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.1.RESUMO

Um aumento acentuado da atividade da quitotriosidase (QT) tem sido
encontrado em plasma de pacientes afetados por varias esfingolipidoses, incluindo a
doenca de Gaucher tipo | (DG), a doenca de Krabbe (DK) e a gangliosidose GM1
(GM1). Na DG, causada pela deficiéncia da enzima glicocerebrosidase, a QT é
considerada um marcador auxiliar no diagnostico desta enfermidade. J4 nas DK e GM1
causadas, respectivamente pelas deficiéncias na atividade das enzimas
galactosilceramidase e -galactosidase, ha um aumento moderado da atividade da QT.

O objetivo inicial do presente trabalho foi o de caracterizar as propriedades
cinéticas da enzima quitotriosidase em plasma de pacientes com as DG tipo I, DK, GM1
e heterozigotos para a DG tipo | (HG), bem como comparar essas propriedades entre
0s varios grupos e com as de individuos normais. Verificamos inicialmente que nos
pacientes com DG tipo | a atividade plasmatica da QT apresentou-se muito acima da
normalidade (em média 600 vezes), 0 mesmo ocorrendo em individuos com DK (em
média 12 vezes) e com GM1 (em média 15 vezes). No que se refere as propriedades
cinéticas, observamos que o pH 6timo da QT dos pacientes com DK e GM1 foi superior
ao dos controles, enquanto a QT de homozigotos (DG) e heterozigotos para DG (HG)
teve um pH 6timo inferior ao dos controles. Além disso, o maior Km observado para a
QT foi observado em pacientes com GM1, seguido daquele com DG, que foram muito
superiores aos Km de todos os outros grupos (DK, HG e controles), refletindo uma
menor afinidade da enzima pelo substrato nos pacientes com GM1 e DG. Além disso, o
Km dos pacientes com DK e HG foram, respectivamente, superior e inferior ao dos
controles. J& no que se refere a velocidade maxima (Vmax) Observou-se um aumento
acentuado desse parametro no grupo DG tipo |, seguindo-se do GM1 e DK,
relativamente aos grupos controle e HG. Esses achados foram semelhantes aos
encontrados para a atividade da QT nos grupos estudados. Finalmente verificamos que
a QT de individuos normais é muito mais termoestavel relativamente a QT dos
pacientes com DG tipo I, DK e GM1, bem como ao grupo HG.

E possivel que as variagbes das propriedades cinéticas da QT entre os vérios
grupos analisados em relagdo aos controles e também aos HG possam potencialmente
representar marcadores bioquimicos simples e rapidos na diferenciacao de individuos
homozigotos para algumas dessas doencas lisossomais, bem como de HG com
individuos normais. Estes resultados indicam, portanto, que individuos normais podem
ser diferenciados dos HG através do pH 6timo, Km e termoestabilidade da QT.

O préximo objetivo de nossa investigacao foi comparar as propriedades cinéticas
da quitotriosidase em pacientes com a DG tipo | nao tratados e em tratamento com
terapia de reposicao enzimatica. Verificamos que a atividade da enzima apresentou um
decréscimo ao longo do tratamento e que o Km se elevou significativamente em relacao
aquele do inicio do tratamento, enquanto as outras propriedades (Vmax, pH 6timo e
termoestabilidade) ndo foram alteradas. Embora ndo se tenha uma explicagdo no
momento para o aumento do Km com o tratamento, podemos supor que isoenzimas da
QT com uma afinidade menor ao substrato (maior Km) pudessem ser mais expressas
no sangue dos pacientes tratados.

Também medimos e comparamos 0s niveis dos fatores pré-inflamatérios
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no plasma de pacientes
com DG tipo |, DK, GM1, HG e de individuos normais. Observamos que tanto a IL-6



quanto o TNF-a apresentaram concentragdes plasmaticas aumentadas nos pacientes
com DG tipo I, DK e GM1, bem como nos HG relativamente aos controles. O aumento
verificado nas concentracoes plasmaticas de TNF-a nos pacientes afetados por DG tipo
I, GM1 e DK foi aproximadamente de 3 a 4 vezes superior ao dos controles. Ja as
concentragoes plasmaticas de IL-6 nesses mesmos pacientes foram superiores a dos
controles na ordem de magnitude de 3 (DG tipo | e HG), 5 (GM1) e 15 (DK) vezes,
indicando que esse parametro € mais sensivel que o TNF-a na diferenciagdo entre os
individuos normais e os com as doencas lisossomais estudadas. Esses achados
indicam uma ativagéo do sistema imunolégico a nivel sistémico nos pacientes com as
doencas lisossomais acima descritas, bem como nos HG.

Além disso, observamos que os niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a ndo estavam
correlacionados com a atividade e as propriedades bioquimicas da QT, bem como com
as atividades da B-glicosidase, galactocerebrosidase e (B-galactosidase, indicando que
0 processo inflamatorio sistémico detectado no plasma dos pacientes com DG tipo |,
DK e GM1 por niveis elevados de IL-6 e TNF-a ndo esta associado a atividade ou as
propriedades cinéticas da QT e com a atividade das enzimas deficientes nestas
doencas.

Também investigamos associagdes entre o0 sexo, algumas manifestacdes
clinicas comuns encontradas nos pacientes com DK, GM1 e entre a atividade e as
propriedades cinéticas da QT com os niveis das citocinas IL-6 e TNF-a em plasma
desses individuos. Verificamos que o0 sexo ndo alterou significativamente nenhum
desses parametros. Ja nos pacientes com GM1 a presenga de hepatomegalia
associou-se a uma elevagao da atividade e da Vmax da QT, indicando que esse sinal
clinico possa estar relacionado a uma ativacdo do sistema imunolégico. Ainda nos
pacientes com GM1, foi verificado que a presenca de convulsées nos mesmos
associou-se a uma menor Vma da QT e a niveis baixos de TNF-a. Nenhuma outra
associacao significante nesses parametros pode ser verificada nos pacientes com DK e
GM1.



.2. ABSTRACT

Sphingolipidoses are lysossomal storage disorders characterized by the
accumulation of sphingolipids in one or more tissues of the affected individuals as a
result of a primary deficiency in activity of lysosomal enzymes or their activating proteins
involved in routes of degradation. A high elevation of chitotriosidase enzyme has been
found in plasma of patients affected by several sphingolipidoses, such as Gaucher
Disease type 1 (GD), Krabbe Disease (KD) and GM1 Gangliosidosis. In GD, caused
by deficiency of glucerebrosidase enzyme, chitotriosidase (CT) activity is very high in
plasma of affected patients, been considered a useful marker in the diagnosis of this
disease. On the other hand, in DK and GM1, due respectively to a deficiency in the
galactocerebrosidase enzyme and B-galactosidase enzyme, there is a moderate
increase of CT activity.

The initial objective of this study was to characterize the kinetic properties of
chitotriosidase enzyme in plasma of patients with GD type I, KD, GM1 and
heterozygotes for GD type | (HG) and compare these properties among the various
groups and with those of normal subjects. We noticed initially that in patients with GD,
CT activity was much higher than in normal individuals (600 times on average), the
same occurred in DK patients (increased 12 times on average) and GM1 patients
(increased 15 times on average). Concerning the kinetic properties, we observed that
the optimum pH of CT in patients with KD and GM1 was higher than in controls,
whereas homozygotes and heterozygotes for GD the CT had an optimum pH lower than
that of controls. Moreover, the highest Km of CT was observed in GM1 patients,
followed that with DG, which were much higher than the Km of all other groups (DK, HG
and controls), reflecting a lower affinity of the enzyme by the substrate in patients with
GM1 and DG. Furthermore, the Km of patients with KD and HG were respectively higher
and lower than of controls. Besides, regarding to the Vmax, there was an increase of
this parameter in GD type |, followed by GM1 and KD, relatively to controls and HG.
These findings were similar to those found for CT activity in the groups studied. Finally,
we noted that CT activity of normal individuals was much more stable to heating,
compared to CT of patients with GD, KD and GM1, and HG group.

It is possible that the changes in the kinetic properties of CT between different
groups in relation to controls and also to HG could potentially represent rapid and simple
biochemical markers in the differentiation of individuals homozygous for some of these
lysosomal diseases, as well as HG from normal subjects. These results indicate
therefore that normal individuals can be distinguished from HG through optimum pH ,
Km and thermostability of the CT.

The next objective of our research was to compare the kinetic properties of CT in
patients with GD type | under enzyme replacement therapy (imiglucerase) from those
withouth treatment. We found that the enzyme activity was decreased and the Km
increased significantly during treatment, while the other properties (Vmax, optimum pH
and thermostability) were not altered by treatment. Although at the moment we do not
have an explanation for an increase of CT with treatment, we may presume that CT
isoenzymes with a lower affinity to the substrate (increased Km) are more expressed in
blood of treated patients.



We also measured and compared the levels of the pro-inflammatory interleukin-6
and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) in plasma of patients with DG type |, DK, GM1,
HG and normal individuals. We observed that both IL-6 as TNF-a concentrations were
significantly increased in plasma from patients with type | DG, DK and GM1, as well as
in HG compared with controls. The increase observed in plasma concentrations of TNF-
a in patients affected by type | DG, GM1 and DK was approximately 3 to 4 times higher
than that of controls. Furthermore, the plasma concentrations of IL-6 in these patients
were higher than controls in the order of magnitude of 3 (type | DG and HG) , 5 (GM1)
and 15 (GM1) times, indicating that this parameter is more sensitive than TNF-a in the
differentiation between normal subjects and patients with the lysosomal diseases
studied. These findings indicate an activation of the immune system at the systemic
level in patients with the lysosomal diseases above described, as well as in HG.

We also observed that IL-6 and TNF-a were not correlated with the activity and
biochemical properties of CT, as well as with the activities of B-glicosidase,
galactocerebrosidase and B-galactosidase, indicating that the systemic inflammatory
process found in plasma of patients with GD type |, KD and GM1 detected by high
serum levels of IL-6 and TNF-a is not associated with the activity and the kinetic
properties of QT and with the activity of the enzymes deficient in these diseases.

We also investigated associations between sex, some clinical manifestations
found in patients with KD, GM1 and between the activity and the kinetic properties of CT
and the levels of citokines IL-6 and TNF-a in plasma of these individuals. We verified
that the sex did not significantly alter any of these parameters. Furthermore, in GM1
patients, the presence of hepatomegaly was associated with an elevation of QT activity
and Vmax, indicating that this clinical sign may be related to an activation of the immune
system. Still in GM1 patients, we observed that the presence of seizures was associated
with a decreased CT Vmax and TNF-a. No other significant alteration in these
parameters could be verified in patients with DK and GM1.



1.2.LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A: base adenina

B-gli: B-glicosidase

C: base citocina

Cer: ceramida

DG: doenga de Gaucher tipo I

DK: doenga de Krabbe

DLD: doenga lisossomica de depdsito

DNP: doenca de Niemann-Pick

EC: enzyme classification (classifica¢do das enzimas)
ECA: enzima conversora da angiotensina

EIM: Erros Inatos do Metabolismo

G: base guanina

Gal: galactose

Gal-Cer: galactosilceramida

GALC: galactosilceramidase

Gal-Glc-Cer: lactosilceramida

GalNac: N-acetilgalactosamina

Glec: glicose

Glc-Cer: glicosilceramida

GlcNac: N-acetilglicosamina

GELs: glicoesfingolipidios

GM1: monosialogangliosidio 1

GM2: monosialogangliosidio 2

GM3: monosialogangliosidio 3

HG: heterozigoto para doenca de Gaucher tipo |
HPLC: cromatografia liquida de alta performance
IL-6: interleucina 6

IL12: interleucina 12

IL18: interleucina 18

Km: constante de Michaelis-menten

L-Fuc: fucose



LAMP: proteina de membrana associada a lisossomo
LDM: leucodistrofia metacromatica

Man: manose

MHC Classe I : antigeno classe I do Complexo de Histocompatibilidade Principal
MHC Classe II: antigeno classe II do Complexo de Histocompatibilidade Principal
MIP-10 : proteina inflamatéria de macréfagos 1-o

M6P: manose-6-fosfato

NK: natural killer

NB-DNJ: N-butildeoxinojirimicin

Neu Ac: 4cido N-acetil neuraminico ou 4cido sidlico
OMS: Organizagdao Mundial da Satde

PARC: Pulmonary and activation — regulated chemokine
PCR: reacdo em cadeia de polimerase

PPCA: proteina de protecdo a catepsina a

QT: quitotriosidase

RER: reticulo endoplasmatico rugoso

RNPM: retardo neuropsicomotor

SAP: saposinas

SAP A: saposina A

SAP B: saposina B

SAP C: saposina C

SAP D: saposina D

SNC: Sistema Nervoso Central

T: base timina

TG: terapia génica

TMO: transplante de medula éssea

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

TRE: terapia de reposi¢ao enzimatica

TRS: terapia de redugdo de substrato

TRAP: fosfatase 4cida tartarato resistente

pM: micromolar
Vmax:e Velocidade méaxima



I. INTRODUGCAO

I.1. Erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) correspondem a um grupo de doencas
genéticas causadas pela alteracdo ou auséncia de sintese ou degradacdo de uma
proteina, geralmente uma enzima, afetando seu funcionamento normal (Scriver et al,
2001).

O termo EIM foi proposto por Sir Archibald Garrod em 1902. Garrod, através de
seus estudos sobre a alcaptonuria, pentosuria, albinismo e cistindria, observou que os
individuos afetados apresentavam concentracdo anormal de substancias endogenas,
sugerindo a presenca de defeitos pontuais no metabolismo dessas moléculas
(Waber,1990). Na década de 40, Beadle e Tatum desenvolveram a idéia de que o
processo metabodlico se desdobra em etapas, cada uma delas controlada por uma
enzima especifica. Essa nova teoria fortaleceu a hipétese de Garrod acerca da
existéncia dos EIM (Mueller e Young,1995).

Segundo Sinclair (1982), os EIM podem ser classificados de acordo com a
repercussao celular e metabdlica do defeito associado:

1) EIM envolvendo disturbios do transporte como, por exemplo, as deficiéncias

de dissacaridases, defeito no transporte de magnésio e a doenga de Hartnup.

2) EIM envolvendo disturbios de armazenamento, degradacao e secrecao como,

por exemplo, as doencas lisossdmicas de deposito (DLD).
3) EIM envolvendo disturbios da sintese como a hiperplasia adrenal congénita

que possui um defeito na sintese do cortisol.



4) EIM envolvendo disturbios do metabolismo intermediario como a

hiperfenilalaninemias, tirosinemias e homocistinuria.

