadas pela presenca de
mutacbes patogénicas em genes que codificam enzimas, proteinas
transportadoras ou co-fatores envolvidos em alguma rota metabodlica. Essas
alteracdes nas rotas metabodlicas podem causar acumulos anormais de
metabalitos, falta de produtos essenciais ou acumulo de subprodutos gerados,
pelo desvio do substrato para uma rota alternativa, afim de diminuir a
concentracdo de substratos podendo muitas vezes acumular produtos toxicos ao
organismo (Picon et al. 2010; Scolamiero et al. 2015).

No inicio do século XX, Sir Archibal Edward Garrod (1987-1936)
empregou o termo “Erros Inatos do Metabolismo” para designar um grupo de
doencas que estava pesquisando (alcaptondria, cistindria, pentosuria benigna, e
albinismo). Garrod concluiu que estas doencgas também eram comuns a outros
membros da familia e resultavam de falhas em alguma etapa do processo
metabdlico. Isto foi correlacionado com as Leis de Mendel, jA que estas
alteracdes existiam desde o nascimento, persistiam durante a vida, muitas vezes
levavam & morte e apresentavam os mesmos sintomas e caracteristicas (Scriver
2008).

A incidéncia isolada de cada uma destas doencas metabdlicas genéticas
€ pequena, uma vez que se tratam de doencas com padrdo de heranca
autossbmica recessiva em sua grande maioria. No entanto, como ja foram
descritos mais de 500 disturbios conhecidos como EIM, a frequéncia se torna

mais expressiva, de aproximadamente 1/800 nascidos vivos (El Husny & Caldato



2006). Apenas uma pequena parte dos EIM tem sua heranca ligada ao
cromossomo X. Como o individuo necessita em torno de 50% da atividade
enzimatica para que as reac¢des ocorram, possuir um dos alelos sem mutacdes
patogénicas, como acontece nas herancgas ligada ao sexo, € suficiente para
garantir um funcionamento do organismo. Por este motivo heterozigotos
possuem sintomas atenuados ou muitas vezes nao séo afetados (El Husny &
Caldato 2006; Mak et al. 2013).

Tratando-se de alteragcdes metabdlicas bastante distintas, os EIM
possuem diversas classificagdes. De acordo com a classificagdo de Saudubray e
Charpentier (2001), os EIM dividem-se em duas categorias: a Categoria 1,
engloba as alteracdes que afetam um Unico sistema organico ou apenas um
orgdao e a Categoria 2, que abrange um grupo de doencas cujo defeito
bioguimico compromete uma via metabdlica comum a diversos 6rgdos, como as
doencas lisossomais, ou restrito a um 6rgdo apenas, porém com manifestacdes
humorais e sistémicas. Respeitando a variabilidade de alteracbes da Categoria
2, as doencas metabolicas hereditarias que a compdem séo divididas em trés
diferentes grupos conforme suas caracteristicas fisiopatolégicas e fenotipicas:

» Grupo I: Disturbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas;

 Grupo II: Erros inatos do metabolismo intermediario que levam a
intoxicacdo aguda ou cronica,

* Grupo llI: Deficiéncia na producao ou utilizacéo de energia.

Entre os disturbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas
estdo as doencas lisossomais, que sao as mucopolissacaridoses e as
esfingolipidoses, assim como as doencas peroxissomiais (Mak et al. 2013; El

Husny & Caldato 2006; Saudubray et al. 2006).



Doencas Lisossémicas de Depdsito

Os lisossomos sdo organelas citoplasméticas responsaveis pela
degradacdo de macromoléculas como proteinas, polissacarideos, acidos
nucleicos e lipidios através de enzimas contidas no seu interior. Os lisossomos
sdo altamente polimorficos, possuem uma combinacdo distinta de pelo menos
50 tipos diferentes de enzimas hidroliticas incluindo proteases, nucleases,
glicosidases, lipases, fosfolipases, dentre outras. Estas enzimas lisossémicas
sao hidrolases acidas, que tem sua atividade 6tima em pH dentro da faixa de 4-5
na luz lisossomal. Quando existe algum defeito em uma destas enzimas, em seu
transporte ou em proteinas que modulam a sua atividade (co-fatores), produz-se
um acumulo de substrato dentro do lisossomo que consequentemente aumenta
de tamanho, causando o posterior aumento da célula, 6rgaos e tecidos (Pereira
et al. 2008).

As Doencas Lisossdmicas de Depdésito (DLD) compreendem um subgrupo
dos Erros Inatos do Metabolismo, onde a maioria destas doencas genéticas é
causada pela deficiéncia de enzimas chamadas hidrolases lisossémicas, que
agem na degradacao de substratos no interior dos lisossomos. Esses substratos,
nao degradados, acumulam-se nos lisossomos causando um amplo espectro de
anormalidades esqueléticas, comprometimento do sistema nervoso, disfuncdes
organicas e acumulo de lipidios complexos nos tecidos (Scriver et al. 2000).
Atualmente sé&o classificadas como DLD mais de 50 doencas. Apesar de cada
uma dessas doengas serem, individualmente, relativamente raras, juntas elas
afetam um em cada 1500 a 5000 recém-nascidos (Scriver et al. 2000; Platt

2014).



Nas ultimas décadas vém sendo desenvolvidos e ja estdo disponiveis
diversos tipos de tratamentos para as DLDs como, terapia génica, transplante de
medula Ossea, inibidores de sintese de substrato e terapia de reposicao
enziméatica, embora ndo disponiveis para todas elas (Kwapiszewski et al. 2011,
Wenger et al. 2003). Essas terapias atenuam o0s sintomas e melhoram
significativamente a qualidade de vida dos pacientes (Kornfeld 1992).

As DLDs podem ser classificadas de diferentes maneiras, sendo que a
classificacdo mais adequada é baseada na proteina ou enzima deficiente, porém
uma mesma enzima pode causar o acumulo de substratos diferentes. Visto isso,
a classificacdo clinicamente mais utilizada € baseada no tipo de substrato que se
acumula nos lisossomos: esfingolipidoses, mucopolissacaridoses,
glicoproteinoses, mucolipidoses, oligossacaridoses e glicogenoses (Futerman &

van Meer 2004).

Doenca de Gaucher

A Doenca de Gaucher (DG; OMIM 230800) € a doenca de deposito
lisossbmico mais frequente, sendo causada pela deficiéncia da atividade da
enzima glicocerebrosidase ou pB-glicosidase éacida (GBA; EC 3.2.1.45). E
herdada de forma autoss6mica recessiva e engloba um conjunto heterogéneo de
sinais e sintomas. A doenca apresenta frequéncia marcadamente elevada entre
a populacdo de judeus Ashkenazi. De modo geral, a frequéncia varia de
1:50.000 (Fost et al. 2006) nascidos vivos. Nos Estados Unidos, a estimativa da
incidéncia é de aproximadamente 1:40.000 nascidos vivos e entre o0s
descendentes de judeus Ashkenazi, de 1:900 e 1:15 heterozigotos obrigatérios

(Sobreira & Bruniera 2008; Pacheco & Uribe 2013; Scott et al. 2010).



A GBA é responsavel pela degradacéo da glicosilceramida em glicose e
ceramida e seu déficit resulta no acamulo intracelular da glicosilceramida (Figura

1), principalmente nas células da linhagem macrofégica.
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Figura 1. Substrato natural da - glicosidase acida, glicosilceramida, e os produtos da clivagem,
glicose e ceramida.

Estes macroéfagos repletos de glicosilceramida sdo chamados de Células
de Gaucher. Embora a funcdo exata destas células na patogénese da DG ainda
permaneca desconhecida, acredita-se que elas secretam fatores que induzem
resposta inflamatoria e fazem a conexao entre o acumulo de lipideo lisossomal e
as diversas manifestacdes clinicas (Sobreira & Bruniera 2008; Pacheco & Uribe
2013).

A doenca de Gaucher engloba um conjunto continuo de sinais e
sintomas que vao desde a forma letal perinatal até a doenca assintomatica. A
DG é dividida em trés grupos baseada na auséncia (tipo 1) ou presenca e

gravidade de envolvimento do sistema nervoso central (tipo 2 e 3).



O tipo 1 (OMIM# 230800) € a forma mais frequente, ndo apresenta
acometimento do sistema nervoso central e eventuais sintomas neurolégicos
observados s&o secundarios a complicagbes sistémicas da doenca. As
manifestacbes podem ocorrer desde a infancia até tardiamente na vida adulta. A
hepatoesplenomegalia € uma das primeiras manifestacdes visiveis e é achado
quase que universal. Ocorrem também alteracbes hematolégicas, em
consequéncia do sequestro e hiperatividade esplénica e da infiltracdo medular
pelas células de Gaucher, onde os eventos mais frequentes sao trombocitopenia
e anemia, podendo ocorrer também leucopenia. Podem ocorrer também
manifestacbes esqueléticas como osteopenia, osteoporose, necrose avascular e
criangas podem apresentar atraso no crescimento, na maturagdo esquelética e
do inicio da puberdade. Os sintomas 0sseos sSdo 0s primeiros sintomas
apresentados, mas sdo observados tardiamente devido a dificuldade de
diagnéstico (Sobreira & Bruniera 2008; Pacheco & Uribe 2013; Scriver et al.
2000).

No tipo 2 (OMIM# 230900) ocorre acumulo da glicosilceramida dentro
dos neurénios gerando assim um progndstico ruim, com morte prevista entre 9 e
11 meses de idade. Os pacientes classicamente apresentam alteracao
neurolégica progressiva associada aos sinais viscerais. O quadro clinico é
homogéneo e caracteriza-se por degeneragdo do tronco cerebral de forma
rapida precoce e grave (Sobreira & Bruniera 2008; Pacheco & Uribe 2013).

O tipo 3 (OMIM# 231000) apresenta-se entre a infancia e a
adolescéncia, eventualmente na vida adulta. Alguns pacientes apresentam
doenca neuroldgica de progressdo lenta com convulsbes generalizadas ou

mioclénicas e comprometimento sistémico mais leve. Outros apresentam
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envolvimento visceral e 0sseo0 mais extenso e desenvolvimento precoce de
anormalidades nos movimentos oculares, e raramente desenvolvem doenca

neuroldgica progressiva (Sobreira & Bruniera 2008; Pacheco & Uribe 2013).

Diagndstico

A Doenca de Gaucher pode ser diagnosticada através de achados
morfologicos, medida da atividade enzimatica ou analise molecular. O
diagnéstico morfologico é feito através da presenca de células de Gaucher na
amostra analisada, frequentemente aspirado da medula 6ssea. No entanto, é
insuficiente para confirmar o diagndstico, pois células muito semelhantes as
células de Gaucher podem ser encontradas em outras doencas como a
talassemia, leucemia granulocitica crénica e mieloma multiplo (Sobreira &
Bruniera 2008).

A demonstracdo da deficiéncia da atividade da enzima (-glicosidase
acida é considerada o método padrdo ouro para o diagndéstico. A atividade
enzimatica pode ser medida em leucécitos do sangue periférico e outras células
nucleadas, usando substratos fluorescentes e seguindo seus derivados
fluorescentes. A medida da atividade da enzima quitotriosidase é utilizada como
complemento a dosagem da GBA, pois é considerada um biomarcador para a
DG. As medidas das atividades destas enzimas ainda podem ser realizadas em
sangue impregnado em papel filtro (SPF) como método de triagem (Sobreira &
Bruniera 2008; Goldim et al. 2012).

O diagnostico molecular, executado por técnica de reagdo em cadeia de
polimerase dos fragmentos genémicos e deteccdo das mutacdes especificas,

permite definir o gendtipo e pode ser util na identificacdo de portadores
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(heterozigotos ndo-doentes) e no diagndéstico pré-natal, além de ter certo valor

prognostico (Sobreira & Bruniera 2008).

Tratamento

A terapia de reposicdo enzimatica (TRE) para a DG foi aprovada em
1991 pela Food and Drug Administracion. A GBA exdgena, inicialmente extraida
de placenta humana (alglucerase, Ceredase®, Genzyme Corporation,
Cambridge, Massachusetts) foi substituida em 1994 pela forma recombinante
(imiglucerase, Cerezyme®, Genzyme Corporation). Na ultima década, a TRE
tornou-se o tratamento padrédo para a DG tipo 1. Sabe-se que € geralmente bem
tolerada, capaz de reverter anos de acumulo de substrato e produz melhora
clinica e de qualidade de vida para os doentes (Sobreira & Bruniera 2008).

A reversao do envolvimento celular pela TRE requer que quantidades
suficientes da enzima sejam entregues as células e 6rgdo afetados. Como o
medicamento tem baixa penetracdo nos pulmdes e 0ssos, e ndo atravessa a
barreira hemato-encefalica, sua eficacia no tratamento destes 6rgéos e sistemas
pode ser limitada ou apresentar resposta mais lenta (Sobreira & Bruniera 2008).

No Brasil, foi também aprovada a terapia de reducdo de substrato com
miglustate (Zavesca®, Actelion Pharmaceuticals, Allschwill, Suica) para o
tratamento de DG tipo 1. O miglustate inibe reversivelmente a sintese de
glicosilceramida e reduz o acumulo do substrato intracelular. Tem sido indicado
como opcao terapéutica para pacientes entre 18 e 70 anos com manifestagcdes
leves a moderadas e sem risco de novas complicacbes Osseas e que tenham

restricbes ao uso da TRE (de Fost et al. 2008; Sobreira & Bruniera 2008)
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Biomarcadores

Biomarcadores sdo moléculas que apresentam-se em concentragdes
aumentadas ou diminuidas durante a evolugdo das doencas, sdo usadas como
métodos de monitoramento do tratamento (Pacheco & Uribe 2013).

Varios estudos sobre doencas cronicas utilizam modelagem de
biomarcadores para descrever a sua evolugdo como a imuno-deficiéncia
adquirida, Doenca de Parkinson e diabetes mellitus (Stirnemann et al. 2010).

A DG tem alguns biomarcadores descritos como: a quitotriosidase (QT;
EC 3.2.1.14), ferritina, enzima conversora de angiotencina (ECA; EC 3.4.15.1) e
fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP; EC 3.1.3.2) que apresentam-se
elevadas durante a evolucdo da DG (Pacheco & Uribe 2013; Stirnemann et al.
2010; Hollak et al. 1994; Orchard et al. 2011). Suas concentracbes aumentam
com a progressdo da doenca e geralmente diminuem durante TRE (Cabrera-
Salazar et al. 2004).

Outras substancias que também ja foram descritas como biomarcadores
para DG sdo GM-CSF, sCD14, IL8, CCL18 e saponina C (de Fost et al. 2008;
Hollak et al. 1997; Cabrera-Salazar et al. 2004). Além disso, ndao é conhecido se
0os niveis de biomarcadores no diagndstico podem prever o prognostico de
pacientes DG tratados e nao tratados e se estes pacientes respondem ou ndo a
terapia (Poll et al. 2002). Apesar da falta de diretrizes oficiais a quitotriosidase é

a enzima mais utilizada para acompanhamento da DG (Stirnemann et al. 2010).
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Quitotriosidase

A Quitotriosidase (QT) é uma quitinase, pertencente a familia das
glicosilhidrolases, secretada por macréfagos ativados de nosso organismo. Em
condicoes fisiopatologicas esses macrofagos ativados podem produzir grandes
guantidades dessa enzima (Hollak et al. 1994; Malaguarnera et al. 2004). A QT
que tem como func¢éo a hidrolise da quitina € encontrada em diversas espécies
de invertebrados desde bactérias até eucariotos, acredita-se que ela tenha
potencial quimioterapéutico, funcao inseticida e fungicida (Fusetti et al. 2002;
Danks 1988; Lee et al. 2007).

A QT esta relacionada com a DG, sendo que o aumento na atividade da
enzima QT nessa doenca é significativo quando comparado a atividade
encontrada em individuos normais, chegando a 600 vezes. A relacdo entre o
aumento da atividade da enzima QT e a DG ainda é desconhecida, contudo
observou-se que com a TRE ha um decréscimo nessa atividade, sendo assim o
melhor e mais usado parametro para avaliacdo da eficacia do tratamento
(Rodrigues et al. 2009; Sheth et al. 2010).

Embora a atividade da QT esteja aumentada da DG e com o tratamento
ela diminua, ela, em algum momento do tratamento, estabiliza, nunca chegando
a niveis normais. Por esse motivo ndo sabemos se a dose de enzima artificial
esta correta ou deveria ser diminuida ou aumentada.

Uma limitagdo no uso da atividade da QT como biomarcador é a
existéncia de gendtipos variantes do gene que codifica a enzima QT (gene

CHIT1) que resulta na redugcdo ou n&o produgcdo da enzima em alguns
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individuos (Danks 1988; Lee et al. 2007). Sendo assim, torna-se necessario o
estudo de outros biomarcadores para o monitoramento da evolugéo da TRE na

DG.

Citocinas

As citocinas séo sintetizadas pelos macréfagos, mondcitos e linfécitos,
possuem curto tempo de atuacdo, pois sao liberadas durante uma resposta
imune, agem coletivamente e sdo responsaveis por acionar os linfécitos B que
se incumbem de produzir anticorpos especificos. Essa cascata de sinalizacao
ocorre através dos receptores da membrana plasmatica das células
imunologicas, que recebem e reconhecem os sinais, dando inicio a resposta
imune.

A acdo das citocinas é multipla, pois podem se auto-estimular ou
estimular outras células de diferentes linhagens, desencadeando determinadas
funcdes celulares. Dentre os principais tipos de citocinas apresentam-se as
interleucinas, também conhecidas como linfoleucinas, que estdo envolvidas na
sinalizacdo de linfécitos, geralmente sdo produzidas por Varios tipos de
leucécitos, tendo a funcdo de reconhecer o antigeno, induzir a proliferagdo de
linfécitos T e a divisdo celular. As interleucinas séo classificadas em IL-1, IL-2 e
assim sucessivamente, sendo que cada uma dessas interleucinas desenvolvem
um papel no sistema imune. Os interferons, que agem no combate de bactérias,
virus e células mutantes formadoras de tumores, sédo subdivididos em alfa, beta
e gama e também atuam aumentando a expressao de moléculas que inibem o

desenvolvimento de antigenos (Cavaillon 2005).
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A citocina pré-inflamatéria Interleucina 6 (IL-6) é produzida por muitos
tipos de células incluindo macréfagos e tem sido implicada na funcdo de
modulacdo dos macréfagos com o aumento da idade. A IL-6 € capaz de modular
a transicéo da inflamacéo aguda para cronica, alterando o infiltrado leucocitario a
partir de neutréfilos polimorfonucleares de mondcitos e macréfagos
(Ramanathan et al. 2013).

A IL-8 por sua vez é produzida rapidamente em grande escala através
de vérios tipos de células em resposta a estimulos inflamatérios. Os monacitos,
macréfagos e células T, assim como outras células de linhagem linfoblastéide
podem produzir IL-8 em resposta ao estimulo da IL-1 ou Fator de Necrose
Tumoral a (TNFa) (Cavaillon 2005).

A IL-1 também chamada de hematopoietina-1 €é produzida por
macrofagos, embora tecidos epidérmicos, epiteliais, linfoides e vascular também
possam sintetiza-la. A IL-1 é quimiotaxico para linfécitos e regula varios aspectos
de desenvolvimento de linfocitos B e T, incluindo maturagdo do Timo e
precursores de células B e inducdo de linfoquina e sintese e expressdo de
receptores de linfoquinas (Cavaillon 2005).

O TNF- a, por sua vez, é uma citocina envolvida na reacao inflamatoria
inicial, sendo uma das substancias estimulatérias de reacdes de fase aguda e
expressada principalmente por macrofagos ativados (M1) e linfécitos T CD4+
com fendtipo Thl(Gaur & Aggarwal 2003; Locksley et al. 2001).

A interleucina 17a (IL-17a) desempenha papel chave na defesa do
hospedeiro e nas doencas inflamatérias. IL-17a derivada de fontes inata e

adaptativa pode lutar contra a invasdo do patdgeno em diversas fases e locais
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de infeccdo, o que pode aumentar ainda mais a complexidade e uma
salvaguarda para a resposta imune defensiva (Jin & Dong 2013).

A IL10 por sua vez tem um papel importante na regulacdo das
respostas imunes, porque bloqueia a ativagdo da sintese de citocinas e € um
inibidor de macrofagos, células T e da funcdo efetora das células Natural Killer
(NK) (Cavaillon 2005).

Como vimos acima, as citocinas medeiam os processos inflamatérios e
as respostas imunes, sendo secretadas principalmente por macréfagos,
monaocitos e linfécitos. Como a QT é produzida por neutréfilos e macrofagos,
armazenada em granulos e liberada apés estimulagdo com Fator de Estimulacao
de Coldnia de Granuldcitos-Macréfagos (GM-CSF), seria razoavel esperar que o
nivel de GM-CSF e outras citocinas sinalizadoras estejam aumentados na DG,
pois esta apresenta niveis elevados para essa enzima biomarcadora da doenca.

Na literatura, incluindo trabalho de nosso grupo de pesquisa,
encontramos resultados demonstrando um aumento significativo de citocinas
pro-inflamatérias em pacientes Gaucher sem tratamento (nos trés subtipos da
doenca) (Hollak et al. 1997; Altarescu et al. 2003; Altarescu et al. 2005; Allen et
al. 1997; Wajner et al. 2007; Pandey & Grabowski 2013). Porém ha raros
trabalhos descrevendo a evolucdo dos niveis plasmaticos dessas citocinas apos
a instituicdo do tratamento por reposi¢do enzimatica.

Os trabalhos normalmente mostram a evolugéo de algumas citocinas em
pacientes com DG de subtipo 2 e/ou 3 (pacientes que apresentam acometimento
neuronal) ou com comparagfes entre a TRE e a terapia de inibicdo de sintese

de substrato (Giraldo et al. 2006; Cox-Brinkman et al. 2008; van Breemen et al.
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2009). Nao havendo nenhum trabalho evidenciando a evolug&o de citocinas pro-

inflamatoérias em pacientes DG tipo 1.

Proteina S100B

A proteina S100B € membro de uma familia de proteinas multigénicas
moduladas pelo calcio (Sorci et al. 2013). A S100B exerce tanto as atividades
regulatorias intracelulares como as extracelulares (Ye et al. 2015).

Como um regulador intracelular, a S100B esta envolvida na regulacdo
do metabolismo energético, transcricdo, fosforilacdo de proteinas, na
proliferacéo celular, sobrevivéncia, diferenciacédo e motilidade, e homeostase do
Ca?*, através da interacdo com uma grande variedade de proteinas (enzimas,
substratos enzimaticos, subunidades do citoesqueleto, proteinas adaptadoras,
fatores de transcricdo, E3 ligases de ubiquitina e canais ibnicos) em um namero
restrito de tipos de células (Sorci et al. 2013).

Como um sinal extracelular a S100B engata o receptor de
reconhecimento de padrdes, receptor avancado para produtos finais de glicacéao
(RAGE), em células do sistema imunologico, bem como em célula neuronal, glial
e ceélulas da microglia, células musculares lisas, mioblastos esqueléticos e
cardiomidcitos. No entanto, 0 RAGE pode nao ser o unico receptor ativado pela
S100B, a proteina € capaz de ativar outros tipos de receptores, em tipos de
células especificas (Sorci et al. 2013).

Além disso, os efeitos extracelulares da S100B variam dependendo da
sua concentracdo local. A S100B pode exercer efeitos tréficos no sistema

nervoso central e periférico e no tecido do musculo esquelético participando,
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assim, da homeostase do tecido tanto na sua reparacdo quanto na sua

regeneracao (Sorci et al. 2013).