Segundo Wapper (1993), os EIM sdo na sua grande maioria, de heranca
autossémica recessiva havendo um risco de 25% de nascer um individuo afetado
quando os pais sao heterozigotos. Alguns EIM possuem heranca ligada ao X, sendo o
risco de recorréncia de 50% a cada gestagdo para o sexo masculino e de 50% das
filhas serem portadoras. A incidéncia dos EIM individualmente é rara, mas quando
associados podem chegar a 1 caso para cada 500-1000 nascidos vivos (Nowacki et al.,

1997, Giugliani,1997).

l.2. Lisossomos: enzimas lisossomais

Lisossomos sao organelas citoplasmaticas acidas as quais contém numerosas
enzimas hidroliticas capazes de degradar a maioria das moléculas biologicas. Estas
organelas estdo envolvidas na morte de agentes infecciosos, tais como bactérias e
também lipoproteina de baixa mobilidade (Kornfeld, 1987; Neufeuld, 1991). As enzimas
lisossOmicas sao sintetizadas em polissomos ligados a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e (glicosiladas através da transferéncia de
oligossacarideos provenientes de dolicol-P-oligossacarideos. No RER, o peptideo
sinalizador € removido e as proteinas sao translocadas para o Complexo de Golgi onde
ocorre fosforilagcdo dos oligossacarideos. A fosforilacdo de certos residuos de manose
de enzimas hidrossollUveis é um processo que, entre outros resultados, culmina na
criacao dos sitios de reconhecimento do receptor manose-6-fosfato (M6P).

As vesiculas contendo glicoproteinas ligadas a receptores surgem do complexo

de Golgi e ligam-se a vesiculas pré-lisossdmicas, as quais sao mais acidas que as



provenientes do complexo de Golgi. Esta diminuicdo do pH promove a dissociacdo da
glicoproteina de seu receptor. Estes pré-lisossomos se fundem a lisossomos maduros
recebendo suas enzimas. Neste ponto os receptores de M6P retornam ao Complexo de
Golgi através de um grupo diferente de vesiculas (Kornfeld, 1987).

Este receptor que se dissocia da enzima é reciclado podendo ser utilizado varias
vezes. Caso nao ocorra acidificacdo, ndo ha dissociacdo do complexo enzima-receptor
e consequentemente o receptor M6P nao retorna ao Complexo de Golgi. Na caréncia
do receptor, glicoproteinas que deveriam ter como destino os lisossomos continuam na

via de secrecao e sao liberadas (Kornfeld, 1987).

1.3. Doencgas Lisossémicas de Depdsito

As doencas lisossébmicas de depdsito (DLD) compreendem um grupo de
aproximadamente 50 EIM caracterizados pelo armazenamento anormal de uma ou
mais macromoléculas nos lisossomos. A maioria delas ocorre ou pela deficiéncia em
uma unica enzima lisossomal, ou de um cofator essencial a atividade da enzima
lisossOmica ou ainda por um defeito de proteinas ativadoras (Neufeld, 1991; Wilcox,
1995; Aerts et al., 2003; Ginzburg et al., 2004; Sawkar et.al., 2006 ).

As DLD séo individualmente raras na populacdo, mas em conjunto tém uma
incidéncia aproximada de 1 caso para cada 5000 recém-nascidos vivos (Meikel et al.,
1997).

As DLD podem ser divididas em quatro grandes grupos de acordo com a
natureza do substrato acumulado (Watts, 2003):

a) Esfingolipidoses: deficiéncia na degradacao de esfingolipidios contendo trés

ou menos residuos de carboidratos;



b) Mucopolissacaridoses: deficiéncia de hidrolase lisossomal ou sulfatase
lisossomal que conduz ao acumulo de glicosaminoglicanos nos lisossomos e sua
excrecao na urina;

c) Glicoproteinoses: deficiéncia na clivagem sequencial de residuos de agucares
dos carboidratos das glicoproteinas;

d) Grupo heterogéneo formado por outras DLDs clinicamente intermediarias
entre esfingolipidoses e mucopolissacaridoses, como a mucolipidose.

A maior parte das DLDs possui uma variada heterogeneidade clinica — o0 mesmo
gene mutado pode causar uma série de fendtipos, variando desde os casos mais
brandos e tardios da doenca até a forma aguda, de morte precoce. A atividade residual
da enzima ja foi descrita como sendo um dos fatores que influencia a patogénese da
doenca. A auséncia de qualquer atividade residual enzimatica esta relacionada a um
quadro mais grave da doenca, enquanto que pequenas taxas de atividade podem
retardar o surgimento dos sintomas. Entretanto, diversos casos com uma atividade
residual relativamente alta foram associados a fen6tipos graves da doenca, indicando
qgue nao ha uma correlagao exata entre a atividade enzimatica e a gravidade do quadro

fenotipico (Sawkar, 2006 ).

1.4. Glicoesfingolipidios

Os glicoesfingolipidios (GELs) sdao componentes essenciais da membrana de
células eucarioticas. Eles sao sintetizados no reticulo endoplasmatico € no complexo de
Golgi. Localizados principalmente na camada externa da membrana plasmatica, sao
internalizados por endocitose e degradados dentro dos lisossomos (Van Meer e

Sprong, 2004; Sillence e Platt, 2004). Os GELs colaboram nas propriedades fisico-
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guimicas da membrana celular, possuindo importantes fungées em um grande numero
de processos de regulagéo celular, embora nosso conhecimento sobre o exato papel in
vivo desses compostos € ainda incompleto. De qualquer forma, sdo essenciais a vida,
visto até o presente momento n&o ter sido descritas doengas genéticas com déficit da
sintese dos GELs (Yamashita et al., 1999; Furukawa, 2004). No entanto, sao
conhecidos varios defeitos genéticos na degradagdo dos GELs, envolvendo
deficiéncias de enzimas lisossomais responsaveis pelo seu catabolismo.

Os GELs apresentam cerca de 300 estruturas diferentes entre si e sao
compostos de pelo menos 1 residuo de monossacarideo ligado a um aminoalcool
ceramida ou esfingosina que é inserido na bicamada lipidica. A presenca destas
moléculas na membrana plasmatica enriqguece a superficie externa da camada de
carboidratos deixando-a mais rigida e auxiliando a proteger a membrana de danos
quimicos e mecéanicos (Chester, 1999). Diversas outras funcdées dos GELs como
adesdo, crescimento, regulagdo e diferenciagdo celular tém sido observadas in vitro
(Yamashita et al., 1999; Sandhoff e Kolter, 2003).

Como todos os constituintes celulares, os GELs s&o continuamente sintetizados
e degradados. Tanto a via de sintese como a de degradacao, contém séries de
enzimas, sendo o resultante de uma reacao o substrato para préxima. Se umas das
enzimas faltar, a molécula nao é sintetizada, é imperfeita, ou ndo é degradada, gerando
desordens metabodlicas (Sandhoff e Kolter, 2003). Estas desordens metabdlicas
hereditarias sdo conhecidas por resultarem de defeitos nas enzimas lisossomais
envolvendo a degradacao dos GELs (Yamashita et al., 1999; Furukawa, 2004). Estas
desordens no armazenamento de GELs pertencem ao grupo das esfingolipidoses, na

qual o substrato da enzima deficiente acumula-se nos lisossomos das células
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(Futerman e van Meer, 2004). Um achado interessante é que os GELs também se
acumulam em algumas DLDs secundariamente ao acumulo do material de
armazenamento principal (Walkley, 2004). Por exemplo, no cérebro de pacientes com a
doenca de Niemann-Pick tipo A observou-se um armazenamento de gangliosideos
GM2 e GM3, enquanto que o material de armazenamento principal nesta desordem é a
esfingomielina (Brungraber et al., 1973; Rodriguez-Lafrasse e Vanier, 1999). Também
foi observado este fato em pacientes com a doenga de Niemann-Pick tipo C e nas
Mucopolissacaridoses tipos | e Ill, onde os materiais de armazenamento principais sao
o colesterol, dermatan sulfato e heparan sulfato, respectivamente (Hara et al., 1984;
Jones et al., 1997; Taniguchi et al., 2001; Ikonen, 2004).

Quando o catabolismo dos GELs esta alterado, diversas condi¢des patoldgicas
graves em humanos sao observadas. A freqiéncia individual das DLDs do tipo
esfingolipidoses nao € alta, mas, juntas, constituem um grupo significativo
apresentando uma freqiéncia de 1 em cada 18.000 nascidos vivos e representam a
causa mais frequente de doencas neurodegenerativas em criancas (Meikle et al.,

1999).

1.4.1. Biossintese dos glicoesfingolipidios

Os glicoesfingolipidios (GELs) sao sintetizados no complexo de Golgi por adicao
seqliencial de monossacarideos na ceramida através da acao de glicosiltransferases
(Figura 1) (Ichikiwa e Hirabayashi, 1998; Sandhoff e Kolter, 2003).

As duas principais familias dos GELs sao os neutros (séries lacto e globo) e os
gangliosidios. Os gangliosidios contém um ou mais residuos de acido sialico e sao

encontrados em todos os tecidos de mamiferos, embora estes sejam particularmente
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abundantes na superficie das células do sistema nervoso central (Lloyd e Furukawa

1998). Os GELs sao direcionados ao lisossomo onde sao degradados por uma agao

sequencial de glicohidrolases especificas (Schapiro et al.,1998; Sandhoff e Van Echten,

1993). Estas enzimas removem um GEL a cada etapa da rota de degradagéo (Figura 2)

(Sandhoff e Kolter,1996).
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Figura I.1:

Biossintese dos GELs, enfatizando a conversdo da ceramida em

glicosilceramida (glicocerebrosidio) através da acdo da ceramida glicosiltransferase. Os
nameros correspondem as enzimas responsaveis pela reacdo. [Adaptada de Platt et al.,

2003].
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Gal B3GalNAc B4
(GM1) Gal B4GlcCer
NeuAca3 (globosidio)
Gangliosidose GM1  GalNacp3Gala4GalB4GlcCer
p-Galactosidase

GalNAcpB Doenca de Sandhoff Hexosaminidase A e B
(GM2) Gal B4GlcCer Gal a4Galp4GlicCer
NeuAc a3
Tay-Sachs Doenca de Fabry
B-Hexosaminidase A e Sandhoff o-Galactosidase
(GM3) Gal B4GIcCer
NeuAc a3
Neuramlmdase
Gal B4GlcCer

B- Galactos1dase

GIcCer B-Glicocerebrosidase ou
Doenca de Gaucher tipo | p-Glicosidase

Arilsulfatase A Galactocerebrosidase Esfingomielinase
SOsH-GalCer + GalCer *—» Ceramida <+ Esfingomielina

Leucodistrofia
Metacromatica Doenca de Krabbe

Ceramidase
Esfingosina

Figura 1.2: Catabolismo dos GELs e as doengas associadas a deficiéncias de
hidrolases acidas lisossomais. A via de degradacdao contém séries de enzimas sendo o
resultante de uma reacao o substrato para a proxima. Mutacées que ocorrem nos genes
que codificam para estas enzimas sao responsaveis pela producdao de uma enzima
cataliticamente ineficiente. Se uma enzima apresentar-se ausente ou deficiente, ou
mesmo se apresentar alteragdes, a molécula ndo sera sintetizada, gerando as mais
diversas doencas metabdlicas. Os monossacaridios e ceramida sao reutilizados no citosol
(Gal=galactose; Glc=glicose; Cer=ceramida; GalNac=N-acetilgalactosamina; NeuAc=acido
N-acetil neuraminico ou acido sialico;GM1-2-3=monosialogangliosidio 1-2-3) (Adaptado de
Platt et al., 2003).
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1.4.2. Catabolismo dos glicoesfingolipidios

Os (glicoesfingolipidios (GELs) sao hidrolisados por enzimas lisossomais
especificas que clivam o grupo funcional carboidrato da regiao final ndo-reduzida do
GEL. O numero de monossacarideos na estrutura deste substrato é importante para
definir se o GEL sera hidrolisado através da enzima ou desta ultima em associagao a
proteinas ativadoras. O GEL que contém mais de quatro agucares em sua cadeia de
carboidrato € clivado apenas por enzimas.

De outra forma, os GELs que possuem cadeias curtas de carboidratos
necessitam enzimas e uma segunda molécula para serem hidrolisados. Estas
moléculas sao proteinas ativadoras de esfingolipidios (SAP ou saponinas). Devido a
especificidade, elas facilitam a degradacao de esfingolipidios ligados a membrana por
exohidrolases soluveis em agua (Mehl e Jatzkewitz, 1964; Morimoto et al., 1988).
Sao conhecidos quatro tipos de SAPs (SAP-A, SAP-B, SAP-C e SAP-D) derivadas de
uma unica proteina, precursora das SAPs ou prosaposina, através de protedlise (First
et al., 1988; O’Brien et al., 1988; Nakano et al., 1989).

Nas DLDs caracterizadas como glicoesfingolipidoses, a deficiéncia enzimatica
provoca o acumulo de substratos especificos (GELs) nos lisossomos, levando a varias

patologias (Figura I. 2).

1.5. Esfingolipidoses

Esfingolipidoses constituem um subgrupo das DLDs caracterizado pelo acumulo
de esfingolipidios em um ou mais tecidos como resultado da deficiéncia primaria da
atividade de enzimas lisossomais ou das suas proteinas ativadoras envolvidas nas

rotas de degradagdo. Assim, cada esfingolipidose é caracterizada pelo defeito na
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atividade de uma hidrolase lisossomal que degrada glicoesfingolipidios (GELs). Estas
doengas sao usualmente nomeadas conforme o substrato especifico acumulado e
representa a classe mais prevalente das DLDs. As esfingolipidoses também sao
consideradas como a causa mais comum de doencas neurodegenerativas pediatricas
(Ginzburg et al, 2004). Atualmente, das mais de 50 DLDs conhecidas,
aproximadamente um quarto destas doencgas é causado por defeito na degradagéo de
esfingolipidios (Kacher e Futermann, 2006).

Depois da descoberta dos lisossomos por Duve e da demonstragdo da primeira
enzima lisossomal defeituosa por Hers em 1963, a primeira deficiéncia enzimética de
uma esfingolipidose foi caracterizada em 1965. Aléem disso, todas as outras enzimas
lisossomais deficientes nestas doencas foram demonstradas nas ultimas trés décadas.
Em 1984, a primeira proteina ativadora foi detectada e dessa forma se expandiu o
conceito de esfingolipidoses. Nos anos posteriores, outros trabalhos levaram ao
conhecimento dos dominios funcionais moleculares das enzimas lisossomais.

As esfingolipidoses sao DLD progressivas e podem ser classificadas com os
tipos (variantes) infantil, juvenil e adulto de acordo com o inicio da doenga e com a
atividade residual das enzimas envolvidas. Entre estes tipos, o infantil apresenta o pior
prognostico. A maioria das formas é caracterizada por neurodegeneracao progressiva e
fatal no inicio da infancia. Elas resultam de mutacbes no gene que codifica as
glicosidases acidas ou cofatores protéicos, responsaveis pela remocao sequencial de
unidades de monossacarideos dos GELs nos lisossomos. Com exceg¢ao da doenca de
Fabry, que possui heranca ligada ao X, todas as outras esfingolipidoses possuem

heranca autoss6mica recessiva (Platt et al., 2003).
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Este grupo inclui as doencas de Gaucher tipos 1, 2 e 3, doenca de Fabry,
doenca de Tay Sachs, doenca de Sandhoff, gangliosidose GM1 e doenca de Krabbe.
Com excecado da doenca de Gaucher tipo 1, todas estao associadas com o acumulo de
GELs no sistema nervoso (Platt et al., 2003). E provavel que o envolvimento
neurolégico na maioria das esfingolipidoses se deva a presengca de grandes
quantidades de GELs no cérebro.