Estresse Oxidativo

Radicais livres (RLs) sdo atomos ou moléculas que apresentam elétrons
desemparelhados, possuem poder oxidante, podendo emparelhar seu elétron a
moléculas como lipidios, DNA e enzimas importantes ao metabolismo. Os
radicais livres sdo produzidos pelas células, durante o processo de obtencédo de
energia de forma aerobica. Radical livre ndo € o termo mais adequado para
designar as espécies reativas patogénicas, pois algumas delas ndo apresentam
elétrons desemparelhados em sua Ultima camada. As espécies reativas
produzidas no metabolismo humano provem de atomos de carbono, enxofre,
nitrogénio e oxigénio. Como em sua maioria sdo derivadas do O, utiliza-se o
termo “espécies reativas do oxigénio” (EROs) (Ferreira & Matsubara 1997).

As EROs sdo essenciais para a execu¢cao de um grande numero de
processos celulares, incluindo a sinalizacdo induzida por fatores exdgenos
como: poluicdo ambiental, radiacdo ultravioleta, cigarro, alcool, estresses, dentre
outros. No entanto, EROs sdo altamente reativas. A formacdo excessiva ou
prolongada de EROs pode resultar em danos consideraveis para os constituintes
celulares, e esta implicada no surgimento de uma grande variedade de doencas,
bem como no processo de envelhecimento, hipertensdo, e problemas
cardiovasculares. A fim de evitar possiveis danos mas permitindo a sua funcao
de sinalizacdo, a manutencéo da concentracdo de EROS é alcancada através de
numerosos sistemas enzimaticos (Hoogeboom & Burgering 2009).

O estresse oxidativo (EO) baseia-se na relacdo entre os niveis celulares

de oxidantes e antioxidantes. Um desequilibrio nesta relagdo poderia determinar
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alteracdes na fisiologia celular considerando por um lado o papel de radicais
livres em vias de sinalizacdo e por outro como agentes do dano oxidativo (Sies
1991). Esse dano pode ser ocasionado pela reducdo dos niveis de antioxidantes
(Halliwell & Whiteman 2004, Sies 2015):

e Por mutacbes que afetam a atividade de defesas antioxidantes
enzimaticas (superoxido dismutases, catalases, peroxirredoxinas,
tiorredoxinas, glutationa peroxidases, glutationa redutases, enzimas de
reparo);

 Por acédo de toxinas que reduzem as defesas antioxidantes (como a
reducdo de glutationa (GSH) por conjugacdo a metabdlitos e xenobidticos
em sua biotransformacao);

 Por deficiéncias na ingesta de minerais (cofatores de enzimas
antioxidantes);

* Pelo aumento na producéo de espécies reativas: por exposicado de células
e tecidos a condi¢cfes de hiperdxia (altas tensdes de 02);

» Por efeito de substancias (farmacos, xenobidticos, toxinas) que possam
gerar espécies reativas em sua biotransformacéo;

* Pela ativacdo excessiva de espécies reativas (como na ativacdo de
fagocitos em doencas inflamatorias cronicas);

Os radicais livres e outras espécies reativas estdao envolvidos em
doencgas humanas, estando relacionados em mais de 100 delas como doenca de
Parkinson, Alzheimer, aterosclerose, fibrose cistica e artrite reumatéide (Reolon
et al. 2009).

Na literatura muitos trabalhos ja demonstraram o envolvimento do

estresse oxidativo na patogénese dos EIM, sendo que o acumulo de metabdlitos
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téxicos é apontado como o principal responsavel pelo aumento de RLs (Ribas et
al. 2010; Sitta et al. 2009; Deon et al. 2007; Barschak et al. 2006).

Os lisossomos sdo muito suscetiveis ao estresse oxidativo, espécies
reativas danificam os lisossomos colocando em perigo a sua permeabilidade
(Reolon et al. 2009). Ceramidas e glicoesfingolipidos estdo envolvidos em vias
de transducdo de sinal que causam a formagdo de EROs. Portanto, o
desequilibrio na via dos glicoesfingolipidos caracterizadora da DG pode
contribuir para 0 aumento nos niveis de EROs em células de Gaucher (Zahran et

al. 2015).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou fundamentalmente determinar e comprar
0s niveis dos parametros pro-inflamatoérios e oxidativos no plasma de pacientes
com doenca de Gaucher com e sem tratamento por reposicdo enzimatica
comparando com individuos normais e estabelecer associagfes entre esses

parametros e a atividade da enzima Quitotriosidase.

Objetivos Especificos

1. Determinar os niveis de interleucina 6 (IL-6) no plasma de pacientes DG

com e sem tratamento comparando com individuos normais.

2. Determinar os niveis de Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a) no
plasma de pacientes DG com e sem tratamento comparando com

individuos normais.

3. Determinar os niveis de interleucina 17a (IL-17a) no plasma de pacientes

DG com e sem tratamento comparando com individuos normais.

4. Determinar os niveis da proteina S100B no plasma de pacientes DG com

e sem tratamento comparando com individuos normais.

5. Determinar marcadores de dano oxidativo em pacientes Gaucher sem

tratamento comparando com individuos normais.
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6. Correlacionar a atividade da enzima quitotriosidase com o0s niveis de
interleucina 6 (IL-6) em pacientes DG com e sem tratamento comparando

com individuos normais.
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MATERIAIS E METODOS

E RESULTADOS
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MATERIAL E METODOS E RESULTADOS

Os materiais e métodos empregados e os resultados dessa dissertacéo

serdo apresentados na forma de artigos cientificos.
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Capitulo 1.

Citocinas na Doenca de Gaucher tipo I: comparacdo ¢ om pacientes em
tratamento por reposi¢do enzimatica

Submetido em 27de abril de 2015 a revista Clinical Chimica Acta.
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Abstract

Gaucher’s Disease (GD) is a lysosomal storage disease caused by the
deficiency in the activity of the enzyme acid B-glucosidase (GBA), which is
responsible for degrading glucoceramide. The deficit in this enzyme leads to the
intracellular storage of glucoceramide, which forms the so-called Gaucher Cells.
Although the exact role of these cells in GD’s pathogenesis is still unknown, it
seems that they secrete factors that induce the inflammatory response and make
the connection between lysosomal lipid storage and the various clinical
manifestations. This study aimed to measure the serum levels of some cytokines
such as IL-6, TNF-a, IL-17a and protein S100B in untreated subtype-1 GD
patients compared with healthy persons and GD patients undergoing enzyme
replacement therapy (ERT) for periods below and above ten years. As a result, a
significant difference was found for IL-6 between some groups analyzed,
however, the same was not observed for TNF-q, IL-17a, or protein S100B. It is
concluded that, among the cytokines studied, IL-6 is the best parameter to

diagnose and follow type-1 Gaucher’s disease patients in ERT.

Keywords: Gaucher’s Disease; Cytokines; S100B; Interleukin 6; Interleukin 17a,
Tumor Necrosis Factor a.
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1. Introduction

Gaucher’s Disease (GD) is the most common lysosomal storage disease
and is caused by the deficiency in the activity of the enzyme acid B-glucosidase
(GBA; EC 3.2.1.45). It is an autosomal recessive congenital disease and
comprises a heterogeneous set of signs and symptoms. Overall, its prevalence
ranges from 1:50,000 to 1:100,000 [1,2].

GD comprehends a continuous set of signs and symptoms ranging from
the lethal perinatal form to the asymptomatic disease. GD is split into three
groups based on the absence (type 1) or presence and severity of the
involvement of the central nervous system (types 2 and 3).

GBA is responsible for degrading glucoceramide (GC) into glucose and
ceramide and its deficit results in intracellular GC storage mainly in macrophage
cells. These GC-laden macrophages are called Gaucher Cells. Although the
exact role of these cells in GD’s pathogenesis is still unknown, it seems that they
secrete factors that induce the inflammatory response and make the connection
between lysosomal lipid storage and the various clinical manifestations [1,2].

Excess GC and glucosylsphingosine storage in the lysosomes directly
leads to the recruiting and involvement of macrophages with pro-inflammatory
phenotype (M1) in several tissues and organs of GD patients [3,4]. Actually, not
only macrophages but also neutrophils, dendrite cells, and T and B lymphocytes
have increased functional activities, along with several cytokines with pro-
inflammatory properties such as interferon gamma (IFN-y), interleukin 6 (IL-6),
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and interleukin 2 (IL-2) [5,6].

Cytokine IL-6 is classically pro-inflammatory and is secreted by T
lymphocytes and M1 macrophages particularly as a response to traumas, tissue
damage, infections, and sepsis, which is also present in the early phase of the
inflammatory response. Its primary roles are to stimulate synthesis of acute-
phase liver proteins, induce fever through the synthesis of PGE2 in the
hypothalamus, mobilize energy stores in the metabolically active tissues
(muscles, liver, and fat), induce neutrophil production in the bone marrow,
stimulate B-lymphocyte growth, and inhibit the activity of regulatory T
lymphocytes [7-9]. However, IL-6 anti-inflammatory actions have been

described, particularly after induction of systemic stress such as under physical
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exercise, where this cytokine levels are increased in the musculoskeletal tissue
and is then described as a myokine [10,11].

TNF-a is a cytokine involved in the early inflammatory reaction, is one of
the substances that stimulate acute-phase reactions and is expressed mainly by
activated macrophages (M1) and CD4+ T lymphocytes with Thl phenotype.
Moreover, TNF-a intracellular signaling activates some transcription factors
directly involved in the inflammatory response such as NFkB and JNK, which
induces pro-apoptotic and cellular proliferation reactions [12,13]. TNF-a is also
able to stimulate the production of acute-phase proteins such as C-reactive
protein; phosphorylate serine residue from insulin receptor IRS-1 and, thus,
reduce insulin signaling; be a potent chemotacatic agent; promote the increased
expression of neutrophil vascular adherence molecules; and stimulate
phagocytosis activity and expression of IL-1 and prostaglandin E2 in M1
macrophages. Recent evidence also shows that this cytokine reduces IL-10
expression by CD4+ lymphocytes [14,15].

Interleukin 17a (IL-17a) plays a role in the defense of the host and in
inflammatory diseases. IL-17a derived from innate and adaptive sources may
fight against pathogen invasion at different infection phases and sites, which may
add further complexity and a safeguard to the defensive immune response [16].
Many studies have shown that cdT cells and the IL-17a that these cells produce
are important in early defense against bacterial infection. Lastly, IL-17a can also
be produced by several other innate immune cell types, such as lymphoid tissue
inducer cells, natural killer and natural killer T cells, macrophages and Paneth
cells. The functional importance of the IL-17a produced by these cell types during
inflammation is not very well characterized [16—-18].

S100B, a small acidic protein, is a member of a multigenic family of
calcium-modulated proteins. It is mainly produced by astrocytes,
oligodendrocytes, neural progenitor cells, certain neuronal populations,
ependymocytes, Schwann cells, enteric glial cells, melanocytes, kidney epithelial
cells, adipocytes, chondrocytes, skin Langerhans cells, a subpopulation of
lymphocytes, muscle satellite cells, and skeletal myofibers and the secreted
protein, depending on its concentration, can exert either trophic or toxic effects.
In humans, increased S100B levels have been detected in brain trauma and

ischemia, neurodegenerative, neurometabolic inflammatory, and psychiatric
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disease. Serum S100B levels have been used as markers of brain disease
[19,20].

Since the role of Gaucher cells is still unknown, although it has been
shown that they secrete factors that induce the inflammatory response, this study
aims to measure some cytokines and compare the serum levels in untreated
type-1 Gaucher’'s disease patients with healthy persons and GD patients
undergoing enzyme replacement therapy (ERT).

2. Materials and Methods

2.1. Sample

The blood samples used as healthy controls were collected from blood
donors at the blood bank of the Clinics Hospital of Porto Alegre by the team in
charge of blood collection. 15 samples were collected from men and women at
equal distribution. These samples were properly identified with numbers so as to
preserve the identity of the donors, who had no knowledge of the results and had
their identities concealed throughout the research.

The samples from type-1 GD patients came from previously diagnosed
leukocytes. 45 samples from GD patients were used. The blood was collected
from patients by the medical team and was then sent to the laboratory by a
shipping company specialized in biological samples.