De uma forma geral, a apresentagcdo clinica das esfingolipidoses é muito
heterogénea, sendo que a evolugéo clinica dessas varia entre as mesmas e também
dentro de cada disturbio. Os mecanismos exatos de tal variagcdo nao sdao bem
conhecidos, mas provavelmente dependem da quantidade e do tipo de GEL acumulado
e da cascata patoldgica secundaria a este acumulo, levando a morte neuronal.

A atividade residual de cada enzima especifica varia com as varias mutagoes
dos genes envolvidos. Atividades enzimaticas residuais servem como referéncia para a
gravidade das manifestagdes clinicas, mas em alguns casos a severidade da doenca
pode ser independente da atividade residual da enzima. De uma forma geral, variantes
clinicas dessas doengas com inicio na infancia apresentam baixa ou nenhuma atividade
residual da enzima. Os individuos com a forma juvenil tém atividade enzimatica
detectavel, mas em baixo nivel, enquanto que na forma adulta ha uma maior atividade

enzimatica (Platt et al., 2003).
1.5.1. Diagnodstico das esfingolipidoses

A variabilidade da apresentacao clinica entre as diferentes esfingolipidoses e

mesmo dendro da mesma doencga, bem como a sintomatologia clinica inespecifica e a
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falta de laboratorios de referéncia para o diagnéstico indicam que a freqiiéncia desses
disturbios é subestimada.

Uma vez que as esfingolipidoses representam um grupo importante de doencgas
neurometabdlicas progressivas, devemos lembrar destas enfermidades toda vez que
estamos diante de um quadro de regressao neuroldgica (Arita, 2002).

Por outro lado, o diagnéstico dessas doencgas é fundamentalmente laboratorial. A
pesquisa de linfécitos vacuolizados e inclusGes citoplasmaticas em leucécitos do
sangue periférico, assim como a procura de células de acumulo na medula éssea séo
procedimentos Uteis para o seu diagnostico.

Atualmente o diagnéstico definitivo da maioria dessas doencas pode ser
realizado por método de analise das atividades enzimaticas e biologia molecular. Isso
permitiu ndo somente a identificacdo precisa das varias esfingolipidoses e suas
variantes, como facilitou a identificacdo de portadores e tornou-se mais pratico o
diagnostico pré-natal (Arita, 2002).

A tabela I.1 mostra as principais esfingolipidoses com os defeitos enzimaticos e
o GEL acumulado.

Pouco se conhece sobre os mecanismos patogénicos responsaveis pela
progressao clinica e que expliguem os achados bioquimicos das esfingolipidoses,
apesar dessas doencas ja terem sido descritas ha varias décadas e uma ampla gama
de funcbes terem sido atribuidas aos GELs (Bektas e Spiegel, 2004). No entanto,
modelos destas doencas em camundongos tém facilitado a elucidacao da patogénese e

consequentemente o desenvolvimento de estratégias terapéuticas (Ozkara, 2004).
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Tabela 1.1. Esfingolipidoses: defeitos enzimaticos e glicoesfingolipidios (GEL)

acumulados
Doenca Defeito enzimatico GEL acumulado
Gaucher glicocerebrosidase glicosilceramida, GM1,
GM2,GM3, GD3
Krabbe galactocerebrosidase galactosilceramida

Gangliosidose-GM1
Niemann-Pick A e B
Fabry

Leucodistrofia
Metacromatica

B-galactosidase
esfingomielinase
a-galactosidase A

arilsulfatase A

GM1, GM2 , GM3
esfingomielina,GM2, GM3
globotriaosilceramida

glicoproteinas sulfatadas,
glicolipidios e GM2

Ja foi proposto que os GELs acumulados nos lisossomos escapam dos mesmos

e ativam cascatas celulares moduladoras através da interacdo com enzimas de sintese

de fosfolipidios e proteinas envolvidas na homeostase do calcio. Isto pode estar

relacionado com o estimulo de apoptose e respostas de inflamagcao (Ginzburg et al.,

2004; Raas-Rothschild et al., 2004).

1.5.2. Tratamento das esfingolipidoses

Diferentes estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas para o tratamento

das esfingolipidoses, tais como a terapia de reposicao enzimatica (TRE), a terapia

génica (TG), o transplante de medula 6ssea (TMO), a terapia com chaperonas quimicas

e a terapia de reducao de substrato (TRS). O objetivo destas terapias é restabelecer a
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atividade enzimatica nos lisossomos. Isto ndo é simples para aquelas esfingolipidoses
com envolvimento do sistema nervoso central (SNC). Nesta situacao, a estratégia é
encontrar um agente terapéutico que possa atravessar a barreira hematoencefalica.
Estas estratégias tém sido testadas em modelos de ratos e em culturas de células de
pacientes (Schiffmann e Brady, 2002; Jeyakumar et al., 2002; Rorhbach e Clarke, 2007;
Suzuki, 2008).Um outro aspecto importante € prevenir 0 aparecimento da doenca

através do diagnéstico pré-natal, quando possivel.

I.6. Quitotriosidase

1.6.1. Aspectos bioquimicos e moleculares da quitotriosidase

A quitotriosidase (QT), uma quitinase (EC 3.2.1.14) integrante da familia de 18
glicosilhidrolases (Aguilera et al., 2002), tem capacidade de hidrolisar quitina. E uma
enzima secretada por macréfagos ativados do organismo (Hollak et al., 1994), sendo
que, sob condicdes patolégicas especificas, estes macréfagos podem produzir grandes
quantidades desta enzima (Hollak et al., 1994; Malaguarnera et al., 2004).

Quitina é um glicopolimero de N-acetilglicosamina, estando presente como
componente estrutural em diversas espécies de seres vivos, como por exemplo, na
parede celular de fungos, nematédeos, protozoarios e no exoesqueleto de diversos
insetos. A QT humana exibe uma sequéncia homdloga a outras quitinases de virus,
plantas, bactérias, fungos, nematddeos e insetos (van Eijk et al., 2005; Zheng et al.,
2005).

Fusetti e colaboradores (2002) sugeriram que a QT, que € encontrada em

diversas espécies de invertebrados, bactérias, fungos, insetos, plantas, virus,
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protozoarios e parasitas, aja como um inibidor com potencial quimioterapéutico nos
seres humanos. Neste particular, Vinetz e colaboradores (2000) verificaram que a
quitinase do Plasmodium falciparum é requerida para invasdo desse parasita no
intestino do mosquito transmissor da malaria. Suspeita-se também que a QT tenha
funcédo de defesa do organismo humano contra patdégenos compostos de quitina, pois
ela possui a capacidade de degradar tanto a quitina coloidal como a quitina da parede
celular do fungo patogénico Céandida albicans (Fusetti et al., 2002). Esta hip6tese
também foi levantada no estudo de Choi e colaboradores (2001) que demonstraram
que pessoas com deficiéncia na atividade da QT eram mais suscetiveis a infec¢des por
nematddeos.

A figura 1.3 mostra a reacao catalisada pela QT.

GIcNAcB1—3Galp1—4GIc1—1Cer

Lactotriosil-ceramida

quitotriosidase

GIcNAc + Galp1—-4Glcp1—1Cer

Figura I.3.: Reacao da quitotriosidase (Guo et al., 1995; Aguilera et al., 2003)
(Gal=galactose; Glc=glicose; Cer=ceramida; GlcNac=N-acetilglicosamina)

Foi também descrita por Boot e colaboradores (2001) a existéncia de uma
segunda quitinase da familia das glicosilhidrolases encontrada em mamiferos chamada

de amcase (AMC). Em contraste com a QT, a AMC é extremamente estavel em meio
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acido e apresenta um segundo pH o6timo. Esta enzima esta localizada no trato
gastrointestinal e nos pulmdes e tem a funcao de digestao e/ou defesa humana. A AMC
tem capacidade de degradar quitina presente em conchas e na parede celular de
fungos. Esta enzima, assim como a QT, possui um dominio catalitico N-terminal com
39 KDa e um dominio C-terminal de ligacdo a quitina separado por uma regiao de
dobradica (Boot et al., 2001).

Em seres humanos, ha duas isoformas distintas da QT; uma possui 50 KDa com
dois Pl de 7,2 e 6,5 e a outra possui 39 kDa com um Pl de 8,0 (Boot et al., 1995).
Renkema e colaboradores (1997) observaram que na extensdo C-terminal da isoforma
de 50 kDa estdo presentes acidos sidlicos contendo glicanos ligados ao oxigénio,
responsaveis pelos pontos isoelétricos heterogéneos desta isoforma. A maior parte da
isoforma de 50 kDa é secretada como tal, mas parte dela é transformada na isoforma
de 39 kDa por uma protedlise na carboxila terminal, com o posterior acimulo desta
isoforma (39 kDa) nos lisossomos. Além disso, foi verificado que o dominio da
carboxila terminal da isoforma de 50 kDa é responsavel pela forte ligacdo entre a
enzima e a quitina, um achado que nao é visto na isoforma de 39 kDa. Assim, apenas a
isoforma de 50 kDa pode se ligar a particulas de quitina.

Tjoelker e colaboradores (2000) mostraram, que 49 aminoacidos da porgcao C-
terminal da QT sao fundamentais para a ligacdo da enzima a quitina, sendo esta porcao
importante para direcionar a enzima para seu substrato. Também foi constatado que o
dominio de ligagdo a quitina depende, para sua funcionalidade, da estabilidade
estrutural da enzima que € mantida por ligacdes internas de dissulfeto e que este
dominio possui uma atividade antifungica independente da atividade catalitica da

enzima (Tjoelker et al., 2000).

22



Por sua vez, Quintana e colaboradores (2006), utilizando a técnica de
eletroforese dimensional em gel, identificaram cinco isoformas diferentes da QT em
plasma de pacientes com DG. Os autores demonstraram uma correlacao entre essas
isoformas e a atividade enzimatica da QT.

Boot e colaboradores (1998) observaram que o gene da QT esta situado no
cromossomo 1931-g32 e consiste de 20 kilobases distribuidas em 12 exons. Estes
autores verificaram que alguns individuos sdo homozigotos para uma mutagéo no gene
da QT. Esta mutagéo consiste na duplicacdo de 24 pares de base no exon 10 e resulta
em uma deficiéncia na atividade desta enzima. Esta mutagdo provoca a formacéo de
um novo sitio de clivagem, gerando um RNA mensageiro com uma dele¢do de 87
nucleotideos. Um em cada 20 individuos é completamente deficiente na atividade da
enzima, enquanto que em torno de 35 % dos individuos sao heterozigotos para esta
deficiéncia. Além disso, também foi descrito por estes pesquisadores que macréfagos
cultivados de individuos homozigotos para deficiéncia da QT possuem pouca
quantidade de RNA mensageiro e nao secretam a enzima (Boot et al., 1998). Além
disso, Masoud e colaboradores (2002) observaram que esta mutacdo nao se
correlaciona com nenhuma condicdo patolégica, sendo todos os individuos
homozigotos para esta mutacao, saudaveis.

Além disso, Choi e colaboradores (2001) verificaram que individuos do sul da
india deficientes na atividade da QT possuiam uma maior suscetibilidade a infecgdes
por nematédeos, mostrando a importancia da enzima na defesa contra patégenos.
Neste particular, nematédeos patogénicos sintetizam quitina em varios estagios de sua
vida e a QT parece interferir neste processo. Por outro lado, estudos em criangcas com

leucemia mieldéide aguda mostraram uma correlacdo positiva entre infeccbes por
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bactérias gram-negativas e a existéncia da duplicagdo em 24pb no gene da QT. O risco
destas infeccbes aumentou em criangas que possuiam esta mutacao (Lehrnbecher et
al., 2005). Estas observacdes indicam um importante papel da QT no controle de
doencas infecciosas endémicas causadas por patéogenos contendo quitina, como
nematodeos, fungos e bactérias.

Gianfrancesco e Musumeci (2004) analisaram o DNA de roedores e macacos
com a finalidade de verificar a existéncia do gene que codifica para a enzima QT.
Verificaram a presenca do gene nestas espécies, mostrando que a QT foi conservada
durante a escala evolutiva. Além disso, observaram que n&o foi encontrada nos
primatas a duplicagdo de 24 pares de base, ou seja, a mutagcdo que determina a
deficiéncia de atividade da QT. Esses resultados indicam que esse polimorfismo tenha
sido criado durante a evolugao humana.

No que diz respeito as propriedades cinéticas da QT, foram descritas algumas
caracteristicas cinéticas da enzima no plasma de individuos normais. Guo e
colaboradores (1995) determinaram como 5,2 o pH étimo da enzima e que a mesma
era estavel, armazenando-se amostras de plasma por até oito anos a —80 °C. Além
disso, estes pesquisadores verificaram que a QT também possui sua atividade
aumentada em quatro doencas de depésito lisossémico (doencas de Krabbe,
Gangliosidose-GM1 e Niemann-Pick tipo A e B), postulando-se entdao que os
esfingolipidios acumulados poderiam ter a capacidade de estimular os macréfagos a
produzir a QT (Guo et al., 1995). Além disso, Den Tandt e colaboradores (1997)
observaram que a atividade enzimatica da QT em amostras plasmaticas de individuos

normais era estavel mesmo quando incubada por 24 horas a 45 °C, enquanto que a

24



uma temperatura de 50 °C por 24 horas a enzima teve um decréscimo de 5 % em sua
atividade residual.

Em nosso trabalho anterior verificamos que a atividade da QT em pacientes com
as doencas de Gaucher e Niemann-Pick era, respectivamente, 600 vezes e 30 vezes
maior comparada a de individuos normais (Wajner et al., 2004). Além disso,
observamos diferengcas significativas nos parédmetros pH 6timo, Vmax e
termoestabilidade entre todos os grupos analisados. J4&, o Km da QT em individuos
normais foi diferente daquele de pacientes com as doencas de Gaucher e de Niemann-
Pick que néo diferiram entre si.

Apesar desses estudos, ndo se sabe ainda as fun¢des da QT em seres humanos
e tampouco sdo conhecidos 0s mecanismos exatos pelos quais a QT € produzida em
alta quantidade na DG e em outras esfingolipidoses ou se nestas situacdes ela possui
as mesmas propriedades cinéticas bioquimicas da enzima de individuos normais.
Acredita-se, no entanto, que a QT secretada pelos macréfagos € um reflexo de uma

resposta inflamatéria nessas doengas.

1.6.2. Doencas lisossomicas de depdsito com aumento da atividade plasmatica da

quitotriosidase

O aumento acentuado da atividade da quitotriosidase tem sido encontrado em
plasma de pacientes afetados por varias esfingolipidoses, incluindo a doenga de

Gaucher tipo |, a doenca de Krabbe e a gangliosidose GM1 (Barone et al., 2007).
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1.6.2.1. Doenca de Gaucher

Na doenca de Gaucher, uma DLD causada pela deficiéncia da enzima
glicocerebrosidase, a enzima QT geralmente esta com sua atividade muito aumentada
no plasma dos pacientes afetados, sendo assim um marcador auxiliando no diagnostico
desta enfermidade. Nesta doenca, devido a deficiéncia da glicocerebrosidase, ocorre
um acumulo de glicosilceramida nos lisossomos localizados dentro de macréfagos que
aumentam de volume e passam a ser chamados de células de Gaucher. Estas células
se acumulam principalmente no baco, figado e na medula 6éssea, ocorrendo
consequentemente hepatoesplenomegalia, bem como anemia e trombocitopenia (Chen

e Wang, 2008).

1.6.2.1.1. Apresentacao clinica

Trés variantes desta enfermidade sdo conhecidos.

-Doenca de Gaucher tipo | (DG tipo 1) € a forma mais prevalente chamada de
nao-neuropatica que se caracteriza pela auséncia de envolvimento neuroldgico.

-DG tipo 2, é uma forma mais rara chamada de neuropatica aguda,
caracterizando-se pelo aparecimento prematuro de um comprometimento neurolégico
severo, reduzindo a expectativa de vida para 2 ou 3 anos (Athens, 1998; Chen e Wang,
2008).

-DG tipo 3, chamada de doenca neuropatica sub-aguda ou crébnica,
caracterizando-se por uma progressao lenta com envolvimento neurolégico (Beutler e

Grabowski, 2001).
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1.6.2.1.2. Alteracoes metabdlicas

O defeito metabdlico primario desta doenca esta no bloqueio do metabolismo
lisossomal de glicosilceramida (glicocerebrosidio) e glicosilesfingosina. Na quase
totalidade dos pacientes este defeito se deve a deficiéncia da B-glucosidase
(glicocerebrosidase, glicosilceramidase). Raros casos do tipo 3 da doenca sédo devidos
a deficiéncia da saposina (SAP) SAP-C, necesséaria para a hidrolise in vivo de
glicosilceramida. O glicocerebrosidio acumula-se massivamente no figado e bago de
todos os pacientes com os trés tipos da doencga. A fisiopatologia da doenga € ainda
pouco conhecida (Vellodi, 2005). No entanto, a glicoesfingosina, um composto
altamente citotéxico, bem como o Ca?* e respostas inflamatérias parecem estar

envolvidas nesta enfermidade.

1.6.2.1.3. Aspectos genéticos

A doencga, com excecao da que se acompanha de deficiéncia da SAP-C, é
causada por mutagcées no gene da B-glicosidase acida (cromossomo 1g21). N370S, a
mutacdo mais comum em judeus Ashkenazim, também é frequentemente encontrada
em populagdes caucasianas. A mutacdo N370S estd sempre associada a um fenétipo
nao neuropatico, mesmo quando associada a outro alelo mutante. A patogenicidade da
enfermidade varia largamente entre os pacientes com o mesmo genotipo, incluindo
homozigotos para N370S (Sidransky, 2004; Amato et al., 2004; Lachmann et al., 2004).
A segunda mutacdo mais frequente, L444P esta mais associada com os tipos Il e Ill.

Alelos complexos causados por rearranjos genéticos sao mais frequentemente
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associados a formas mais severas, incluindo formas perinatais letais (Mignot et al,

2003).

1.6.2.1.4. Diagnéstico

Quando um paciente apresenta esplenomegalia ndo explicada, geralmente
encaminha-se este individuo com suspeita de DG para o diagnéstico laboratorial. Duas
caracteristicas importantes para o diagnostico da doenca sdo a presencga de niveis
elevados de fosfatase &cida no soro e a presencga de células de Gaucher na medula
O0ssea. As células de Gaucher devem ser diferenciadas de macrofagos gigantes que
sdo observados em enfermidades como leucemia mieldide crbnica, talassemias,
algumas leucemias agudas e outras. Estes macréfagos sdao menores, menos
numerosos € nao formam acumulos (Giraldo et al.,, 2001). Para o diagnostico
confirmatdério da doenca, realiza-se a medida da atividade da enzima
glicocerebrosidase em leucécitos (Beutler e Kuhl, 1970) ou em fibroblastos (Beutler et
al., 1971; Ho et al., 1972; Hultberg et al., 1973) utilizando-se o substrato artificial
fluorigénico. Individuos afetados possuem atividade enzimatica muito diminuida ou até
ausente.

No soro, os niveis de quitotriosidase, enzima conversora de angiotensina,
fosfatase acida tartarato resistente e a quemoquina CCL18/park, estdo tipicamente
muito elevados. Esses marcadores sao utilizados para monitorar pacientes em
tratamento.

O diagnéstico pré-natal também pode ser realizado em amostras de vilosidade

coridnica ou liquido amniético (Athens,1998; Beutler e Grabowski, 2001).
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.6.2.1.5. Tratamento

O tratamento para DG baseia-se na terapia de reposicao enzimatica (TRE),
transplante de medula 6ssea (TMO) e mais recentemente na terapia de reducao de
substrato (TRS).

A TRE baseia-se em infusdes quinzenais de uma enzima produzida pela técnica
do DNA recombinante utilizando-se culturas de células de ovarios de hamster chinés
(Genzyme.com), a imiglucerase (Aerts et al., 2006; Rohrbach e Clarke, 2007; Weinreb,
2008; Charrow, 2009).

A morbidade e mortalidade referente ao TMO limitaram seu uso para pacientes
com DG tipo 1. Para pacientes com a doenga neuropdtica cronica este procedimento
pode corrigir o defeito metabdlico, melhorando o comprometimento hematolégico e
visceral. Em alguns pacientes foi descrita uma estabilizagdo do comprometimento
0sseo e dos sintomas neuroldgicos (Cabello e Colombo, 2003).

Na TRS, uma pequena molécula, o miglustat (N-butyldeoxynojirimycin), inibe a
sintese de substratos acumulados na DG garantindo que a atividade residual da enzima
mutante seja suficiente para evitar o estoque patoldgico (Jakobkiewicz-Banecka et al.,
2007).
1.6.2.2. Doenca de Krabbe

Outra DLD onde ha um aumento moderado na atividade da quitotriosidase é a
doenca de Krabbe ou leucodistrofia globdide. A causa desta enfermidade é a
deficiéncia na atividade da enzima galactosilceramidase, ndo ocorrendo assim a

clivagem de galactosilceramida em galactose e ceramida.
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1.6.2.2.1. Apresentacao clinica

A DK leva a desmielinizacdo do sistema nervoso central e periférico. Sua
incidéncia é estimada em 1 para 100.000 a 200.000 recém-nascidos vivos. A forma
classica infantil ocorre em 85 % dos casos. Nesta, a doenga comeca a se manifestar
nos primeiros seis meses de vida (Hagberg et al., 1969). Os sintomas iniciais incluem
aumento de irritabilidade, choro, vOmitos e dificuldades com a alimentacgao,
hiperestesia, espasmos ténicos precipitados por luz ou barulho e sinais de neuropatia
periférica. Mais tarde ocorrem episodios hipertbnicos seguidos de opistétono com
membros superiores flexionados e membros inferiores extendidos. Com a progressao
da doenga ocorre a perda da visdo, seguido da perda de fungcéo bulbar e hipotonia. A
morte €& causada pela hiperexia, complicagdes respiratérias ou aspiracao,
classicamente antes dos 2 anos de vida, podendo ocorrer mais tardiamente. O

diagnostico clinico da doenga de inicio tardio é mais dificil.

1.6.2.2.2. Alteracoes metabolicas

A DK €& causada pela deficiéncia da enzima galactosilceramidase (ou
galactocerebrosidase), uma enzima lisossomal que catabolisa a galactosilceramida, o
principal componente lipidico da mielina, além de catabolisar a lactosilceramida e a
galctosilesfingosina. Para a degradagdo da galactosilceramida, necessita-se
adicionalmente a saposina A (SAP-A), tendo sido identificado um caso da doenca
causado pela deficiéncia desta proteina (Spiegel et al., 2005). A deficiéncia da
galactosilceramidase leva a um acumulo de galactosilceramida nas células globdides

(macrofagos multinucleares) encontradas em lesées desmielinizantes da substancia
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branca e também do metabdlito téxico galactosilesfingosina nos oligodendrdcitos e nas
células de Schwann. A psicosina, um composto altamente apoptético aumentado no
cérebro de pacientes, é considerada possuir um papel importante na patogénese da
doenca, especialmente no inicio com a destruicdo dos oligodendrdcitos, que é uma
caracteristica da forma infantil da doenga concomitante com a falta de mielinizagao

(Suzuki et al., 1998).

1.6.2.2.3. Aspectos genéticos

O gene da galactosilceramidase (GALC) esta localizado na regido q31 do
cromossomo 14. O complexo 502T/Del, um alelo mutante que esta associado a uma
grande delecdo e a um polimorfismo, parece provir da Suécia e estd associado a 50%
dos alelos mutantes em boa parte dos paises europeus e nos EUA. Os variantes
T513M e Y551S sédo também frequentes. O genétipo G270D é comum em pacientes de

inicio tardio (Wenger et al., 2000).

1.6.2.2.4. Diagnéstico

O diagnéstico definitivo € fundamentalmente realizado através da medida de
atividade da enzima galactocerebrosidase em leucdcitos e fibroblastos. Individuos
afetados possuem atividade enzimatica diminuida (Wenger et al., 2000). No entanto, ha
sintomas e sinais clinicos que devem levar a investigacao diagnostica da DK. Assim, a
velocidade de conducao nervosa motora é consistentemente baixa nas formas infantil e
juvenil, mas pode ser normal em pacientes adultos. A ressonancia magnética nuclear
mostra areas de imagens em T2 que se correlacionam bem com areas de

desmielinizacdo e acumulo de células globdides (Husain et al., 2004). Nos casos de
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inicio tardio, as imagens T2 podem mostrar areas de hiperintensidade mais localizadas
OU em poucos casos podem aparecer normais (Barone et al., 1996; Loes et al., 1999).
Nos casos infantis tipicos, a tomografia computadorizada mostrou atrofia cerebral
difusa com hipodensidade da substéancia branca. Calcificagées podem ser encontradas
no talamo, no ganglio basal e na substancia branca periventricular. Potenciais
evocados do tronco cerebral também foram estudados (Aldosari et al., 2004).

O diagnodstico confirmatério € realizado medindo a atividade da
galactosilceramidase em leucécitos ou em cultura de fibroblastos, utilizando um
substrato radioativo natural ou um substrato fluorogénico. O diagnostico pré-natal

também é realizavel.

.6.2.2.5. Tratamento

Na literatura ja foram descritos estudos com transplante de células tronco
hematopoiéticas em pacientes com a forma tardia da doenga de Krabbe ou
diagnosticados antes do aparecimento de sintomas neurolégicos. Foi observada uma
melhora relativa destes pacientes com esse tratamento (Wenger et al., 2000).
Transplante de medula éssea alogénico ou transplante de sangue de cordao umbilical
podem ser efetivos para a preveng¢ao do aparecimento ou para travar a progressao da
doenga nos casos de inicio tardio (Krivit et al., 1998; Peters et al., 2003; Boelens,
2006). Por outro lado, a experiéncia de transplante de medula éssea em pacientes
infantis sintomaticos é muito pobre. Em pacientes infantis classicos que foram
diagnosticados na fase pré-natal, o transplante de sangue de cordao umbilical alterou a

histéria natural da doenca de forma favoravel.
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1.6.2.3. Gangliosidose GM1

Pacientes com gangliosidose GM1 (GM1), uma doenca causada pela deficiéncia
da enzima B-galactosidase, também possuem um aumento moderado na atividade da
enzima quitotriosidase.

GM1 é um monosialogangliosidio que constitui aproximadamente 20% dos
gangliosideos do cérebro normal, aumentando de 80% a 90% nesta doenga. Este
substrato se acumula, principalmente, no figado e baco. A doencga € dividida em trés
formas clinicas: infantil, juvenil e adulta (Cabello e Colombo, 2003; Brunetti-Pierri e

Scaglia, 2008).

1.6.2.3.1. Apresentacao clinica

Landing et al. (1964) e O’'Brien et al. (1965) foram os primeiros a descreverem a
GM1 infantil, enfatizando suas caracteristicas de lipidose neurovisceral e que partilhava
caracteristicas das doencgas de Tay-Sachs e doenca de Hurler. As formas com depdsito
neuronal foram reconhecidas mais tarde. Na forma infantil classica (tipo 1) as criancas
sao sempre hipotbnicas nos primeiros dias ou semanas de vida, com pequeno controle
da cabeca. O atraso no desenvolvimento neurolégico é observado aos 3 a 6 meses de
idade. Dificuldades na alimentacao e déficit de crescimento sdo comuns na doenca.
Muitos infantes tém edema facial e periférico. Nos casos tipicos, caracteristicas
dismérficas podem estar presentes muito cedo ou se desenvolverem com o tempo,
como, por exemplo, face atipica, macroglossia moderada, gengivas hipertréficas e
ponte nasal deprimida. A hepatomegalia e a esplenomegalia tardia quase sempre estao

presentes. Cifoescoliose dorsolombar € também comum. Uma mancha vermelho-cereja
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na macula € encontrada em 50% dos casos, mas raramente antes dos 6 meses de
vida. Uma rapida regressao neuroldégica € comum depois do primeiro ano de vida, com
convulsdes generalizadas, disturbios de degluticdo, descerebracdo e morte muitas
vezes antes dos 2 anos de idade.

A forma infantil tardia (tipo 2) inicia geralmente entre os 12 e 18 meses de vida
com o aparecimento de uma instabilidade para sentar, ficar em pé ou dificuldade para
locomocao (Lyon et al., 1996). O termo forma adulta foi empregado para designar a
forma crdnica de inicio tardio da GM1 que inicia na infancia tardia, adolescéncia ou na
vida adulta. Os sinais mais comuns desta forma sdo a disartria e os sinais

extrapiramidais, principalmente a distonia (Muthane et al., 2004).

1.6.2.3.2. Alteracoes metabolicas

A gangliosidose GM1 é causada pela deficiéncia da enzima lisossomal [3-
galactosidase &cida que cliva glicoconjugados que possuem uma ligagdo galactosidica
terminal e € necessaria também para degradacdo ndo somente do gangliosidio GM1,
como também de outros glicoesfingolipidios, oligossacaridios contendo galactose e
sulfatos de queratan. Como conseqUéncia, as formas mais graves apresentam
caracteristicas de lipidose neuronal, mucopolissacaridose e oligossacaridose. A [3-
galactosidase &cida faz parte de um complexo lisossomal multienzimético associado a
neuraminidase, a proteina de protegéao catepsina a (PPCA) e a n-acetil-galactosamina-
6-sulfato-sulfatase (Pshezhetsky e Ashmarina, 2001). Este fato explica o fenétipo
clinico similar a galactosialidose, uma condicao distinta causada pela deficiéncia da
PPCA, que acarreta uma deficiéncia secundaria da B-galactosidase e sialidase acida

(neuraminidase).
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Nos tecidos dos pacientes com GM1, trés grupos principais de metabdlitos
acumulados sao identificados: o esfingolipidio gangliosidio GM1, oligossacaridios
derivados de glicoproteinas e sulfato de queratan. Um acumulo exacerbado de GM1 é
encontrado no tecido cerebral. Oligossacaridios compostos de galactose foram
encontrados no figado e na urina. Sulfato de queratan e outros mucopolissacarideos

acumulam-se no figado e no bago.