This study was approved by the ethics committee from our university in
accordance with the World Medical Declaration of Helsinki for ethical principles in
clinical research studies involving human subjects. All participants signed an
informed consent form before the study start.

From all subjects, 10 mL of blood were collected in heparin tubes. The
plasma was separated through centrifugation at 2,500 rpm for 10 min, aliquoted,
and frozen at -20 °C for further analyses.
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2.2. Analyzed Groups
The samples were split into four groups: healthy controls (C), untreated
GD patients (GD), GD patients treated for under ten years (GD<10), and GD

patients treated for over ten years (GD>10), with n=15 for each group.

2.3. Dosages

The plasma dosages of IL-6, TNF-a, and IL-17a were measured using
the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method following the
manufacturer’'s recommendations (Mini ELISA Development Kit, PeproTech Inc,
USA). For S100B dosages, the ELISA method followed the recommendations of
another manufacturer (Mini ELISA Development Kit, ABNOVA Inc, USA).

For all dosages, 100 pL capture antibody were added to each well and
the plates were incubated overnight at room temperature. The following day, after
the plates were washed and prepared, 100 pL of either the standard or the
samples were added to each well and the plates were incubated for 2 h at room
temperature. Next, the plates were aspired and washed (4x) and 100 pL
detection antibody were added to each well followed by further incubation at
room temperature for 2 h. After the plates were washed again, 100 pL avidin-
peroxidase were added to each well and the plates were incubated for 30 min.
Finally, 100 pL substrate solution were added to each well and the plates were
incubated at room temperature for color development. The plates were read
using an ELISA reader at 405 nm. The sensitivity of each assay was 23-1500
pg/mL (TNF-a), 24-1500 pg/mL (IL-6), 16-1000 pg/mL (IL-17a), and 50-4000
pg/mL (S100B).

3. Statistical Analysis

Data are reported as meantSD. The dosages of the four groups were
compared by one-way ANOVA with Tukey’'s Post-Hoc test (p<0.05) using the
software GraphPad Prism 5.
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4. Results

Untreated GD patients showed a significantly high IL-6 level compared to
the control group (Figure 1). After treatment initiation, IL-6 levels significantly
decreased (p<0.05).

TNF-q, IL-17a, and S100B, as seen in Figures 2, 3, and 4, respectively,

did not significant differ among the groups analyzed.

5. Discussion

Gaucher’s disease is a lysosomal storage disease caused by deficiency
in the activity of enzyme GBA, which is responsible for degrading glucoceramide
(GC). The decrease or lack of GBA activity leads to intracellular GC storage,
which forms the so-called Gaucher cells.

Studies suggest that GC accumulation in macrophages triggers events
that contribute to the increased production of monocytes, neutrophils, and
chemo-attracting proteins as well as IL-13, IFNy, and TNFa in GD which could
cause the recruitment of neutrophils and transformation of monocytes into the
effector macrophages and dendritic cells to initiate inflammatory reactions in
visceral tissues of GD. The detailed mechanisms of such pathophysiology remain
to be described [5]. The change in the pattern of these proteins in GD motivated
the authors of the present study to research the effect of ERT on the levels of
these compounds.

IL-6 is a typical example of such multifunctional cytokine. It was originally
identified as a B-cell differentiation. IL-6 has been implicated in the development
of localized osteolysis in multiple myeloma and in the development of post-
menopausal osteoporosis. High serum IL-6 levels in GD patients may thus reflect
the development of the bone lesions commonly associated with this disorder.
Since IL-6 and IL-10 are important regulators of lymphocyte growth and
differentiation, and IL-6 levels were significantly raised in patients with oligo- or
polyclonal increases in serum immunoglobulins, enhanced release of these
cytokines from pathological macrophages provides a pathological link between
GD and associated lymphoproliferative disorders [21]. Elevated serum IL-6 levels
are related to the development of both monoclonal and polyclonal gammopathies
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[22], which have been frequently reported to be elevated in GD patients, and are
known to be associated to hyperactivity of the immune system [23,24]. In
addition, IL-6 induces growth of T cells and acute-phase response in the liver,
findings typically observed in GD patients [25]. This raises the possibility that IL-6
may play a central role in the development of GD and its association with multiple
myeloma, which is also characterized by high IL-6 levels [25].

IL-6 also has powerful effects on the skeleton since it is a potent
stimulator of bone resorption and reduces bone formation in calvarial cultures
[25,26]. Taking these effects of IL-6 into consideration, the high levels of this
cytokine in this study’s patients may account for the disturbances in bone
remodeling in type-1 GD patients [25]. Other studies had already shown an
increase in IL-6 levels in GD patients [27-29].

The present data match those studies. It was observed that untreated
GD patients have twice as high IL-6 level compared to healthy persons, which is
in accordance with the theory of a great pro-inflammatory response due to the
presence of Gaucher cells and bone lesions.

Following that line of thought, IL-6 levels in GD patients were expected to
return to normal or, at least, close to it. The results show that IL-6 levels
significantly decreased and approached the value expected for healthy controls,
possibly due to the decrease in bone lesions in these patients [21,25]. In
accordance with this result, it is expected that, as treatment time increases and
bone levels decrease, IL-6 levels come increasingly closer to normal.

TNF-a was identified many years ago as a product of lymphocytes and
macrophages that promote lysis of certain cell types, particularly tumor cells [13].
TNF-a is a pleiotropic cytokine produced in muscle, adipose, and lymphoid tissue
by activated macrophages that mediates endothelial leukocyte interactions by
inducing expression of adhesion molecules. TNF-a interacts with receptors in
endothelial cells and induces the increase in vascular permeability to allow
leukocytes to access the infection site. Thus, it is involved in systemic
inflammations and is one of the cytokines that cause acute-phase reaction [30]. It
Is also responsible for decreasing insulin response by decreasing the expression
to the cell surface of glucose transporters (GLUT-4), substrate 1 phosphorylation
of insulin receptors (IRS-I), and specific phosphorylation of the insulin receptor
[31,32].
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In this study, no significant difference was found in serum TNF-a levels
between untreated GD patients and healthy persons. That suggests that the
decrease in fatty tissue by the GD patients [31] may have kept TNF-a secretion
at normal levels [30,31,33,34]

For GD patients undergoing ERT, a slight increase was observed in
serum levels compared to untreated patients, although this increase was not
significant, which shows an upwards trend as treatment progresses. This
response matches the patients’ clinical response of an improvement in bone and
abdominal status with ERT. The increase in TNF-a could lead to higher
permeability of the endothelium membranes, as previously shown [14], which
makes circulation easier and, consequently, improves the bone and abdominal
status [14].

Th17 cells are supposed to be involved in various autoimmune diseases,
such as rheumatoid arthritis, psoriasis, multiple sclerosis, and inflammatory
bowel diseases. Based on the biologic functions and regulation, IL-17a has
regulatory roles in host defense and chronic inflammation which result in tissue
damage and autoimmunity. So the IL-17a links innate and adaptive immunity and
has both beneficial and pathological effects on the immune system [35,36]. Th17
cells play an important role in Crohn’s Disease because they maintain intestinal
mucosal barrier function by affecting innate and adaptive responses. Mucosal
Th17 cells prevent migration of pathogens from breaking mucosa to the systemic
circulation through the chemotaxis of neutrophils and macrophages. One of the
important features of Th17 cells is to balance mucosal inflammation by regulating
the immunogenic response against self-antigens or intestinal pathogens due to
their relationship with regulatory T cells. The other is plasticity, the ability of these
cells to differentiate it to other T cell subgroups under various types of
stimulation. The role of Thl7 cells and IL-17a cytokines in GD is not fully
understood [35,36].

Since IL-17a’s role in GD’s inflammatory is not well understood, the
authors chose to compare its levels in treated and untreated patients.
Nevertheless, no significant difference was found, which showed that this
interleukin does not seem to be a good tool to follow type-1 GD patients in ERT.
The studies describing increased IL-17a, levels usually deal with diseases that,

mostly, have intestinal symptoms, such as Crohn’s disease and ulcerative colitis.
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These symptoms are not typical in GD patients, which may explain why the levels
of this interleukin were not increased in them [35,37].

S100B, a small acidic protein, is a member of a multigenic family of
calcium-modulated proteins. It is mainly produced by astrocytes and the secreted
protein, depending on its concentration, can exert either trophic or toxic effects.
In humans, increased S100B levels have been detected in brain trauma and
iIschemia, neurodegenerative, neurometabolic, inflammatory, and psychiatric
diseases [19].

S100B, as described in the literature, is used as a marker for neuronal
damage and inflammatory processes. Type-1 GD patients have a broad
spectrum and degree of visceral involvement, including organomegaly, anemia,
thrombocytopenia, bone ache, and degenerative bone diseases, with no impact
on the nervous system. In face of all that, no alterations in the level of this protein
were expected. In the present study, untreated GD patients did not significantly
differ regarding S100B when compared to healthy controls and to the GD
patients in ERT. In type-1 GD patients, S100B could not be considered a tool to
follow the treatment.

In conclusion, it was observed that, of the cytokines researched in the
present study, IL-6 was shown to be the most appropriate to be used in the
diagnosis and follow-up of type-1 GD patients mainly due to the great

inflammatory response caused by GC lysosomal storage.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Serum interleukin 6 (IL-6) levels in Gaucher's disease patients
untreated with enzyme replacement therapy (GD), healthy controls (C),
Gaucher’'s disease patients in treatment for under 10 years (GD<10), and
Gaucher’s disease patients in treatment for over 10 years (n=15 per group). The
results are expressed as meanzstandard deviation of the subjects assessed.
Significant difference between groups GD and C (**p<0.01), GD and GD<10
(*p<0.05), and GD and GD>10 (***p<0.001).

Figure 2. Serum tumor necrosis factor alpha (TNF-a) levels in Gaucher’s disease
patients untreated with enzyme replacement therapy (GD), healthy controls (C),
Gaucher’'s disease patients in treatment for under 10 years (GD<10), and
Gaucher’s disease patients in treatment for over 10 years (n=15 per group). The
results are expressed as meanzstandard deviation of the subjects assessed.

Figure 3. Serum interleukin 17a (IL-17a) levels in Gaucher’'s disease patients
untreated with enzyme replacement therapy (GD), healthy controls (C),
Gaucher’'s disease patients in treatment for under 10 years (GD<10), and
Gaucher’s disease patients in treatment for over 10 years (n=15 per group). The
results are expressed as meanzstandard deviation of the subjects assessed.

Figure 4. Serum protein S100B (S100B) levels in Gaucher’s disease patients
untreated with enzyme replacement therapy (GD), healthy controls (C),
Gaucher’'s disease patients in treatment for under 10 years (GD<10), and
Gaucher’s disease patients in treatment for over 10 years (n=15 per group). The
results are expressed as meanzstandard deviation of the subjects assessed.
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Abstract

The Inborn Errors of Metabolism (IEM) result from lack or deficiency in the activity of
specific enzymes or proteins, leading to an accumulation of metabolic intermediates.
Gaucher disease (GD) is considered a lysosomal storage disease in which a
deficiency of the enzyme B-glucosidase leads to accumulation of glucosylceramide in
lysosomes of the reticuloendothelial system. GD is an inborn error of
glycosphingolipid metabolism, caused by deficient activity of the lysosomal enzyme
glucocerebrosidase, an essential component of the phagocytic process. In healthy
individuals, macrophages use glucocerebrosidase to break down dead cells and
cellular debris, but when there is a deficiency of this enzyme; fats and carbohydrates
accumulate in the macrophage lysosomes in the reticule endothelial system. The
macrophages expand to several times their normal size, and become known as
Gaucher cells. Enzymatic deficiency in GD patients may induce a cascade of events,
culminating in secondary effects such as the production of reactive oxygen species
(ROS). The study aimed to test the use of catalase (CAT), superoxide
dismutase(SOD), thiobarbituric acid reactive substances(TBARS), Carbonyl and total
sulfhydryl content (SH), measured in plasma, from patients with GD. The results
showed a significant increased (p <0.005) in GD samples compared when with
healthy controls in CAT, SOD and Sulfhydryl, but there was no change in TBARS
and Carbonyl in the comparison between the two groups. In conclusion, the present
data indicate the increased value of enzymatic and non-enzymatic defenses without

any effect on lipid peroxidation and damage to proteins.

Key-words: B-glucosidase; Reactive Oxygen Species; Gaucher disease type I;

Lysosomal Storage Disorders; Oxidative Stress.
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1.Introduction

Lysosomal Storage Disorders (LSDs) represent a group with more than 50
different inherited metabolic diseases resulting from defective function of the
specific lysosomal enzyme, or defects in non-enzymatic lysosomal or non-
lysosomal proteins. Due to the progressive accumulation of metabolites not
degraded in lysosomes, a cellular and widespread tissue dysfunction, in addition
to multisystem disorders, occurs [1].Most LSDs are autosomal recessive origin;
these diseases are rare, with a combined incidence estimated at 1 in 5000 live
births[2,3].

Gaucher disease is an LSD where astorage of glucosylceramide (GlcCer)
and other GSLs occur due to deficiency of the Ilysosomal enzyme
glucocerebrosidase, causing multiple organ dysfunctions[4,5]. The enzyme is
present in the lysosomes of all nucleated cells and cleaves the b-glucosidic bond
of GlcCer, yielding glucose and ceramide [6].The disease can be classified in
three clinical types. Type 1, the most common, is the chronic, non-neuropathic
form of the disease, which shows highly variable signs and symptoms and a
variable course, with visceral and skeletal involvement (splenomegaly,
hepatomegaly and bone damage that might lead to fractures) and hematologic
anomalies (pancytopenia), among others. The neurological involvement can be
observed in types 2 and 3 [7].

Evidence shows that the storage of GlcCer in macrophages is associated
with inflammatory processes and the production of reactive species[10].
Enzymatic deficiency in GDpatients may induce a cascade of events that results
in side effects, such as the production of Reactive Oxygen Species (ROS) and

Reactive Nitrogen Species (RNS) that can then generate the oxidative stress[9,
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11,12], whereas in the body of healthy individuals, the production and
degradation of ROS and RNS are generally balanced[13].

Reactive species are naturally formed during biological metabolism, but
our organism is also capable of developing an antioxidant defense system, which
may be enzymatic or non-enzymatic[14].

Oxidative stress occurs when there is an imbalance between pro-oxidants
and antioxidants in favor of pro-oxidants [15]. Some studies describe the
relationship between IEM and oxidative stress, but most of these studies assess
the efficiency of enzyme replacement therapy, and not intracellular changes
caused by ROS in affected patients of GD [16, 17].

This study aimed to test the use of thiobarbituric acid substances (TBARS)
and Carbonyl as markers of oxidative damage, in addition to the catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and total content of Sulthydryl (SH) as markers of
antioxidant defense measuredin plasma to better understand the cellular
changes.GD (Figure 1). Therefore, we investigated the relation between ROS
and GD, analyzing markers of oxidative stress in the blood of patients with GD

type |, compared with blood from healthy controls (HC).

INSERT FIGURE 1 (Overview of Oxidative Stress) HERE !l

2. Methods
2.1. Patients and Controls

Blood samples of 9 mL were collected from 10 patients previously
diagnosed with GD type | and from 11 healthy subjects by one of the authors of

this work directly from patients and volunteers. This study included 10 patients (7
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women and 3 men; 3-46 years old) with DG and 11 HC (4 women and 7 men; 3-
60 years old). For donors older than 18 years old or those responsible for
underage donors, an informed consent was obtained according to the guidelines
of the committee.

All samples were properly identified with numbers, preserving the
identity of donors, who were not informed of the results nor had their identities
revealed at any stage of the procedure. As a criterion for inclusion of the
samples, individuals had to be at least 7 years old, weigh more than 18 kg and
be higher than 90 cm.

The sample size calculation for comparing averages with different
variances was made, establishing the level of significance at5% and power by
90%. For this we used the MiniTab® 15 statistical software. The calculation
indicated 10 subjects per group for a total of 20 samples.

The total heparinized blood was centrifuged to separate plasma and
leukocytes and underwent a separation technique [18]. The chitotriosidase (CT)
activity was measured in plasma, according to the technique of Hollak et. al.
(1994) [19] and the activity of B-glucosidase (GLB) was measured in leukocytes,
according to the technique of Goldim et.al. (2012)[20].Reference values were
established by assessing blood samples provided by the healthy volunteer
donors. The diagnosis of GD patients was made in the Federal University of Rio
Grande do Sul (Porto Alegre, RS, Brazil).

Lipid peroxidation and protein damage was analyzed using samples of
plasma, the former through TBARS and the latter through carbonyl assay. The

content of the non-enzymatic antioxidant defenses (sulfhydryl) and the activity of
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the antioxidant enzymatic defenses catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) were also analyzed.

The research protocols and consent forms as well as the investigation
were ethically and scientifically approved by the Research and Ethical Committee
of UFRGS (n° 25686).
2.2.Enzymatic activities
2.2.1.3-Glucosidase (GBA) activity: Reference values were established by
assessing blood samples provided by healthy volunteer donors. GBA leukocyte
activities [21, 22]were measured using artificial 4-methylumbellipheryl substrate
(Sigma, StLouis, MO, USA) in dilution buffer (0.54M citrate phosphate, pH5.5 for
GBA). Reactions were stopped using 0.5M glycine—NaOH, pH10.3 (GBA). After
incubation, 200uL aliquots were transferred to black 96 well plates (Perkin-Elmer,
96F). All incubations were done at 37°C in dry plates with shaking (Marconi MA-
127). GBA activity measurements were the standard technique[23]. Standard
analysis was carried out in 1.5mL plastic tubes (Eppendorf). All readings were
performed at 365nm (excitation) and 450nm (emission) in a 96 well plate reader
(Spectra Max M5, Molecular Devices).
2.2.2.Chitotriosidase (CT) activity: A technique used for measuring enzyme
activity in plasma CT was described by Hollak et al. 1994[19]. Reactions were
stopped using 0.13 Methylenediamine, pH11.3 (CT). New reference values and
cutoff values were established using ROC curve with 100% sensitivity and
specificity. All readings were performed at 365nm (excitation) and 450nm
(emission) in a 96 well plate reader (Spectra Max M5, Molecular Devices).

2.3.Parameters of oxidative stress
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2.3.1.Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS): As an index of lipid
peroxidation, we used thiobarbituric acid reactive species (TBARS) production
during an acid-heating reaction, which is widely adopted as a sensitive method
for measuring lipid peroxidation, as previously described by Wills [24]. The
samples were stirred for a brief period of time with 10% trichloroacetic acid (TCA)
and 0.67% thiobarbituric acid (TBA) and then heated in a boiling water bath for
15 min in closed tubes. TBARS were determined by absorbance at 535 nm.
Results were expressed as nmol/mg of protein.

2.3.2.Measuring the levels of oxidatively modified proteins: Oxidative damage to
proteins was assessed by determining Carbonyl groups on the basis of its
reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH), as previously described by Levine
et al.[25]. DNPH reacts with protein carbonyls to form hydrazones that can be
measured spectrophotometrically. Firstly, 500 uL 10 mM DNPH in 2 M HCI were
added at room temperature for 1 h, with vortexing every 10—-15 min. Next, 500 pL
20% TCA were added, and tubes were mixed and centrifuged for 3 min. The
supernatant was then discarded, and the pellets were washed three times with 1
mL of ethanol-ethyl acetate (1:1) to remove free reagent. After centrifugation, the
precipitated protein was re-dissolved in 0.6 mL guanidine solution. Proteins were
dissolved within 15 min at 37°C. The insoluble material was removed by
centrifugation in a microcentrifuge for 3 min. The absorbance was read at 370
nm. Equal amounts of protein samples without DNPH were used as controls. The
results were expressed in nmol/mg of protein.

2.3.3.Measurement of total sulfhydryl groups (SH): Sulfhydryl assay is based on
the reduction of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols, generating a

yellow derivative (TNB) whose absorption is measured spectrophotometrically at
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412 nm. Briefly, 0.1 mM DTNB was added to 120 uL of the samples. This was
followed by 30 min incubation at room temperature in a dark room. Absorption
was measured at 412 nm. The sulfhydryl content is inversely correlated to
oxidative damage to proteins. Results were reported as nmol/mg protein[26].

2.3.4.Measure of the activity of antioxidant enzymes: SOD activity was
determined by a spectrophotometric method, measuring the inhibition of the rate
of adrenochrome formation at 480nm (Spectrophotometer SP-2200, Bioespectro)
in medium containing 1 mM adrenalin and 50 mM glycine[27]. The results were
expressed in U SOD/mg protein. The method used to determine CAT activity has
been described by Aebi [28] and determines the rate of
H,O, degradation measuring absorbance at 240nm (Spectrophotometer SP-

2200, Bioespectro). The results were expressed as UCAT/mg protein.

2.4.Protein determination
Protein concentration was determined according to the method described

by Lowry et al. [29].

2.5. Statistical analysis

The data were evaluated through Student's t test, followed by Levene’s
test, used to compare results of the analysis of plasma with those of both HC and
GD patients. Analysis was performed using statistical software package SPSS,
version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and level of significance was set at

P < 0.05. Data are reported as mean = SD.
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3. Results

A total of 10 GD patients and 11 HC were included in this report. The
average age was 20.00 years + 15.69 for DG and 25.18 years + 18.91 for HC.
After sample collection, we measured enzymatic analysis, to confirm that a sample
was from an HC or a GD patient(Table 1).Values were significantly different
between the two enzymes in the groups included in this study, with GBA showing
increased values in the HC group, whereas CT enzyme levels were higher in the

DG group (Table 1).

INSERT TABLE 1 HERE!
INSERT FIGURE 2 (Damage) HERE!

INSERT FIGURE3 (Enzyme) HERE!

We did not observe statistical differences between HC and GD groups for
TBARS and Carbonyl assays (Figure 2). However, the results showed a statistical
difference between the groups for Sulfhydryl content (p <0.04) with 1.57 + 2.77
nmol/mg for HC and 4.38 + 2.62 nmol/mg for GD patients (Figure 2), showing
higher levels for GD.

The mean between groups were significantly different in the CAT activity (p
< 0.03); 1.58 £ 0.76 UCAT/mg for HC and 6.18 £ 6.01 UCAT/mg for GD patients
(Figure 3). The mean SOD activity (p < 0.04) was 1.15 £+ 0.52USOD/mg for HC
and 2.12 + 1.13 USOD/mg for GD patients (Figure 3). In addition, we observed
statistical differences in SOD and CAT activities (p<0.03 and p<0.04, respectively)
in the GD group, which showed higher levels than the control. However, we did not

observe differences in SOD/CAT ratio (Figure 3).
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4. Discussion

Inborn Errors of Metabolism result from the lack or deficiency in the activity
of specific enzymes or proteins, leading to an accumulation of metabolic
intermediates. The incidence of IEM is rare in the population, in general, 1: 1000
live births [30]. Gaucher disease is considered a lysosomal storage disease in
which the deficiency of the enzyme [(-glucosidase leads to accumulation of
glucosylceramide (GlcCer) in lysosomes of the reticuloendothelial system. The
cause of the deficiency of B-glucosidase may be associated with a mutation in an
allele of the gene encoding the enzyme, but little is known about the mechanisms
that lead to tissue damage [31, 32]. Evidence shows that the storage of GlcCer in
macrophages is associated with inflammatory processes and the production of
reactive species [9].

Several studies suggest that the presence of redox impairment may play a
role in the pathogenesis of GD [11, 12, 13]. Many studies have correlated the IEM
with increased ROS and antioxidant deficiency, which contribute to oxidative
stress. Evidence suggests that oxidative stress may be an important pathological
factor for numerous IEM[34-38]. The literature shows the deficiency of the enzyme
B-glucosidase in cultured human fibroblasts increases the amount of reactive
species [12]. Another study shows that $-glucosidase deficiency in patients alters
the activity of the antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase in
erythrocytes [11].