1.6.2.3.3.Alteracoes genéticas
Aproximadamente 50 mutaces foram descritas no gene da [B-galactosidase
acida, GLB1 (cromossomo 3 p21.33). Por outro lado, ndo ha uma correlagcédo

significativa entre o tipo e lugar da mutagédo com um fenétipo especifico.

1.6.2.3.4. Diagnéstico

O diagndstico enzimatico é realizado através da medida da atividade da enzima
B-galactosidase em amostra de leucécitos e fibroblastos através de um substrato
artificial fluorigénico ou cromogénico. Individuos afetados possuem atividade enzimatica
diminuida (Suzuki et al., 2001). Linfécitos vacuolizados no exame radiolégico 6sseo
contendo anormalidades tipicas de doenca de Hurler podem sugerir o diagnostico de
GM1. Na forma infantil, a tomografia computadorizada do cranio e a ressonancia
magnética geralmente mostram resultados inespecificos como atrofia difusa do sistema
nervoso central (SNC) e perdas de mielina na substancia branca. Na forma adulta estao
presentes lesées no ganglio basal. Um bom teste de orientagao para o diagnéstico sao

as analises de oligossacarideos urinarios. Na forma infantil classica, a excrecao deste
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metabdlito € massiva, sendo um achado patognoménico. No entanto, a excrecao de
oligossacaridios pode ser menor nas formas com neurodegeneracao.
O diagndéstico pré-natal para esta condicdo também é possivel (Suzuki et al.,

2001).

1.6.2.3.5. Tratamento

Nao ha tratamento especifico para esta doenga. No entanto, a distonia parece
melhorar pela administracao oral de trihexilfenidil em adultos (Suzuki et al., 2001). Além
disso, uma terapia com reducdo do substrato acumulado usando miglustat tem sido
utilizada como uma abordagem terapéutica potencial para ensaios clinicos nas formas

de inicio tardio.

1.6.3. Outras doencas com aumento de atividade da enzima quitotriosidase

Além das DLDs, ha outras situacdes patolégicas em que a atividade da QT esta
elevada (Barone et al., 1999, 2003, 2007). Barone e colaboradores (1999) observaram
qgue na beta-talassemia também ocorre um aumento plasmatico na atividade da enzima
QT comparavel ao visto na DG. O estudo mostrou que 13 de 70 pacientes com beta-

talassemia maior possuiam aumento na atividade da QT.

Barone e colaboradores (2003) observaram que criangas africanas com
sintomatologia aguda da malaria possuiam uma atividade mais aumentada da QT,
quando comparada a criangas africanas e caucasianas sadias. O estudo concluiu que o
aumento da atividade da QT poderia ser o resultado de uma ativagdo do sistema

reticulo-endotelial pelo armazenamento de glicolipidios de membrana nos macréfagos.
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Estas observacdes reforcam o papel da QT no controle de doengas endémicas
causadas por patégenos contendo quitina, como nematédeos e fungos. Neste mesmo
sentido, Malaguarnera e colaboradores (2003) verificaram em areas endémicas para o
Plasmodium falciparum na Africa (Burkina Faso e Benin) um aumento da freqiiéncia da
heterozigosidade para o alelo mutante da deficiéncia da QT relacionado com um maior
nuamero de casos de malaria e também de pacientes com anomalias genéticas
relacionadas a esta doenca. Estas observagdes sugerem que na Africa e possivelmente
em outros paises subdesenvolvidos 0 gene da QT mantém uma relevante fungéo na

defesa imunoldgica, ativando a resposta por ménocitos-macréfagos.

Além disso, Brunner e colaboradores (2007) verificaram um aumento significativo
dos niveis plasmaticos da atividade da QT na forma ativa da sarcoidose, uma doenca
granulomatosa crénica, e propuseram a medida dos niveis plasmaticos dessa enzima

para monitorar o tratamento desta enfermidade.

1.6.4. Uso da quitotriosidase no monitoramento do tratamento de doencas

lisossomicas de deposito

Como visto anteriormente, um aumento na atividade da QT plasmatica ocorre em
varias esfingolipidoses. No entanto, dentre elas, a Unica que possui tratamento
comercial disponivel é a DG (Charrow, 2009). Nesta doenca, a medida da atividade da
QT tem sido util para 0 acompanhamento do tratamento com TRE nos pacientes
afetados (Maire et al., 2007; Weinreb, 2008). A medida que os pacientes respondem ao
tratamento, a enzima QT vai diminuindo sua atividade até atingir um valor, ainda acima
da normalidade, mas muito inferior aquele do inicio do tratamento (Isman et al., 2008).

Paralelamente, durante os primeiros meses de tratamento se observa uma diminuicao
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no tamanho dos 6rgaos afetados e uma melhora no quadro sanguineo dos pacientes

com DG (Hollak et al., 1994).

1.7. Papel da inflamacao sobre o fisiopatogenia do dano tecidual em pacientes
com doencas neurodegenerativas e doencas lisossomais de deposito

Embora a genética e a bioquimica das DLDs tenham sido muito estudadas, a
investigacdo do papel da resposta imunolégica nestas doengas tem recebido pouca
atencdo. Neste sentido, a evolucdo dessas doengas, bem como a resposta ao
tratamento das mesmas, quando possivel, pode estar relacionada ao sistema
imunoldégico. Apesar da compreensao de que o acumulo de substratos especificos
(lipidios) devido as deficiéncias enzimaticas esteja relacionado com a patogénese
dessas doengas, pouco se conhece sobre o papel da ativagao do sistema imune devido
ao acumulo dessas macromoléculas. Novas estratégias terapéuticas para as DLDs tém
sido utilizadas eficazmente ou experimentalmente, tais como a TRE, a TRS e a terapia
génica, com a finalidade de reduzir a concentragao dos substratos téxicos acumulados.
Entretanto, o conhecimento da relacdo da eficiéncia desses tratamentos inovadores
com a resposta imunoldgica é rudimentar para a maioria das DLDs.

A verificacdo de altas concentracbes plasmaticas da quitotriosidase em varias
DLDs e a verificagdo de que a sintese dessa enzima é feita por macrofagos ativados
indicam um possivel papel de um processo inflamatério sistémico ou cerebral
(neuroinflamatério) na patogénese destas doencas. Neste contexto, convém enfatizar
qgue a neuroinflamacao é observada em varias patologias neurodegenerativas, incluindo
algumas DLDs, nas quais ocorre recrutamento de mondcitos e macrofagos do sangue

periférico para o sistema nervoso central (Wu et al., 2000; Mizukami et al., 2002).
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1.7.1. Fatores pro-inflamatorios e neurodegeneracao

As células do sistema imunolégico, especialmente os macréfagos e linfocitos T,
quando estimulados fabricam elevadas concentragdes de varios compostos, chamados
de fatores pré-inflamatérios, tais como a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e outras citocinas.

A IL-6 é produzida por monadcitos, macrofagos, linfocitos e fibroblastos e induz a
producéo de linfécitos B, a proliferacao de linfécitos T, a ativagdo do mecanismo natural
de morte celular e a citotoxidade. Alguns estudos tém demonstrado aumento da
concentracao plasmatica de IL-6 em pacientes com infecgdo pulmonar (Schutte et al.
1996; Montén et al, 1996), sugerindo que a acao da IL-6 ndo é somente local, mas
também ocorre a nivel sistémico (Heinrich et al., 1990).

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) é uma citocina secretada pelos
macréfagos, mondcitos, linfécitos e neutréfilos. As agdes do TNF-a sdo numerosas e
afetam muitos tipos celulares. Macréfagos em repouso podem ser induzidos por TNF-a
para sintetizar IL-1 e prostaglandina E2. TNF-a pode, em conjunto com outras citocinas
inflamatodrias, induzir a produgao de proteinas de fase aguda de hepatécitos durante a
resposta inflamatéria. Adicionalmente ele estimula a expressao dos antigenos classe | e
Il do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC Classe | e Classe Il), bem como
a expressao de varias citocinas e dos fatores estimuladores de colénias de granuldcitos
e/ou macrofagos (G e/ou GM-CSF). O TNF-a age através de dois tipos de receptores
(TNF-R1 e TNF-R2 ou CD120a e CD120b, respectivamente).

Acredita-se que esses fatores pré-inflamatérios sdo responsaveis pela febre,

anorexia, mal-estar e outros sintomas que ocorrem em infeccdes ou inflamacdes

39



agudas e crOnicas e que sao decorrentes da comunicacdo por mdultiplas vias das
células do sistema imunoldgico que se encontram no sangue periférico com o cérebro
(Konsman et al., 2002). No entanto, apesar de muitas investigacbes nos ultimos 20
anos, ndo se conhece ainda todos os mecanismos moleculares e celulares que mediam
essas inter-relagées do sangue com o SNC, resultando nas anormalidades metabdlicas
e nos sintomas clinicos de infeccdo (Dantzer e Kelley, 2007). Entretanto, sabe-se que a
IL-1B, a IL-6 e o0 TNF-a gerados na periferia penetram no cérebro pela barreira hemato-
encefalica através de transportadores presentes nas células endoteliais (Banks, 2005),
estimulando as células da micrdglia, que estimulam os macréfagos residentes cerebrais
e os astrécitos a sintetizar as citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a pelo SNC que por sua vez
sinalizam os neurbnios a produzir hipertermia e 0s outros sinais caracteristicos do
processo inflamatério, além de provocar morte neuronal (Konsman et al., 2000;
Combrinck et al., 2002;Turrin e Rivest, 2004).

Assim, as citocinas podem atuar no cérebro através de um ou mais dos
seguintes mecanismos: ruptura da barreira hematoencefalica, penetracao no cérebro
ou sintese no SNC. As células cerebrais capazes de secretar citocinas sao a micréglia,
os astrécitos, as células endoteliais e os neurbnios. Ha evidéncias também do
envolvimento de citocinas periféricas na inflamagcao cerebral. A barreira
hematoencefalica é permeavel as células da linhagem imune, fagécitos mononucleares
derivados da periferia, linfocitos T, células naturais Killer e leucécitos
polimorfonucleares que produzem e secretam citocinas, todos podendo contribuir para
a inflamacao do SNC.

As células da micréglia sao muito sensiveis a alteracdes da homeostase cerebral

em resposta a antigenos, microorganismos e células danificadas e quando ativadas
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proliferam rapidamente, além de produzir citocinas em grandes quantidades, resultando
desta forma em um processo inflamatério intenso. Neste particular, um papel critico da
inflamacao tem sido postulado ocorrer em doencas neurodegenerativas progressivas,
tais como, por exemplo, na doenga de Alzheimer em que foi constatada a presenca de
micrdglia ativada (McGeer et al., 2006). Foi também verificado que infec¢des sistémicas
aceleram o déficit cognitivo desses pacientes e que a chance de desenvolver essa
doenca aumenta em 100% relativamente a populagéo geral em individuos submetidos
a infecgdes sistémicas (Holmes et al., 2003; Yp et al.,2006). Um processo autoimune
inflamatério levando a desmielinizagcéo e inflamagéao generalizada do SNC também foi
verificado na esclerose multipla (Bauer et al., 2001). No que se refere as DLDs, foi
demonstrado em um modelo de gangliosidose GM2 que o recrutamento de macréfagos
no SNC é mediado pela proteina inflamatéria de macréfagos 1-a (MIP-1a) que esta
envolvida na patogénese dessa doenca.

Defeitos  genéticos da  atividade das enzimas  [(-galactosidase,
galactocerebrosidase e B-glicosidase tém efeitos devastadores sobre o SNC,
resultando na gangliosidose GM1, doenca de Krabbe e doenca de Gaucher tipo Il e I,
respectivamente, que sao o foco de nossa presente investigacdo. Na GM1 ocorrem
alteracées primarias de neurbnios que se tornam distendidos e com corpos
citoplasmaticos membranosos, enquanto astrocitos e a microglia também parecem
vacuolizados. Neste particular, foi demonstrado que o acimulo anormal de gangliosidio
GM1, o achado bioquimico mais importante dessa doenca, provoca apoptose neuronal
em um modelo em camundongo de GM1 (Tesitore et al., 2004). Por outro lado, este
acumulo provoca uma resposta neuroinflamatéria associada com a ativagcdo de

marcadores inflamatorios e citocinas que, por sua vez, ativam a micréglia e macréfagos
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no sitio de apoptose (Jeyakumar et al., 2003). Ja na doenca de Krabbe ocorre acumulo
do lipidio téxico psicosina devido a deficiéncia da atividade da enzima
galactocerebrosidase. O acumulo de psicosina em olingodendrdcitos provoca a morte
de células neurais, levando a desmielinizagdo (Suzuki, 1998). Também foi observado
em um modelo animal de doenga de Krabbe que o acumulo de psicosina induz
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6), além de ativar a enzima 6xido nitrico sintase

com subsequente producao de éxido nitrico e seus derivados toxicos (Giri et al., 2002).
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ILOBJETIVOS
Geral

O presente trabalho objetivou fundamentalmente determinar a atividade e as
propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase em plasma de pacientes com a
doenca de Krabbe, gangliosidose GM1, doenga de Gaucher tipo | e heterozigotos para
a doenga de Gaucher tipo | que pudessem servir como marcadores diagnosticos para
distinguir essas varias entidades patolégicas. Almejamos também estudar a associagao
dos fatores pré-inflamatorios IL-6 e TNF-a com a atividade e as propriedades dessa
enzima e a atividade da B-glicosidase, B-galactosidase e galactocerebrosidase bem
como a associacao de inflamagéo sistémica com as principais manifestagées clinicas

nestas doencas.

Especificos

1. Determinar e comparar a atividade da enzima quitotriosidase no plasma de
pacientes com as doencas de Gaucher tipo |, Krabbe, gangliosidose GM1,
heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | e em individuos normais.

2. Determinar e comparar o Km, velocidade méaxima, pH étimo e termoestabilidade
da enzima quitotriosidase no plasma de pacientes com as doencgas de Gaucher
tipo |, Krabbe, gangliosidose GM1, heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo
| e em individuos normais.

3. Determinar e comparar a atividade da enzima quitotriosidase em plasma de
pacientes com a doenca de Gaucher tipo | submetidos ou ndo ao tratamento de

reposicao enzimatica.
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. Determinar e comparar o Km, velocidade maxima, pH 6timo e termoestabilidade
da enzima quitotriosidase em plasma de pacientes com a doenga de Gaucher
tipo | submetidos ou ndo ao tratamento de reposicao enzimatica.

. Determinar e comparar os niveis dos parametros inflamatorios fator de necrose
tumoral alfa e interleucina 6 no plasma de pacientes com as doencas de
Gaucher tipo I, Krabbe, gangliosidose GM1, heterozigotos para a doenca de
Gaucher tipo | e em individuos normais.

. Estabelecer associacdes entre os parametros inflamatérios fator de necrose
tumoral alfa e interleucina 6 com a atividade e as propriedades cinéticas da
enzima quitotriosidase no plasma de pacientes com as doengas de Gaucher tipo
I, Krabbe, gangliosidose GM1, heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | e
em individuos normais.