The results showed what seems to be a chronic condition control which is
characteristic in the group of GD type | patients when compared to healthy

controls, also showing the highest values Sulfhydryl in GD compared to healthy
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controls, indicating that a larger amount of the SH group activity seems to be
directly related to the control of lipid peroxidation.

The glutathione (GSH) has a central role in protecting cells against
oxidative stress [11, 39]. Many of the reactions of GSH involving the sulfhydryl
group (SH) are highly polarizable. These thiols are a class of organic sulfur
derivatives, characterized by the presence of sulfhydryl residues present in
biological systems, in addition to various functions including a central role in
coordinating the antioxidant defense network. The mammalian biological system
Is a system that regulates the cellular redox state of SH, protecting cellular
protein, which contains excessive oxidation of SH. This system includes low
molecular weight in SH donor groups and enzymes which can catalyze the
reduction of the SH groups of proteins and pro-oxidants[40].

One group used plasmalogens, which represent a unique class of
phospholipids. Reduced red blood cell plasmalogen levels were reported in
Gaucher disease patients. The relation between plasmalogen abnormalities in
Gaucher disease patients and malonyldialdehyde levels, an indicator of lipid
peroxidation, and the total antioxidant status, was further investigated. [41]. No
significant difference in the levels of plasma TBARS (a marker of lipid
peroxidation) were found, which is a strong indicator of oxidative stress within the
cell. The data found in TBARS, corroborated by the literature, shows no
difference in the values between the groups studied [11].

Detection of carbonyl groups is being widely used as an indicator of
oxidative damage to proteins [42]. The increase in protein carbonyl group is
associated with numerous pathological disorders, including Rheumatoid Arthritis,

Alzheimer's disease, Respiratory Distress syndrome, Parkinson's disease and
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Atherosclerosis [43]. However, we have seen no change between the values of
this parameter, showing another form of control that the cell of GD patients seem
to exhibit as opposed to the condition of chronic infection of the diseases
mentioned before.

The superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes are among
the studied cellular enzymatic antioxidants, which provide the first endogenous
line of defense against oxidative injury. These alterations in the antioxidant
system may cause the accumulation of H,O, or products of its decomposition
present not only in the cytosol, but also in mitochondria, the production site of
much of the reactive species B. [14, 15, 44].

Firstly, our results corroborate with other studies that showed an increase
in the amount of activity on the antioxidant enzyme catalase (CAT) in patients
compared to healthy controls[11], not only in GD, as in other lysosomal storage
diseases (DLDs): Mucopolysaccharidosis type | and Fabry disease[11, 45, 46].
However, we have found a significant difference between groups in SOD, with
the opposite results to other research groups, who obtained lower values for GD
when comparing healthy control group[11l, 47, 48].This can be explained by
controlling the levels of superoxide anion, because the increase in the levels of
SOD in GD patients compared to healthy controls, would avoid a change in
oxidation processes, such as protein damage. However, through the analysis of
carbonyl, a marker of protein damage, no significant change was observed [13].

Furthermore, the monocyte/macrophage GD are chronically activated[49],
but show a reduction in the generation of oxidative stress [50]. This may be due

to monocytes GD, which adapt themselves to survive under basal conditions,
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oxidative stress, in a state of chronic activation. Under these conditions, the cells
become unable to be activated in response to an antigenic stimulus [12].

Our work shows what appears to be an intracellular control, because our
results show an increase in CAT, SOD and SH (intracellular standard markers),
whereas TBARS and Carbonyl (cell membrane markers) showed no difference
between groups. In conclusion, the present data indicate the increased value of
enzymatic and non-enzymatic defenses, without any effect on lipid peroxidation

and damage to proteins.

5. Conclusion

Our study showed an alteration in CAT, SOD and Sulthydryl, which
suggests that GD type | patients changed reactive oxygen species production
when compared to HC. This increase in CAT, SOD e Sulfhydryl could likely be
related to the prevention of the increase of hydrogen peroxide, preventing
damage to lipids, confirmed by the TBARS and Carbonyl values maintenance.
However, the other three parameters (TBARS, Carbonyl and SOD/CAT ratio) did
not show a significant difference after conducting statistical analysis. We believe
the results of this study are important to understand the cellular changes involved

in these frequent LSDs.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1 —Overview of oxidative damage markers and antioxidant defense
markers used in this study: 1. Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS);
2. Carbonyl; 3. Superoxide Dismutase (SOD); 4. Catalase (CAT); 5. Total

Sulfhydryl Content (SH).2. Materials and methods.

Figure 2 — Damage: TBARS and Carbonyl; and Sulfhydryl in the plasma of GD
and HC. Data are expressed as meanzSD. *Different letters indicate statistical

differences according to ANOVA and Tukey's post-test (p <0.05).

Figure 3 — Enzyme: CAT,; SOD and SOD/CAT ratio in the plasma of GD and HC.
Data are expressed as meantSD. *Different letters indicate statistical differences

according to ANOVA and Tukey's post-test (p <0.05).
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MELLO et al — Table 1

Table 1. Enzymatic values of the Gaucher Disease patigritsdzalthy Controls

GD (n=10) HC (n=11) p(value)
B-glucosidase
(nmol/h/mg protein) 1.20 £ 0.80* 15.74 £ 6.60 0.001
Chitotriosidase
(nmol/h/mL) 16720,96 + 18462.67*50.23 + 44.17 0.019

Abbreviations: GD: Gaucher Disease patients; HGalthg Controls. Data are expressed
in meanzSD. Statistical pvalues were obtained With Student t test, *pvalue 0.05 is

significant.
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Capitulo 3.

Resultados adicionais: Correlacao entre a medida da
Quitotriosidase e a Interleucina 6

atividade da
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Materiais e métodos

Amostra

As amostras de sangue utilizadas como controles saudaveis foram
coletadas de doadores de sangue no banco de sangue do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre pela equipe responsavel pela coleta de sangue. 15 amostras
foram coletadas de homens e mulheres em igual distribuicdo. Estas amostras
foram devidamente identificadas com numeros de forma a preservar a identidade
dos doadores, que néo tiveram conhecimento dos resultados.

As amostras de leucocitos de pacientes com doenca de Gaucher do tipo
1 vieram daqueles pacientes previamente diagnosticados por nosso laboratoério.
Foram utilizadas 45 amostras de pacientes com DG. O sangue foi coletado pela
equipe médica e foi entdo enviado para o laboratério por uma empresa de
transporte especializada em transporte amostras biologicas.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da nossa universidade, de
acordo com a Declaracdo Médica Mundial de Helsinki para os principios éticos
em pesquisas clinicas envolvendo seres humanos. Todos o0s participantes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes do inicio do
estudo.

De todos os individuos, foram coletados 10mL de sangue em tubos com
heparina. O plasma foi separado através de centrifugacdo a 2500 rpm/10

minutos, aliquotado e congelado a -20°C, para analises posteriores.
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Grupos analisados

As amostras foram divididas em 4 diferentes grupos: controles saudaveis
(C), pacientes Gaucher sem tratamento (GD), pacientes Gaucher com tempo de
tratamento inferior a 10 anos (GD <10) e pacientes Gaucher com tempo de

tratamento superior a 10 anos (GD >10), com n=15 para cada grupo.

Dosagem de interleucina 6

A dosagem plasmatica de IL-6 foi realizada através do método de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), seguindo as recomendacdes do
fabricante (Mini ELISA Development Kit, PeproTech Inc, USA),

Foram adicionados 100 pL de anticorpo de captura em cada poco e as
placas foram incubadas em overnight a temperatura ambiente. No dia seguinte,
apos a lavagem e preparacao das placas, foram adicionados 100 uL do padrao
ou das amostras em cada poco e as placas foram incubadas por duas horas em
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram aspiradas e lavadas (4x),
foram adicionados 100 pL de anticorpo de deteccdo em cada pogo e novamente
incubadas em temperatura ambiente por duas horas. Apés nova lavagem das
placas, foram adicionados 100 pyL de avidina peroxidase por po¢o € uma nova
incubacéo por 30 minutos foi realizada. Por fim, incluiram-se 100 pL de solucao
de substrato em cada poco e os tubos foram incubados em temperatura
ambiente para o desenvolvimento de cor. As leituras das placas foram realizadas

em um leitor de ELISA com 405 nm.
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Ensaio enzimatico

A atividade da enzima quitotriosidase foi medida em plasma, de acordo
com a técnica de Hollak 1994, usando o substrato artificial 4-metilumbeliferil-B-D-
NN’N”-triacetilquitotriosideo. A amostra do ensaio enzimético continha 5 pL de
plasma acidificado e 100 puL do substrato (0,026 mM) dissolvido em tampéao
citrato100mM-fosfato200mM pH 5,2, num volume total de 105 pL. Esta mistura
foi incubada durante 15 min a 37°C em incubadora de placas (CT412, Cientec).
A reacdo foi interrompida com 1 mL de tampd&o glicina-hidréxido sodio 0,5M pH
10,3. Apo6s a incubacdo uma aliquota de 200 pL foi transferida para uma placa
preta de 96 pocos (Perkin-Elmer, 96F) e a fluorescéncia foi lida com
espectrofluorimetro SpectraMax M5, Molecular Devices (comprimentos de onda

de excitacdo e emissao de 365 e 450nm, respectivamente).

Analise Estatistica

Os dados foram reportados como média + desvio padrdo. As dosagens
dos quatro grupos, bem como a relagdo da medida da atividade da QT com a IL-
6 nestes grupos, foram comparadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Tuckey ou Bonferroni, quando significante (p<0,05) utilizando o programa
GraphPad Prism 5.

Para a correlacdo entre os dois parametros (IL-6 e quitotriosidase), foi
utilizada o teste de correlacdo de Spearman (p<0,05) desenvolvido no programa

GraphPad Prism 5.



74

Resultados

A atividade da enzima quitotriosidade apresentou-se significativamente
aumentada em pacientes DG sem tratamento quando comparada aos individuos
normais (figura 1). Apos instituido o tratamento, a QT diminuiu significativamente
(p<0,0001) em relacdo aqueles individuos sem tratamento. Até 10 anos de
tratamento, a atividade da QT ainda diferia significativamente daquela dos
individuos normais (p<0,01), mas apds este periodo a atividade enziméatica entre

0s grupos nao diferiu, embora visualmente continuava mais elevada.
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Figura 1. Medida da atividade da enzima quitotriosidase em pacientes com doenca de Gaucher
sem tratamento por terapia de reposicdo enzimatica (DG), contoles saudaveis (C), pacientes
com doenca de Gaucher em tratamento por até 10 anos (DG <10) e pacientes com doenca de
Gaucher em tratamento acima de 10 anos (DG >10) (n= 15 por grupo). Os resultados estdo
espressos com médiatdesvio padrdo dos individuos analisados. Diferenca significativa entre os
grupos: DG e C (***p < 0,0001), DG e DG<10 (***p<0,0001), DG e DG>10 (***p < 0,0001) e G
DG<10 e C (*p<0,01)(ANOVA de uma via seguida por teste de Bonferroni)

De posse do contetdo da IL-6 (capitulo 1) e da atividade da enzima QT
em todos os grupos, verificamos se havia uma correlacdo entre estes dois
parametros. Para isto foi utilizada a correlacdo de Spearman, relacionando cada
um dos grupos estudados.

Individuos normais ndo possuem correlacdo entre a atividade da QT e o

contetudo de IL-6 (r = 0,15 p < 0,65 ). O mesmo serve para pacientes com DG
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sem tratamento, ou seja, mesmo estes pacientes possuindo um contetdo
significativamente aumentado de IL-6 em relacdo aos individuos normais, e uma
atividade da QT também acima do normal, ndo ha uma correlacdo entre as duas
(r=0,06, p <0,86).