. Estabelecer associacdes entre os parametros inflamatérios fator de necrose
tumoral alfa e interleucina 6 com a atividade das enzimas [-glicosidase
(pacientes com doenca de Gaucher tipo |), B-galactosidase (pacientes com
gangliosidose GM1) e galactocerebrosidase (pacientes com doenca de Krabbe).

. Correlacionar os parametros inflamatérios fator de necrose tumoral alfa e
interleucina 6 e a atividade e as propriedades cinéticas da enzima
quitotriosidase com as principais manifesta¢des clinicas nas doencas de Krabbe

e gangliosidose GM1.
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ll. MATERIAL E METODOS

Populacao

A populagdo em estudo foi constituida de pacientes com as doengas de Gaucher
tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1) atendidos no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre e em outros hospitais brasileiros, cujas amostras foram enviadas ao
Servico de Genética Médica do HCPA para avaliacdo diagnostica, bem como de
heterozigotos obrigatérios para a doenca de Gaucher tipo | (HG) e de individuos

(criancas e adultos) normais.

Criterios de inclusdo
Foram considerados elegiveis para a pesquisa todos o0s pacientes
diagnosticados com DG tipo |, DK, GM1, e HG, bem como individuos normais

(controles) com idade semelhante ao dos varios grupos de pacientes.

Critérios de exclusao
Pacientes ou controles com doenga reumatica, processos infecciosos ou
inflamataorios.

Pacientes ou controles que néo assinaram o termo de consentimento informado.

lll.1. Amostras de plasma

A amostra estudada foi composta por trés grupos diferentes. No primeiro grupo

estudou-se a atividade e as propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase em
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pacientes com doenca de Gaucher tipo | (DG), doenca de Krabbe (DK), gangliosidose
GM1 (GM1), heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG) e controles, ou seja,
individuos saudaveis. O segundo grupo foi composto de pacientes com a doenca de
Gaucher tipo | ndo tratados e apés tratamento com terapia de reposi¢cao enzimatica por
trés meses, estudando-se nesse grupo a atividade e as propriedades cinéticas da
enzima quitotriosidase. No ultimo grupo, constituido de pacientes com doenca de
Gaucher tipo | (DG), doenca de Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1),
heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG) e individuos saudaveis (controles),
estudou-se a associacado entre os fatores proé-inflamatérios interleucina 6 e fator de
necrose tumoral alfa com a atividade e as propriedades cinéticas da enzima
quitotriosidase, bem como com as atividades das enzimas [-glicosidase,

galactocerebrosidase e B-galactosidase e com algumas manifestacdes clinicas.

lll.1.1. Determinacao da atividade e propriedades cinéticas da quitotriosidase
Para o estudo bioquimico e cinético da quitotriosidase, contou-se com os
seguintes grupos de individuos:
I. Grupo controle: 29 individuos saudaveis
II. Pacientes com doencga de Gaucher tipo | (DG) (27 individuos)
[ll. Pacientes com doenca de Krabbe (DK) (9 individuos)
IV. Pacientes com gangliosidose GM1 (GM1) (19 individuos)

V. Heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG) (19 individuos)
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lll.1.2. Estudo da quitotriosidase em pacientes com doenca de Gaucher antes e
apos tratamento por terapia de reposicao enzimatica
O segundo estudo foi composto de 4 pacientes com a doenca de Gaucher tipo |

nao tratados e apds trés meses de tratamento com terapia de reposicao enzimatica.

lll.1.3. Comparacgao entre os niveis plasmaticos dos fatores pré-inflamatorios IL-6
e TNF- a com a atividade e as propriedades cinéticas da quitotriosidase, com a
atividade da pB-glicosidase, B-galactosidase e galactocerebrosidase e com
algumas manifestacoes clinicas nos pacientes afetados pelas doenca de Krabbe
e gangliosidose GM1

Compararam-se os niveis plasmaticos dos fatores pro-inflamatérios IL-6 e TNF-
a com a atividade e as propriedades cinéticas da quitotriosidase, a atividade da -
glicosidase, B-galactosidase e galactocerebrosidase bem como com algumas
manifestacdes clinicas comuns em cada grupo de individuos, na tentativa de detectar
associagoes que pudessem esclarecer a patofisiologia dos portadores dessas doencgas.
Este grupo consistiu de:
I. Grupo controle: 22 individuos saudaveis
Il. Pacientes com doencga de Gaucher tipo | (DG) (21 individuos)
[ll. Pacientes com doenca de Krabbe (DK) (13 individuos)
IV. Pacientes com doenca de gangliosidose GM1 (GM1) (31 individuos)

V. Heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG) (14 individuos)
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Os grupos controle foram compostos de individuos sadios que fizeram doacao
de sangue no banco de sangue do HCPA, de individuos do Servico de Genética Médica
do HCPA, bem como de criancas cujo sangue foi coletado no Servico de Patologia do
HCPA com permissao dos pais ou responsaveis. O material dos pacientes foi oriundo
do Servigco de Genética Médica do HCPA, onde o diagndéstico foi realizado. As amostras
de sangue do grupo HG foram obtidas de pais de pacientes com DG. Destes individuos
coletou-se sangue para posterior separacado do plasma para analise. As amostras nao
foram identificadas apds a coleta. Todos 0s pacientes ou seus responsaveis que
participaram do estudo assinaram um termo de consentimento. O projeto de pesquisa

foi aprovado pelo comité de ética do GPPG/HCPA.

lll.2. Coleta, Processamento e Armazenamento das amostras

e Coleta:
A amostra de sangue total foi obtida por pungédo venosa em seringa heparinizada, e

posteriormente separou-se plasma para medida da atividade da enzima quitotriosidase.

¢ Processamento e Armazenamento:

A amostra de sangue total com volume de 5 mL foi centrifugada a 400 g por 10
minutos para completa separacdo entre o plasma e os outros componentes
sanguineos. A amostra foi identificada, mantendo-se o anonimato, e armazenada em

freezer a —40 °C.
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lll.3. Estudos bioquimicos

lll.3.1. Ensaio enzimatico para quitotriosidase

l11.3.1.1. Solucoes

Acido citrico 0,2M:

-Acido citrico 3,849

Dissolvido em 100mL de agua destilada. Mantida em geladeira.
Albumina 10mg/mL

-Albumina bovina 100mg

Dissolvida em 10mL de 4gua destilada. Mantida em geladeira.

4-Metilumbeliferil-B-D-N-N"-N"-triacetilquitotriosideo (substrato)

Foram preparadas duas solu¢cbes-méae de 0,026 mM e 0,1 mM do substrato 4-
Metilumbeliferil--D-N-N"-N""-triacetilquitotriosideo. Para solu¢do-mae 0,026 mM, foram
pesados 1mg do substrato artificial, diluiu-se em 23 mL de tampéao citrato 100mM-
fosfato-200 mM e completou-se o volume até 50 mL com agua destilada. Para solugao-
mae 0,1mM foram pesados 1mg de substrato artificial, diluiu-se em 5,98 de tampéo
citrato 100 mM-fosfato-200 mM e completou-se o0 volume até 13 mL com &gua
destilada. O material foi mantido em agitagdo por algumas horas até a completa
dissolugao. De acordo com a tabela Ill.1, foram realizadas as diluicbes com o substrato,

com um volume final de 550 pL.
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Tabela Ill.1: Preparacdo do substrato da reagdo em diversas concentragoes

(0,00125mM a 0,026mM)

CONCENTRACAO SOLUCAO-MAE | AGUA DESTILADA (uL)
FINAL (mM) 0,026 mM (L)

0,00125 26 524
0,0019 40 510
0,0025 53 497
0,0038 80 470
0,0050 106 444
0,0062 131 419
0,0075 159 391

0,010 211 339
0,020 423 127
0,026 550 0

Para as curvas de substrato para os calculos de Km e Vnyax foram utilizadas

concentracoes do substrato nas concentracbes de 0,0012 a 0,1 mM.

B-Metilumbeliferona (curva-padrao):
Foi preparada uma solucdo-mde 25 mM, pesando 49,5 mg de B-
Metilumbeliferona, diluida em 10 mL de agua destilada. Retirou-se 100 uL de solucéo-

mae 25 mM, que foi diluida em 10 mL de agua destilada (solugdo 250 uM). A solugao
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250 uM foi mantida no freezer. Para curva-padrdo, esta solucédo foi descongelada e
diluida, de acordo com a tabela Ill.2., para o preparo de solucdes finais. Estas solucoes
finais foram divididas em aliquotas de 0,2mlL/cada, mantidas no freezer, sendo

descongeladas somente para o uso.

Tabela lll.2.: Concentragdes de -Metilumbeliferona para curva-padrao

CONCENTRAGAO FINAL | SOLUCAO 250uM (uL) | AGUA DESTILADA (uL)
NO MEIO (nM)
0,5 20 1980
1 40 1960
2 80 1920
3 120 1880

Tampao citrato 100 mM-fosfato 200 mM pH 5,2
-Solugao 1: &cido citrico 0,2 M- 3,84 g de acido citrico anidro dissolvidos em 100 mL de

agua destilada

-Solucao 2: fosfato dissédico (NaoHPO4) 0,4 M- 2,84 de Nap,HPO,4 dissolvidos em 50
mL .

Foram misturados 23,3 mL da solugao 1 com 26,7 mL da solugao 2, adicionou-se
mais ou menos 40 mL de agua , ajustou-se ao pH 5,2 e completou-se até o volume de

100 mL com agua destilada.
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Tampao glicina-hidréxido de s6dio 0,5 M pH 10,3
-glicina 37,53 ¢
-hidroxido de sédio 12,5 g
Dissolvido em 800 mL de agua destilada. O pH foi ajustado com NaOH 10M
Foi completado com agua destilada até um volume final de 1000 mL. Mantido em

geladeira.

ll1.3.1.2.Procedimento
A atividade da enzima quitotriosidase foi medida, em plasma, de acordo com a

técnica de Hollak e colaboradores (1994), conforme descrito abaixo:

1. Os ensaios bioquimicos foram todos executados em banho de gelo com o

intuito de conservar a integridade das amostras e do substrato.

2. As amostras plasmaticas foram pré-tratadas com acido citrico 0,2 M (50 uL de
plasma e 5 uL de acido). Nas amostras do grupo DG, procedeu-se uma diluicao prévia
(1:50) com albumina 1% para assegurar as condi¢des de saturagao do substrato, o que

nao foi feito para os individuos afetados pelas outras esfingolipidoses estudadas.

3. O substrato 4-metilumbeliferil-3-D-N,N’,N”-triacetilquitotriosideo 0,026 mM foi
pesado e diluido em tampéo citrato 100 mM fosfato 200 mM pH 5,2, e congelado em

tubos de eppendori.

4. Em seguida, foram executadas as dosagens de acordo com o quadro abaixo:
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Tubo teste (uL) | Tubo branco (uL)

Amostra acidificada ou ¢/ albumina 5 -
Agua destilada ou albumina - 5
Substrato diluido 100 100

5. Os tubos foram homogeneizados manualmente e incubados em banho-maria

a 37°C por 15 minutos.

6. A reacao enzimatica foi interrompida com a adicdo de 1mL de tampao glicina-
NaOH pH 10,3 em cada tubo.

7. Foi preparada uma curva-padrao de B-metilumbeliferona, de acordo com item
I11.3.1.1.. A leitura da fluorescéncia foi executada em um espectrofluorébmetro Hitachi
em comprimento de onda de 450 nm de emissao e 365 nm de excitagao. O resultado

foi expresso em nmol/h/mL.

lll.3.2. Determinacao do pH 6timo

Para determinacao do pH 6timo, utilizou-se a mesma técnica de medida da atividade
da quitotriosidase; a diferenca foi a variacao do pH do substrato 4-metilumbeliferil-3-D-

NN’N”-triacetilquitotriosideo na concentracdo de 0,026mM, conforme a escala abaixo:

pH: 3,5;4,0;4,2;4,4;4,6; 4,8; 5,0; 5,2; 5,4; 5,6; 5,8; 6,0; 6,2;6,4 € 6,8
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Foi realizada a curva do pH 6timo para todas as amostras de plasma dos individuos

normais e pacientes afetados pelas DG, DK e GM1 e heterozigotos para a DG.

111.3.3. Determinacédo do Km e V.

Para a determinacao da curva de Michaelis-Menten (curva de substrato), foram
utilizadas concentragdes que variaram de 1,25 uM a 100 uM. O pH do substrato
utilizado foi o ja pré-estabelecido em estudos anteriores. Determinou-se a linearidade e,
logo a seguir, calculou-se a constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade
maxima (Vmax) através de concentracdes de substrato que variaram conforme o grupo
de individuos estudado. Os valores destas constantes foram calculados de acordo com
a curva de Lineweaver e Burk (1934).

Para a determinagcdo do Km e Vpa, foram escolhidos os intervalos de

concentracao de substrato que constam na tabela I11.3 para cada grupo de individuos.

Tabela 111.3: Intervalos de concentragao de substrato utilizados para a determinagao do

Km e Vmax da quitotriosidase em plasma dos grupos estudados.

Enzima quitotriosidase

Intervalo de concentracao de

substrato (uM)

Doenca de Krabbe 2,0-5,5
Doenca de Gaucher tipo | tipo | 1,25-7,5
Doenca Gangliosidose GM1 3,0-10
Heterozigoto para DG 1,0-4,5
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111.3.4. Estabilidade ao calor

Para o estudo de termoestabilidade da quitotriosidase, o plasma de cada
individuo foi pré-incubado a 60 °C por 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 e 25 minutos antes da
adicao do substrato na concentracdo de 2,6 uM. Apéds a adicao do substrato, a reacao
foi realizada a 37 °C por 15 minutos e interrompida com a adi¢cdo de tampéao glicina-
NaOH pH 10,3. O tubo controle com atividade da enzima considerada como 100 % néo
foi incubado a 60 °C, mas conservado em banho de gelo. A atividade residual das

amostras pré-incubadas a 60 °C foi calculada em percentagem do controle (100 %).

lll.4. Parametros inflamatoérios: Determinacao das concentracoes plasmaticas do

fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina 6 (IL-6)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6) foram
determinadas no plasma de pacientes com as doengas de Gaucher tipo I, Krabbe e
gangliosidose GM1, bem como em heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | e em
individuos normais (controles) através da técnica de enzimoimunoensaio por
quimioluminescéncia com o kit de alta sensibilidade para determinacdo de citocinas
Lincoplex (Linco Research, Millipore, USA). Convém salientar que os pacientes com
doenca de Gaucher tipo | ndo estavam recebendo qualquer tratamento quando da
coleta de sangue para a determinacao dos niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6. O kit
tem capacidade para 96 testes (placa com 96 espacos), porém 12 espacos foram
utilizados para o desenvolvimento da curva padrdao (duplicata para seis pontos-
concentracdes) da mesma forma que as amostras.