Ja4 quando comparamos a atividade da QT e o contetudo de IL-6 de
pacientes com DG em tratamento por reposicdo enzimética hd menos de 10
anos, observamos uma correlagcdo positiva (r = 0,81, p < 0,01). O mesmo
acontece com aqueles pacientes com mais de 10 anos de tratamento (r = 0,89,
p< 0,001).

Na busca de uma ferramenta para o auxilio do acompanhamento de
pacientes DG, dividimos a atividade da enzima Quitotriosidase e os niveis de IL-
6, em uma razao QT/IL-6. ApoOs analisarmos os dados (figura 2), obtivemos uma
diferenca significativa entre os grupos DG e C (p<0,0001), entre os grupos DG e
DG com menos de 10 anos de tratamento (DG<10 = p<0,01), e também entre 0s
grupos DG e DG com mais de 10 anos de tratamento (DG>10 = p<0,01).

Nao foi observada diferenca significativa entre os dois grupos de

pacientes em tratamento, ou seja, DG<10 = DG>10.
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Figura 2. Relacao entre a atividade da enzima Quitotriosidase e os niveis séricos de IL-6 (QT/IL-
6). Os resultados estdo espressos como médiatdesvio padrao dos individuos analisados.
Diferenca significativa entre os grupos: DG e C (***p < 0,0001), DG e DG<10 (*p<0,01) e DG e
DG>10 (*p<0,01). (ANOVA de uma via seguida de teste de Bonferroni)
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DISCUSSAO

Os Erros Inatos do Metabolismo constituem-se em um grupo
heterogéneo de doencas genéticas raras, caracterizadas pela presenca de
mutacOes patogénicas em genes que codificam proteinas, principalmente
enzimas envolvidas em alguma rota metabodlica. Essas alteragcdes nas rotas
metabdlicas podem causar acumulos anormais de substratos. Esses substratos
por sua vez podem acumular no interior das células ou serem desviados para
uma rota metabdlica alternativa, afim de diminuir a concentracdo destes
substratos, podendo muitas vezes acumular produtos tOxicos ao organismo
(Picon et al. 2010; Scolamiero et al. 2015). A acumulacdo de metabdlitos toxicos
€ apontada como a principal rota de formacdo de espécies reativas podendo
gerar um quadro de estresse oxidativo (Ribas et al. 2010; Deon et al. 2007).

A Doenca de Gaucher ¢ um EIM de heranca autossémica recessiva, e
também a doenca lisossdmica de depdsito mais frequente. A DG € causada pela
deficiéncia da atividade da enzima GBA, que é responsavel pela degradacéo da
glicosilceramida. A diminuicdo ou auséncia da atividade da GBA, resulta no
acumulo intracelular da glicosilceramida, formando as chamadas Células de
Gaucher. As células de Gaucher estao relacionadas com um amplo espectro de
sintomas como anormalidades esqueléticas, comprometimento do sistema
nervoso, disfuncdes organicas e acumulo de lipidios complexos nos tecidos
(Scriver et al. 2000).

Outra enzima relacionada com a DG € a quitotriosidase, sendo que o
aumento na atividade da QT nessa doenca é significativo quando comparado a
atividade encontrada em individuos normais, chegando a 600 vezes. A relacao

entre o aumento da atividade da enzima QT e a DG ainda € desconhecida,
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contudo observou-se que com o tratamento de reposicdo enzimatica (TRE) ha
um decréscimo nessa atividade, sendo assim o0 parametro mais usado para
avaliacdo da eficacia do tratamento (Rodrigues et al. 2009; Sheth et al. 2010).
Contudo esse decréscimo ndo chega aos niveis de normalidade, estabilizando
em um patamar entre o valor estimado para os DG néo tratados e os individuos
saudaveis.

A relagéo do aumento da atividade da QT com a doenca de Gaucher
pode ser prejudicada em individuos que apresentam mutacdes no gene CHIT1
(gene que codifica a enzima QT). Mutagbes nesse gene podem levar a uma
diminuicdo na atividade da QT, o que nado auxiliaria no diagndstico da DG, ja que
a atividade desta enzima é um dos principais marcadores auxiliares no
diagnostico da doenca (Lee et al. 2007). A QT é considerada parte da
imunidade inata e pode apresentar-se elevada em outras doengas como
alergias, asma e infec¢fes fungicas (Ramanathan et al. 2013).

Seguindo a linha de pensamento acima, seria muito importante para os
pacientes DG a utilizagcdo também de outro biomarcador, no caso destes
pacientes apresentarem mutacbes no gene da QT e/ou apresentarem uma
estabilizacdo na atividade da QT devido a instituicAo do tratamento por
reposicao enziméatica.

Estudos sugerem que a acumulagcdo de glicosilceramidas em
macréfagos desencadeia eventos que contribuem para o aumento da producao
de mondcitos e neutrofilos e proteinas de quimioatragdo como IL-6, TNF- a e IL-
1 (Pandey & Grabowski 2013; Boot et al. 2010; Mikosch et al. 2008; Elstein et al.
2003). Na DG esse acumulo pode fazer com que ocorra 0 recrutamento de

neutrofilos e a transformacdo de mondcitos em macrofagos ativados e células



79

dendriticas, iniciando assim reacdes inflamatérias nos tecidos viscerais (Pandey
& Grabowski 2013). Esse processo ainda ndo esta bem estabelecido na DG.

A modificacdo do padréo destas proteinas na GD, nos levou a estudar o
efeito do tratamento por reposicédo enzimética nos niveis destes compostos.

A citocina pro-inflamatéria interleucina 6 € produzida por uma
diversificada gama de células incluindo mondcitos, e tem sido implicada na
func@o de modulacdo dos macréfagos. A IL-6 € capaz de modular a transi¢édo da
inflamac@o aguda para cronica, alterando o infiltrado leucocitario a partir de
neutréfilos polimorfonucleares de mondcitos e macréfagos (Ramanathan et al.
2013). Além da acdo proé-inflamatéria a IL-6 também pode atuar como uma
miocina anti-inflamatdria durante o exercicio fisico (Pedersen et al. 2008).

A IL-6 também é produzida por osteoblastos, mas o mecanismo de
producdo ainda ndo estd bem elucidado. Concentragbes elevadas de IL-6 no
plasma de pacientes DG podem ter como reflexos o desenvolvimento de lesdes
0sseas, sintoma normalmente associado a esta doenca (Hughes & Howells
1993). A IL-6 tem efeitos fundamentais sobre o esqueleto, € uma potente
estimuladora da reabsor¢cdo e diminuicdo da formacdo désseas em culturas
calvarianas (Hughes & Howells 1993; Barak et al. 1999). Considerando esses
efeitos da IL-6 na estrutura esquelética, os altos niveis dessa citocina em
pacientes DG podem contribuir para o déficit na remodelacdo 6ssea (Barak et al.
1999). Outros trabalhos na literatura j& demonstraram um aumento desta
citocina em pacientes DG sem tratamento (Wakusawa et al. 2010; Mikosch et al.
2008; Wajner 2009).

Dados anteriores do nosso grupo (Wajner 2009) assim como os dados

encontrados neste trabalho corroboraram com estes trabalhos. Observamos que
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pacientes com DG ainda sem tratamento, apresentam um nivel de IL-6 duas
vezes maior comparado aos individuos normais.

Seguindo a linha de pensamento acima, com a introdu¢cdo do
tratamento, era esperado que o nivel de IL-6 em pacientes com DG voltaria ao
normal ou pelo menos proximo a isto. Pelos resultados, observamos que o0s
niveis de IL-6 diminuiram significativamente chegando préximo ao valor
esperado para controles saudaveis, sendo isto o resultado, provavelmente, da
diminuicdo das lesBes Osseas destes pacientes. (Allen et al. 1997; Barak et al.
1999). Ao encontro desse resultado espera-se que com o aumento do tempo de
tratamento ocorra uma diminuicdo dos niveis da IL-6, aproximando-se cada vez
mais dos niveis normais, sendo um reflexo da diminuicdo das lesdes 6sseas.
N&o observamos diferencga significativa entre os pacientes com menor e maior
tempo de tratamento, mas demonstramos uma tendéncia de que gquanto maior o
tempo de tratamento menor sdo os niveis séricos de IL-6.

O TNF foi inicialmente identificado em 1968 como uma citocina com
efeito antitumoral in vitro e in vivo. Pesquisas posteriores identificaram 18
diferentes membros da familia do TNF, sendo que, estes podem ser
identificados em uma variedade de doengcas como tumorogenesis, choque
séptico, replicacdo viral, reabsorcdo Ossea, artrite reumatoide, diabetes e
doencas inflamatdrias crénicas (Gaur & Aggarwal 2003). O TNF-a foi descrito
também como causador indireto de resisténcia a insulina, pois aumenta a
liberacdo de acidos graxos livres do tecido adiposo (Pedersen & Brandt 2010).

O TNF-a é produzido no tecido muscular, adiposo e linféide por
macréfagos ativados. Dentre as suas fungdes, encontra-se, mediar interagdes

endoteliais, pela inducdo da expressdo de moléculas de adesdo. Ele age
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interagindo com receptores das células endoteliais induzindo o aumento da
permeabilidade vascular, permitindo assim o acesso de leucécitos aos locais de
infeccéo (Terlikowski 2001; Walsh et al. 1991).

Nossos dados ndo demonstraram uma diferenca significativa entre os
niveis séricos de TNF-a de pacientes com DG sem tratamento e aqueles
individuos normais. I1sso nos leva a acreditar que a diminuicdo na quantidade de
tecido adiposo apresentada pelos pacientes DG (Costa & Duarte 2006) pode ter
mantido a secrecdo de TNF-a em niveis normais (Altarescu et al. 2005;
Michelakakis et al. 1996; Terlikowski 2001).

J4 para pacientes Gaucher em tratamento obtivemos um pequeno
aumento nos niveis séricos quando comparados aos pacientes sem tratamento,
porém, este aumento nao foi significativo demonstrando uma tendéncia a elevar-
se com o tempo de tratamento. Esta resposta vem ao encontro com a resposta
clinica dos pacientes, que, com o0 tratamento por reposicdo enzimatica,
apresentam melhora em seu quadro 6sseo e visceral. O aumento do TNF
poderia induzir um aumento na permeabilidade das membranas do endotélio,
como ja foi demonstrado (Walsh et al. 1991) facilitando a circulagcdo o que
diminuiria o quadro viceral e 6sseo (Walsh et al. 1991).

Assim como o TNF-a a interleucina 17a pode acelerar a resposta
inflamatdria pela estimulagéo de varios tipos de citocinas inflamatorias. A IL-17a
desempenha funcGes de protecdo e defesa do hospedeiro contra certos
patdgenos nas barreiras epiteliais e mucosas (Ma et al. 2015). Foi descrita com
importante citocina inflamatéria na rota de infec¢cdes bacterianas e fungicas, e
em doencas inflamatorias do intestino, onde o0s niveis séricos de IL-17a

apresentam-se aumentados (Wang et al. 2014). A citocina IL-17a tem sido
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associadas a varias doencas autoimunes, incluindo a esclerose multipla, artrite
reumatoide, doenca inflamatoria do intestino e psoriase (Ma et al. 2015).

Como a IL-17a n&o possui fungcdo bem elucidada no processo
inflamatorio da DG, optamos por comparar seus niveis nestes pacientes com e
sem tratamento. Contudo, ndo observamos nenhuma diferenga significativa, o
gue mostrou que esta interleucina ndo parece ser uma boa ferramenta para o
acompanhamento dos pacientes DG tipo 1 em tratamento por reposi¢ao
enzimética. Os trabalhos que descrevem elevagcbes nos niveis da IL-17a,
geralmente estdo envolvidos com doengas que, na grande maioria, apresentam
sintomas intestinais assim como a Doenca de Crohn e colite ulcerativa, um
sintoma que nao é caracteristico de pacientes com DG o que pode explicar o
fato desta interleucina ndo estar elevada nestes pacientes (Sahin et al. 2014;
Wang et al. 2014).