O principio do desenvolvimento dos testes € baseado em uma reagao do tipo

antigeno-anticorpo. Inicialmente foram preparados todos os reagentes e foi

55



desenvolvida a curva padrdo a partir de rediluicbes dos reagentes TNF-a e IL-6,
definindo-se 6 pontos com concentracdes progressivamente menores (0,13; 0,64; 3,2;

16,0; 80,0 e 2.000,0 pg/mL).

lll.4.1. Preparacao dos padroes

A um frasco de polipropileno contendo padrées de IL-6 e TNF-a liofilizados foi
adicionado 1,0 mL de agua destilada de modo a se obter uma concentracéo final de
2.000 pg/mL de cada citocina. Uma diluicdo seriada deste padrdao com 200 pL de
tampao de ensaio (PBS 50 molar, pH 7,4, contendo EDTA 25 mmolar, 0,08% de azida
sodica, 0,05% de Tween 20 e 1% de BSA) foi preparada em tubos de polipropileno
previamente rotulados, de modo a se obter concentracdes de 0,13; 0,64; 3,2; 16,0; 80,0
e 2.000,0 pg/mL. Como ponto ‘zero’ foi usado o préprio tampao. Durante a preparacao

da diluicdo cada tubo foi agitado em vortex por 10 segundos para homogeneizagao.

lll.4.2. Preparacao do anticorpo ligado as microesferas
Cada frasco contendo IL-6 e TNF-a acoplados a microesferas de poliestireno foi
sonicado por 30 segundos. 150 uL do conteddo de cada frasco foram misturados e

levados a 3 mL com 0 mesmo tampao usado na preparacao dos padroes.

lll.4.3. Preparacao dos controles, tampao de lavagem e soro matrix

Trinta minutos antes do inicio da técnica, reconstituiu-se os controles — 1 frasco
de cada - | e Il com 250 uL de agua deionizada. A seguir o tampao de lavagem foi
preparado por diluicdo de 10 vezes, colocando 270 mL de agua bidestilada em 30 mL

do tampao concentrado. O soro matrix foi preparado adicionando 5 mL de agua
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deionizada no frasco do soro, apds o que foi homogeneizado. Apdés 10 min, este soro

foi congelado a -20 °C para utilizagao futura.

lll.4.4. Técnica de determinacao das concentracoes plasmaticas de IL-6 e TNF-a

Todos os reagentes estavam a 22 °C.

1. Uma placa de microtitulagdo foi diagramada no Luminex® XMAP®
Technology plataform (Luminex Corporation, Texas, USA) com as posi¢coes de cada
padrdo controle e amostras.

2. Em placa de microtitulagdo foram adicionados 200 uL do tamp&o de ensaio
em cada orificio (po¢o) da microplaca para pré-umidifica-la. A placa foi coberta com
papel aluminio e ficou sob agitagdo por 10 minutos.

3. O tampéo de ensaio foi removido sob vacuo (FANEM/Diapump, modelo 089-
CA, Sao Paulo, Brasil).

4. Vinte e cinco uL das microesferas previamente sonicadas por 30 segundos
foram adicionados a cada pog¢o da microplaca.

5. O liquido foi removido sob vacuo e 50 uL do tampéo de ensaio foram
adicionados no pogo ‘zero’ da curva padréo. A seguir 50 uL do tampao de ensaio foram
adicionados nos pogos correspondentes as amostras.

6. Vinte e cinco uL de padrées e controles foram entdo adicionados nos
respectivos pocos e logo apds 50 uL de soro diluente livre de citocinas que acompanha
o kit foram adicionados na curva padrao e controles.

7. Cincoenta uL de amostra foram adicionados em cada poco.

8. A placa foi coberta com papel aluminio e incubada sob agitagdo (Agitador de

microplacas Heidolph Titratamax 100, Uniscience, Sao Paulo, Brasil) por 1h a
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temperatura ambiente (20-25 °C), 16h a 4 °C e mais 1h a temperatura ambiente sob
agitacao.

9. Ap6s o liquido dos pogos foi removido sob vacuo.

10. A microplaca foi lavada 2 vezes com 200 uL do tampao de lavagem, filtrando-
se a vacuo entre cada lavagem. O excesso de liquido foi removido contra papel-toalha.

11. Cincoenta uL de anticorpos de alta sensibilidade biotinilados anti-IL-6 e anti-
TNF-a foram adicionados a cada poco.

12. A microplaca foi coberta com papel aluminio e incubada sob agitacdo por 30
minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

13. Cincoenta uL de solucao streptavidina-ficoeritrina foram adicionados a cada
pOCO .

14. A microplaca foi entdo coberta com papel aluminio e incubada sob agitacao
por 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) e apo6s o conteudo de cada poco foi
removido a vacuo.

15. A microplaca foi lavada 2 vezes com 200 uL do tampao de lavagem, filtrando-
se a vacuo entre cada lavagem. O excesso de liquido foi removido com papel-toalha.

16. Cem uL de liquido foram adicionados em cada pogo para ressuspensao das
microesferas e a micropacaplaca foi coberta com papel aluminio e agitada por 5
minutos.

17. A microplaca foi finalmente levada ao Luminex® para aspiracao e leitura

fluorimétrica das amostras.
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llL.5. Consideracoes éticas

Toda pesquisa realizada em seres humanos visa 0 minimo de intervengdes
possiveis. Assim, todas as amostras obtidas a partir do material enviado ao nosso
laboratorio pelos médicos assistentes vieram acompanhadas de um termo de
consentimento assinado pelo responsavel ou mesmo pelo paciente. Os pais ou
responsaveis pelos pacientes foram devidamente informados e orientados, conforme
formulario de consentimento pds-informagao (Anexo 1). Nao foram admitidos no estudo
pacientes ou controles sem o consentimento dos pais ou responsaveis legais. O projeto
foi aprovado pelo Grupo de pesquisa e Pés-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, através da Comissdo Cientifica e da Comisséo de Pesquisa e Etica em Saude e

foi protocolado com o numero 05-309.

I1l.6. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média ou média +
desvio padrao, quando a distribuicao era paramétrica, ou como média e intervalo de
variacao, ou entdo como mediana e percentis 25 e 75 nos casos com distribuicdo nao
paramétrica. Para a comparagdo entre as médias dos cinco grupos estudados
(individuos normais e pacientes com DG tipo |, GM1, DK e heterozigotos para DG),
utilizou-se o teste de andlise de varidncia (ANOVA) de uma via ou o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Nos casos em que o F foi significante, foi utilizado o
teste de Tukey (variancias homogéneas) ou Dunnet (variancias nao homogéneas) para
a comparacao entre as médias com distribuicdo normal dos varios grupos ou pelo teste
de Student-Newman-Keuls para andlise nao paramétrica. Para a comparacao de duas

médias, utilizou-se o test paramétrico t de Student para amostras independentes ou o
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teste nao paramétrico de Mann-Whitney. Os coeficientes de correlacdo de Pearson
(estatistica paramétrica) ou Spearman (estatistica nao-paramétrica) também foram

empregados nos estudos de associacdo. Somente os valores estatisticos significantes
de F, t r, rs e qui-quadrado (x?) com suas significancias foram mostrados no texto.

Toda a analise estatistica foi realizada através do programa de estatistica SPSS/PC+,

versao 13, sendo o nivel de significancia fixado como p< 0,05.
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IV. RESULTADOS

Os resultados iniciais da presente investigacdo com pacientes com as doencas
de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1), heterozigotos para a
doenca de Gaucher tipo | (HG) e de individuos normais (controles) foram relacionados
a atividade e as propriedades cinéticas da quitotriosidase no plasma desses individuos
e publicados recentemente (Wajner et al., 2007 — Anexo 4).

A seguir descreveremos detalhes destes resultados que ndao aparecem no artigo
cientifico referido acima e que ajudam a melhor entender os métodos bioquimicos
(abordagem bioquimica) utilizados para a medida e comparagao entre a atividade e as

propriedades cinéticas da quitotriosidase.

IV.1. Comparacdo entre a atividade da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais, pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe
(DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo |
(HG)

A figura IV.1 ilustra as atividades médias da QT transformadas em funcao
logaritmica em plasma de individuos normais, homozigotos para DG, DK, GM1 e
heterozigotos para a DG. Verificou-se que as atividades médias desta enzima nos
pacientes com DG, DK e GM1 foram aproximadamente 600, 12 e 15 vezes maiores,
respectivamente, em comparacao a atividade da enzima nos controles. As atividades
encontradas nos quatro grupos de pacientes homozigotos estudados foram
estatisticamente diferentes do grupo controle e dos heterozigotos para DG, grupo este

que nao diferiu dos controles (F(5,112)= 37,68 ; p< 0,0001). Pode-se ainda observar a
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sobreposicao das atividades da QT nos controles e HG, e a maior atividade nos varios

grupos de pacientes estudados com énfase para os pacientes com DG.

atividade enzimatica (nmol/h/mL)

100000

10000 -

1000 & op* o8

100 -

10

* GM1
= DK
HG
DG
e controles

Figura IV.1.: Atividade plasmatica da quitotriosidase (QT) em individuos normais
(n=29), em homozigotos para doenca de Gaucher tipo | (DG, n=27), doenc¢a de Krabbe
(DK, n=9) e gangliosidose GM1 (GM1, n=19), bem como em heterozigotos para DG
(HG n=19). Os resultados estao expressos em escala logaritimica.
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IV.2. Determinacdo do pH oOtimo da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais, pacientes com a doenca de Gaucher tipo | (DG), doenca de
Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca de

Gaucher tipo 1 (HG)

A determinacao do pH étimo na enzima quitotriosidase em individuos normais
revelou a existéncia de uma faixa de pH 6timo variando de 4,8 a 5,4 e tendo um valor

de 5,18 + 0,36 (média = DP) (figura IV.2).
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Figura 1V.2.: Determinacdo do pH 6timo da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais (n=29). A medida da atividade foi realizada com o substrato artificial
4-metilumbeliferil-B-D-N,N’,N”-triacetil-quitotriosidio em pH variando de 4,0 a 6,4. Os
resultados estdo expressos como média dos individuos analisados.
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Por outro lado, em individuos com DG observou-se um pH 6timo de 4,74 + 0,34
(figura 1V.3.), enquanto que em pacientes com DK, GM1 e HG o pH 6timo foi 5,66 +

0,54 (figura IV.4), 5,67 £ 0,26 (figura IV.5) e 4,60 = 0,56 (figura 1V.6), respectivamente.

30000 +
25000 - l/.\'_._.\H\H\.\.
-
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=15000 -
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0 \ \ \ \ \ ! ! ! ! ! !
4 46 48 5 5254 56 58 6 6,2 6,4

pH

atividade enzimatica

Figura IV.3: Determinacdo do pH étimo da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos homozigotos para doenga de Gaucher tipo | (DG, n=27). A medida da
atividade foi realizada com o substrato artificial 4-metilumbeliferil-3-D-N,N’,N”-triacetil-
quitotriosidio em pH variando de 4,0 a 6,4. Os resultados estao expressos como média
dos individuos analisados.
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Figura IV.4: Determinacdo do pH étimo da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos homozigotos para doencga de Krabbe (DK, n=9). A medida da atividade foi
realizada com o substrato artificial 4-metilumbeliferil-B-D-N,N’,N”-triacetil-quitotriosidio
em pH variando de 4,0 a 6,4. Os resultados estdo expressos como média dos
individuos analisados.
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Figura IV.5: Determinacdo do pH étimo da enzima quitotriosidase em plasma de
pacientes com gangliosidose GM1 (GM1, n=19). A medida da atividade foi realizada
com o substrato artificial em pH variando de 4,0 a 6,8. Os resultados estdo expressos
como média dos individuos analisados.
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Figura IV.6: Determinacdo do pH étimo da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos heterozigotos para doenga de Gaucher tipo | (HG, n=19). A medida da
atividade foi realizada com o substrato artificial 4-metilumbeliferil-N,N’,N”-
triacetilquitotriosidio em pH variando de 4,0 a 6,4. Os resultados estao expressos como
média dos individuos analisados.

A analise estatistica entre as médias dos pH 6timos dos varios grupos estudados
demonstrou diferencas significativas entre todos o0s grupos de pacientes em
comparagao aos individuos normais [F(4,97)=26,97 p < 0.0001]. Podemos verificar na
figura IV.7 que o pH étimo dos pacientes com DK e GM1 foi superior ao dos controles,
enquanto os homozigotos e heterozigotos para DG tiveram um pH 6timo inferior ao dos

individuos normais.
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Figura IV.7. Comparacdo do pH étimo da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais e pacientes com gangliosidose GM1, doenca de Krabbe (DK) e de
Gaucher tipo | (DG) e heterozigotos para a doenga de Gaucher tipo | (HG). ** p < 0,01,
significativamente diferente dos controles (ANOVA de uma via seguido do teste de
Tukey).

IV.3. Determinacao do Km e Vn.x da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais, pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe
(DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo |
(HG)

Para a determinacao da curva de substrato (Michaelis-Menten) em individuos
normais, bem como em pacientes com DG, DK e GM1 e heterozigotos para a DG
utilizaram-se concentragdes de substrato que variaram de 0,00125 mM a 0,1 mM. Estes

dados estao representados nas figuras IV.8 , IV.9, IV.10, IV.11 e IV.12.
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Figura 1V.8.: Efeito de diferentes concentragdes de substrato (4-metilumbeliferil-B-D-
N,N’,N”-triacetil-quitotriosidio) sobre a atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
individuos normais. Representagao grafica de Michaelis-Menten. A figura refere-se aos
dados de um experimento tipico.
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Figura IV.9.: Efeito de diferentes concentragdes de substrato (4-metilumbeliferil-
N,N’,N”-triacetilquitotriosidio) sobre a atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
individuos homozigotos para a doenga de Gaucher tipo I. Representagao gréfica de
Michaelis-Menten. A figura refere-se aos dados de um experimento tipico.
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Figura IV.10.: Efeito de diferentes concentragdes de substrato (4-metilumbeliferil-B-D-
N,N’,N”-triacetil-quitotriosidio) sobre a atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
pacientes com doenca de Krabbe. Representacao grafica de Michaelis-Menten. A figura
refere-se aos dados de um experimento tipico.
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Figura IV.11.: Efeito de diferentes concentragdes de substrato (4-metilumbeliferil-3-D-
N,N’,N”-triacetil-quitotriosidio) sobre a atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
pacientes com gangliosidose GM1. Representacdo grafica de Michaelis-Menten. A
figura refere-se aos dados de um experimento tipico.
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Figura IV.12. Efeito de diferentes concentragbes de substrato (4-metilumbeliferil-3-D-
N,N’,N”-triacetil-quitotriosidio) sobre a atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
heterozigotos para doenga de Gaucher tipo |. Representagdo grafica de Michaelis-
Menten. A figura refere-se aos dados de um experimento tipico.

A curva de Michaelis-Menten mostra que a linearidade da atividade da
quitotriosidase em individuos normais estava entre 0,00125 mM e 0,0075 mM (Figura
IV.8), ou seja, nesta faixa de concentragdes a atividade da enzima variou linearmente
de acordo com a concentragdo de substrato. Em individuos com DG a faixa de
linearidade estava entre 0,00125 mM e 0,0075 mM (Figura 1V.9), em individuos com a
DK estava entre 0,0020 mM e 0,0055 mM (Figura IV.10), em individuos com GM1 entre
0,003 a 0,01 mM (Figura IV.11) e nos individuos heterozigotos para a DG (HG) estava

entre 0,001 mM e 0,0045 mM (Figura 1V.12).