O célcio é um segundo mensageiro intracelular universal bem
conhecido, que desempenha um papel regulador nos processos como a
condugédo e transmissao de impulsos nervosos, contragdo muscular, motilidade,
crescimento e diferenciacdo celular, expresséo génica, correlacao entre enzimas
de diferentes sistemas, apoptose e necrose. As proteinas S100 constituem uma
das familias de proteinas envolvidas nestas atividades fundamentais, pois sao
proteinas céalcio moduladoras (Donato 2001; Michelakakis et al. 2007).

Em humanos o aumento dos niveis séricos da S100B esta amplamente
relacionado com danos cerebrais como traumas e isquemia, doencas
neurodegenerativas, neurometabolicas, inflamatorias e doencas psiquiatricas

(Michelakakis et al. 2007).
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A S100B como descrito na literatura, € utilizada com um marcador de
dano neuronal e inflamatério. Pacientes DG tipo 1 apresentam amplo espectro e
grau de envolvimento visceral, incluindo organomegalia, anemia,
trombocitopenia, dor 6ssea e doencas Osseas destrutivas, ndo apresentando
acometimento no sistema neuronal. Levando-se isto em consideragéo, n&o eram
esperadas altera¢des nos niveis desta proteina.

Em nosso trabalho pacientes DG ndo apresentaram diferenca
significativa nos niveis de S100B, quando comparados aos controles saudaveis
e aos grupos de pacientes em tratamento por reposicdo enzimatica. Em
pacientes com DG tipo 1, a S100B né&o pode ser considerada uma ferramenta no
acompanhamento do tratamento.

Levando em consideracdo o amplo quadro inflamatério apresentado por
pacientes DG devido a presenca de células de Gaucher, células estas que sao
resultado do acumulo de glicosilceramidas, seria esperada a producdo de uma
elevada concentracdo de espécies reativas, principalmente as espécies reativas
de oxigénio (EROs) que ganham destaque pela grande reatividade e os danos
gerados as biomoléculas.

Radicais livres e EROs sdo compostos com alto poder oxidativo, que se
ligam a uma vasta gama de macromoléculas como DNA, lipideos e enzimas.
Ligam-se, normalmente, para se estabilizar e estabilizar também o elétron
desemparelhado (altamente reativo) que esta no udltimo orbital atdmico da
molécula. O balanco entre as espécies reativas e as defesas antioxidantes
determina o grau do estresse oxidativo do organismo. O aumento nos niveis de
espécies reativas pode resultar em danos a macromoléculas e constituintes

celulares. Sinais de extresse oxidativo como envelhecimento e morte celular
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significam que rotas redox do metabolismo sofreram alguma modificacdo ou
prejuizo (Villani et al. 2009).

Os lisossomos sao muito suscetiveis ao estresse oxidativo, espécies
reativas danificam os lisossomos colocando em perigo a sua permeabilidade
(Reolon et al. 2009). Ceramidas e glicoesfingolipidos que estdo no interior do
lisossomo estdo envolvidos em vias de transducdo de sinal que causam a
formacdo de EROs. Portanto, o desequilibrio na via dos glicoesfingolipidos
caracteristica da DG, pode contribuir para o aumento do nivel basal de EROs
nas células de Gaucher (Zahran et al. 2015).

Com a presenca de células de Gaucher era esperado encontrar algum
desbalanco do equilibrio redox pela producéo excessiva de EROs, mas nao foi o
que nosso trabalho demonstrou. Observamos que houve a producao de EROs
porém estas ndo levaram a um quadro de estresse oxidativo. Isto pode ter
ocorrido devido a adaptacdo das condicbes basais dos lisossomos para sua
sobrevivéncia. Essa adaptacdo sugere um controle intracelular, pois foi
demonstrado um aumento nos marcadores intracelulares (CAT, SOD e SH),
engquanto nao houve alteragdes nos marcadores de membrana celular (TBARS e
carbonila), sem causar efeito sobre a peroxidacéo lipidica e danos as proteinas.

Quitinases sdo enzimas responsaveis pela hidrolise de quitina e séo
encontradas em varias espécies de invertebrados. Uma enzima analoga a estas
enzimas nos humanos € a quitotriosidase, secretada em grandes quantidades
por macrofagos ativados (GIRALDO et al. 2001).

A QT esta relacionada com a DG, e acredita-se que o aumento da
atividade da QT deve-se a presenca das células de Gaucher e o processo

inflamatoério que estas desencadeiam. Este aumento na atividade da enzima QT
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na DG pode chegar a 600 vezes quando comparado a atividade encontrada em
individuos normais, cuja atividade esta dentro da faixa de 32- 180nmol/h/ml em
nosso laboratério (Goldim et al. 2012). Esse aumento da atividade em pacientes
DG é facilmente identificado e por isso, é considerado um biomarcador para a
doenca. A relacdo entre o aumento da atividade da QT e a DG ainda é
desconhecida, contudo observou-se que com a TRE h& um decréscimo nessa
atividade, sendo este considerado o melhor e mais usado parametro para
avaliacdo da eficacia do tratamento (Rodrigues et al. 2009; Sheth et al. 2010).

Embora a atividade da QT esteja aumentada na DG e com o tratamento
ela diminua, ela, em algum momento do tratamento, estabiliza, nunca chegando
a niveis normais. Por esse motivo ndo sabemos se a dose de enzima artificial
usada no tratamento esta correta ou deveria ser diminuida ou aumentada.

A IL-6, uma citocina pro-inflamatoria, € produzida por muitos tipos de
células incluindo macréfagos e tem sido implicada na fungdo de modulacdo dos
macréfagos com o aumento da idade. Esta também é capaz de modular a
transicdo da inflamagé@o aguda para cronica, alterando o infiltrado leucocitario a
partir de neutréfilos polimorfonucleares de mondcitos e macréfagos
(Ramanathan et al. 2013). Pode ser produzida por osteoblastos, mas o
mecanismo de producdo ainda ndo estd bem elucidado. Por isso, concentragfes
elevadas de IL-6 no plasma de pacientes DG podem ser relacionadas ao
desenvolvimento de lesdes ésseas, sintoma normalmente associado a esta
doenca (Hughes & Howells 1993).

Observamos neste trabalho que os niveis de IL-6 em pacientes DG sem
tratamento sao significativamente maiores quando comparados aos individuos

normais, o que poderia estar relacionado com a presenca de lesbes Osseas.
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Observamos também, que, com a instituicdo do tratamento estes niveis reduzem
significativamente, resultado possivelmente da melhora clinica dos pacientes.

Visto que, tanto a QT quanto a IL-6 estdo relacionadas com 0 processo
inflamat6rio, e encontram-se aumentadas na DG, neste trabalho
correlacionamos estes dois parametros, a fim de encontrar uma nova ferramenta
para auxilio no diagnostico e acompanhamento dos pacientes DG. Esta
correlacdo mostrou-se significativa em pacientes DG em tratamento,
demonstrando que quanto maior a diminuicdo da atividade da QT, devido a
eficacia do tratamento, menor os niveis de IL-6 no plasma destes pacientes.

Calculamos também uma relacéo entre a atividade da QT e os niveis de
IL-6. Essa relagdo mostrou-se significativa quando comparado os grupos DG e
C, DG e DG<10 e DG e DG>10, o que pode ser usado como ferramenta no
acompanhamento dos pacientes DG, embora ndo haja diferenca entre o tempo
de tratamento.

Apbs analisar as correlacdes e a relagdo entre a QT e a IL-6 dos grupos
estudados neste trabalho, observamos que a IL-6 funciona de maneira
semelhante a QT, ou seja, ap6s um periodo prolongado de tratamento a IL-6
estabiliza em um patamar superior aos niveis considerados normais, 0 que nao
seria ideal para um novo biomarcador. Porém, esse parametro pode ser
utilizados em pacientes que possuem mutagdes no gene que codifica a QT,
servindo como ferramenta no diagnéstico e acompanhamento destes pacientes.
Estes pacientes possuem deficiéncia na atividade da QT e, quando séao
individuos com doenca de Gaucher, a atividade desta enzima ndo pode ser
utiizada como biomarcador em nenhuma fase do tratamento. Com isso,

podemos sugerir que a dosagem dos niveis séricos de IL-6 seja inserido nos
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protocolos clinicos da doenca de Gaucher como biomarcador da eficacia do
tratamento.

Sendo assim, os resultados deste trabalho demonstraram que o acumulo
de glicosiilceramidas nos lisossomos gerou alteragbes no organismo dos
pacientes com DG como aumento da atividade da QT, aumento nos niveis de
citocinas inflamatérias como IL-6 e também um aumento nas defesas
enzimaticas e ndo enzimaticas sem causar efeito sobre a peroxidacéo lipidica e

danos a proteinas.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados neste estudo com pacientes
Gaucher tipo 1 sem tratamento e com tratamento por reposicdo enzimatica

inferior e superior a 10 anos, foi possivel concluir que:

1. O nivel de IL-6 no plasma de pacientes DG foi significativamente maior
comparado ao grupo C e pacientes DG<10 e DG>10; demonstrando que a
IL-6 pode ser uma boa ferramenta para diferenciar o grupo de pacientes sem
tratamento daqueles com tratamento inferior e superior a 10 anos e entre

estes e os individuos saudaveis.

2. O nivel sérico do TNF-a ndo apresentou diferencas significativas entre os
pacientes DG com e sem tratamento e entre estes e os individuos
saudaveis; demonstrando ndo ser uma ferramenta para acompanhamento

de pacientes DG;

3. A IL-17a n&o apresentou diferenca significativa entre os grupos de pacientes
analisados e entre estes e os individuos normais, demonstrando nao ser

uma ferramenta para o diagnostico e avaliacdo do tratamento da DG;

4. A proteina S100B nao apresentou diferenca significativa entre os grupos de
pacientes analisados e entre estes e os individuos normais, demonstrando
ndo ser uma ferramenta para o diagndstico e avaliacdo do tratamento da

DG;
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5. Pacientes com doenca de Gaucher apresentam aumento na producao de

espécies reativas, contudo estas ndo foram capazes de gerar um dano

oxidativo, possivelmente por um aumento nas defesas antioxidantes do

organismo. Pois:

a)

b)

d)

A maior quantidade de sulfidrilas foi encontrada em pacientes DG
comparado aos controles saudaveis, indicando que a ampla atividade do
grupo SH pode estar diretamente relacionada ao controle da peroxidacéo
lipidica.

Nao foi encontrada diferenca significativa nos niveis plasméaticos de
TBARS, marcador de peroxidacéo lipidica, entre os grupos estudados.
N&o foram encontradas mudancas entre os valores de grupos carbonila,
em pacientes GD.

Observou-se um aumento na quantidade de atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT) em pacientes em comparagdo com
individuos saudaveis.

Observamos também um aumento dos niveis de SOD em pacientes GD
em comparacao aos individuos saudaveis, o que pode explicar o controle
dos niveis de anions superoéxido, porque o aumento dos niveis de SOD
evitaria uma alteracdo nos processos de oxidacao, tais como danos de

proteina.

6. Ha uma correlacéo entre a atividade da enzima quitotriosidase e os niveis de

interleucina 6 no plasma de pacientes com doenca de Gaucher apos

instituicdo do tratamento por reposicao enzimatica.
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7. A relacdo entre a QT e a IL-6 apresentou diferenca significativa entre o
grupo DG e os demais grupos. Com isso, a IL-6 mostrou funcionar de forma
semelhante a QT podendo ser utilizada como ferramenta para o diagndéstico
e acompanhamento da TRE nos pacientes DG, principalmente em pacientes

gue apresentam deficiéncia na QT.

Com isso, conclui-se que o0s processos inflamatorios e oxidativos
ocorrem nos pacientes com doenca de Gaucher, mas na sua grande maioria nao
apresentaram-se como boas ferramentas para o0 acompanhamento destes
pacientes durante o tratamento por reposi¢cdo enzimatica, exceto a interleucina 6
que demonstrou ser uma forte candidata a novo biomarcador para a doenca
podendo ser utilizada concomitantemente a quitotriosidase ou em substituicdo a

essa quando o paciente apresentar deficiéncia na atividade desta enzima.
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