O passo seguinte foi calcular a Vmax e a constante de Michaelis-Menten (Km) a
partir do grafico de Lineweaver e Burk. O Km da quitotriosidase em plasma de

individuos normais foi 4,7 + 1,7 uM, enquanto que em pacientes com DG o Km foi de
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19,8 + 8,7 uM, em pacientes com DK foi de 6,5 + 1,4 uM e em pacientes com GM1 foi
de 35 £ 9,3 uM. Ja nos heterozigotos para DG (HG) esta constante foi de 3,8 + 0,98
uM. Por outro lado, a Vmax dos controles foi de 81 nmol/h/mL (Figura IV.13), enquanto
que em pacientes com DG (Figura IV.14), DK (Figura 1V.15) e GM1 (Figura IV.16) e
heterozigotos para DG (HG) (Figura 1V.17) foi de 54327 nmol/h/mL, 472 nmol/h/mL,

1233 nmol/h/mL e 99 nmol/h/mL, respectivamente.
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Figura IV.13.: Determinacdo do Km e da Vmax para a enzima quitotriosidase em plasma
de individuos normais (n=29). Representagao de Lineweaver-Burk de um experimento
representativo.
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Figura IV.14.: Determinacdo do Km e da Vnax para a enzima quitotriosidase em plasma
de individuos com doenca de Gaucher tipo | (n=27). Representacdo de Lineweaver-
Burk de um experimento representativo.
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Figura IV.15. Determinagdo do Km e da Vnax para a enzima quitotriosidase em plasma
de individuos homozigotos para doenca de Krabbe (n=9). Representacdao de
Lineweaver-Burk de um experimento representativo.
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Figura IV.16.: Determinacao do Km e da Vnax para a enzima quitotriosidase em plasma
de individuos homozigotos para gangliosidose GM1 (n=19). Representacdo de
Lineweaver-Burk de um experimento representativo.
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Figura IV.17. Determinacdo do Km e da Vnmnax para a enzima quitotriosidase em plasma
de individuos heterozigotos para doenga de Gaucher tipo | (n=19). Representagéo de
Lineweaver-Burk de um experimento representativo.

73



A tabela IV.1 ilustra melhor estes dados. Podemos verificar na tabela que a
maior Vmax Ocorreu nos pacientes com DG, seguindo-se dos pacientes com GM1 e DK
que foram significativamente maiores do que a Vmax dos controles e heterozigotos para
DG [F(4,110)=65,96; p < 0,0001]. No parametro Vnax, houve diferenca significativa entre
0s cinco grupos estudados. As curvas de Km e Vnq, baseada em Lineweaver e Burk

podem ser vistas nas figuras IV.13, IV.14., IV.15., IV.16. e IV.17.

Tabela IV.1. Velocidade maxima (Vma, nmol/h/mL) da enzima quitotriosidase em
plasma de individuos normais, pacientes com a doenga de Gaucher tipo | (DG), doenca

de Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para doenga de Gaucher

tipo | (HG).
Média Faixa de variacao
Controles (n = 29) 81,7 9,5-87
Pacientes com DG (n=27) 54327 8807-126534
Pacientes com DK (n = 9) 472" 116-965
Pacientes com GM1(n = 19) 1233”7 248-2067
Heterozigotos para DG (n=19) 99 21-299

Os resultados estdo expressos como média e faixa de variagdo. = p <
0,001, significativamente diferente de todos os outros grupos (ANOVA de
uma via seguido do teste de Tukey).

A figura IV.18. mostra a constante de Michaelis (Km) nos varios grupos estudados.
Pode-se observar na figura que o Km dos pacientes com GM1 foi muito superior ao dos

outros grupos, seguindo-se o0 Km dos pacientes com DG. Ja o Km dos pacientes com
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DK foi pouco superior ao dos controles € o Km dos heterozigotos para DG foi

moderadamente menor do que o dos controles [F(4,110)=87,37; p < 0,0001].
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Figura IV.18. Constante de Michaelis (Km) da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais (controles, n=29), pacientes com gangliosidose GM1 (GM1, n=19),
doenca de Krabbe (DK, n=9), doenca de Gaucher tipo | (DG, n=27) e heterozigotos
para doenca de Gaucher tipo | (HG, n=19). A média e o desvio padrdao estao
representados nas barras. * p< 0,05, ** p < 0,01 significativamente diferente dos
controles (ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey).
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IV.4. Estudos de estabilidade térmica para a enzima quitotriosidase em plasma de
individuos normais, pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), doenca de
Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca de

Gaucher tipo 1 (HG)

Para os estudos de termoestabilidade, amostras de plasma foram pré-incubadas
a 60 °C por 1, 2,3, 4, 5,10 ,15 ou 25 minutos. Apds a pré-incubacao, foi adicionado o
substrato a reacgao, onde se procedeu a incubagao normal a 37 °C por 15 minutos para

a medida da atividade da QT.

A figura 1V.19. mostra a termoestabilidade da QT em plasma de controles,
afetados pela DG e heterozigotos para a DG (HG). A figura mostra que a atividade
residual da QT em plasma do grupo controle foi de 95,4 + 7,7% apds 1 minuto de pré-
incubacdo, comparada com amostras ndo submetidas a este tratamento térmico (100%
de atividade) e 91,24 + 6,42% apds 2 minutos de pré-incubagéo. Apos 3, 4, 5,10, 15 e
25 minutos de pré-incubacéo a 60 °C, as atividades residuais da QT foram de 86,5 *+
20%, 80,1 £ 18,8%, 77,9 = 15,7%, 58,1 = 12,6%, 45,9 + 9,4% e 42,3 = 9,8%,
respectivamente. Pode-se observar também na mesma figura, que a atividade residual
da QT em plasma de individuos com DG foi de 87,1 £ 17,8% e 68,6 + 18,8% apds 1 e 2
minutos de pré-incubacgao, respectivamente. Apos 3, 4, 5, 10, 15 e 25 minutos as
atividades residuais foram de 52,3 + 20,4%; 44,4 £ 18,6% ; 38,2 £ 17,7%; 21,6 £ 12,2%;
15,0 £ 9,7% e 12 + 9,9%, respectivamente. Nesta figura verifica-se que as atividades
residuais da QT em plasma de individuos HG foram de 90,8 + 8,2%; 81,8 £ 11,1%; 78,3

+12,9%; 66,8 + 12,9% € 62,4 £ 17,3% apoés 1, 2, 3, 4 e 5 minutos de pré-incubacao,
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respectivamente. Apds 10, 15 e 25 minutos de pré-incubagao as atividades residuais da

QT foram de 36,9 + 15,5%; 26 £ 12,9% e 19,2 + 11,1%, respectivamente.

Por outro lado, a comparacao entre o grupo DG e o grupo controle mostrou que
a partir de dois minutos de pré-incubagdo ocorreu uma diferenga significativa entre
estes grupos (tempo 2: F(2,70)=20,40; p<0,05; tempo 3: F(2,68)=39,04; p < 0,001;
tempo 4: F(2,70)=36,73; p < 0,001; tempo 5: F(2,70)=50,25; p < 0,001; tempo 10:
F(2,72)=57,95; p < 0,001; tempo 15: F(2,71)=57,39; p<0,001 e tempo 25: F(2,68)=34,2
p<0,001). Similarmente, ocorreu uma diferenca significativa entre o grupo HG e o grupo
controle nos tempos 2 ,3, 4, 5, 10, 15 e 25 minutos (tempo 2: F(2,70)=20,40; p < 0,001;
tempo 3: F(2,68)=39,04; p < 0,01; tempo 4: F(2,70)=36,73; p < 0,01; tempo 5:
F(2,70)=50,25; p < 0,01; tempo 10: F(2,72)=57,95; p < 0,01; tempo 15: F(2,71)=57,39; p

< 0,01; tempo 25: F(2,68)=34,19; p < 0,01).
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Figura IV.19.: Perfil de inativacao da atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
individuos normais (n=29), homozigotos para DG (n=27) e heterozigotos para DG
(n=19) pelo calor (60 °C) através de pré-incubagéo por 1 a 25 minutos. A atividade da
quitotriosidase para cada tempo foi expressa em relacao a porcentagem da atividade
inicial. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdao dos grupos de
individuos analisados. * p <0,05 e p < 0,01, significativamente diferente dos individuos
normais (ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey).

Na figura IV.20 verificamos que as atividades residuais da QT em plasma de
individuos com DK foram de 89,9 + 10,9%; 75,5+17,2%; 69 + 17,1%; 61,3 + 17,3%;
57,2 + 15,1%; 34,1 + 12%; 23,6 + 13,5% e 18,7 £ 12% apds 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15e 25
minutos de pré-incubagdo. Verificamos também que a partir de 2 minutos de pré-
incubagcao houve uma diferencga significativa entre este grupo de pacientes e o grupo
controle (tempo 2: 1(37)=4,289 , p < 0,001; tempo 3: 1(37)=4,51 , p < 0,001; tempo 4:
t(37)=3,50 , p < 0,01; tempo 5: 1(37)=5,49, p < 0,001; tempo 10: t(36)=5,46, p < 0,001;

tempo 15: 1(36)=4,40, p < 0,001 e tempo 25: 1(31)=4,92, p < 0,001)
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Figura 1V.20. Perfil de inativagdo da atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
individuos normais (n=29) e homozigotos para DK (n=9) pelo calor (60 °C) através de
pré-incubacéo por 1 a 25 minutos. A atividade da quitotriosidase para cada tempo foi
expressa em relacao a porcentagem da atividade inicial. Os resultados estao expressos
como média + desvio padrdo dos grupos de individuos analisados. ** p < 0,01,
significativamente diferente dos individuos normais (Teste t de Student para amostras
independentes).

Na figura 1V.21. verificamos que as atividades residuais da QT em plasma de
individuos com GM1 foram de 89,9 + 10,9%; 75,5 £ 17,2% ; 69 + 17,%; 61,3 + 17,3%;
57,2 + 15,1%; 34,1 + 12%; 23,6 £ 13,5% e 18,7 £ 12% apds 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 e 25
minutos de pré-incubacao, respectivamente. Também verificamos que a partir de 2
minutos de pré-incubagdo houve uma diferenca significativa entre este grupo de
pacientes e o grupo controle (tempo : t(37)=4,29 , p < 0,001; tempo 3: 1(37)=4,51 , p <
0,001; tempo 4: t(37)=3,50 , p < 0,01; tempo 5: 1(37)=5,49, p<0,001; tempo 10:
t(36)=5,46, p < 0,001; tempo 15: 1(36)=4,40, p < 0,001 e tempo 25: 1(31)=4,92, p <
0,001) .
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Figura 1V.21. Perfil de inativagdo da atividade da enzima quitotriosidase de plasma de
individuos normais (n=29) e homozigotos para GM1 (n=19) pelo calor (60 °C) através
de pré-incubacéao por 1 a 25 minutos. A atividade da quitotriosidase para cada tempo foi
expressa em relacao a porcentagem da atividade inicial. Os resultados estao expressos
como média + desvio padrdao dos grupos de individuos analisados. * p < 0,05 e * p <
0,01, diferente dos individuos normais (Teste t de Student para amostras
independentes).

IV.5. Estudos das propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase em plasma de
individuos com doenca de Gaucher tipo | em tratamento e sem tratamento

Para esse estudo, utilizamos amostras de quatro pacientes com a doencga de
Gaucher tipo I. Investigamos se as propriedades bioquimicas da quitotriosidase (Km,
Vmax, PH 6timo e termoestabilidade) em plasma de pacientes com doenca de Gaucher
tipo | variavam quando em tratamento com a terapia de reposi¢ao enzimatica (TRE) de
imiglucerase. Neste particular, as amostras de sangue foram coletadas de pacientes
quando diagnosticados e apos trés meses de tratamento com TRE. Verificamos que

nos pacientes em tratamento o Km aumentou significativamente (1(6)=2,94; p < 0,05),
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enquanto as outras propriedades cinéticas da enzima nao variaram significativamente

(Vmax: 1(6)=0,63; p > 0,05; pH 6timo: t (4)=0,32 p > 0,05; termoestabilidade 10 minutos:

t(4)=0,606 p > 0,05; termoestabilidade 15 minutos: t(4)=0,67 p > 0,05; termoestabilidade

25 minutos: 1(4)=0,13 p > 0,05) (Tabela 1V.2).

Tabela 1V.2. Propriedades bioquimicas da enzima quitotriosidase em plasma de

pacientes com a doenga de Gaucher tipo | (DG) sem e com tratamento por terapia de

reposi¢cao enzimatica (TRE)

Propriedades DG sem TRE DG com TRE Probabilidade
Média (FV) Média (FV)

Km (uM) 23,7 (21-28) 37,5 (27- 45) *

Vmax (nmol/h/mL) 4976 (1802-13495) 3156 (2173-4024) NS

pH 6timo 5,1 (4,8-5,6) 5,2 (4,8-5,5) NS

Termoestabilidade a 60 °C (% do tempo zero)

10 minutos 70,7 (56,2-76) 58,6 (21,5-76,4) NS

15 minutos 70,4 (42,3-85) 52,3 (11,5-91,8) NS

25 minutos 52,5 (33,5-68) 49,3 (6,8-82,1) NS

Os resultados estdo expressos como média e faixa de variagdo (FV). ~p < 0,05
significativamente diferente do grupo sem tratamento por TRE (teste t de Student para

amostras dependentes)
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Os proximos passos de nossa investigagao visaram o estudo em outros grupos
de pacientes: com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK), gangliosidose
GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | (HG) e em individuos
normais. Procurou-se inicialmente comparar as propriedades bioquimicas da QT entre
0S VAarios grupos e apds associar as mesmas e algumas manifestagdes clinicas
prevalentes desses pacientes com os fatores pro-inflamatorios interleucina 6 e fator de

necrose tumoral alfa.

IV.6. Comparacao entre as propriedades bioquimicas da enzima quitotriosidase
(QT) em plasma de individuos normais, pacientes com as doencas de Gaucher
tipo I (DG), Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca
de Gaucher tipo I (HG)

A seguir, analisamos cada uma das propriedades bioquimicas apresentadas
anteriormente comparando os diversos grupos de individuos entre si.

As tabelas IV.3., IV.4., IV.5. e IV.6. mostram, respectivamente, os parametros pH
6timo, Km, Vmax e termoestabilidade apdés 15 min a 60 °C da QT nos varios grupos
estudados. Como a termoestabilidade da QT nos tempos 2 a 25 min variou de maneira
semelhante, escolnemos apenas um tempo de incubacédo a 60 °C (15 minutos) para
esta comparacgao.

Verificamos que o pH 6timo da enzima foi significativamente maior nos pacientes
com DK e GM1 e menor nos com DG e HG em relagdo aos controles (tabela 1V.3).
Verificamos ainda que nao houve diferenca entre o pH 6timo da enzima entre os

pacientes com DG e HG, bem como entre os grupos DK e GM1.
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Tabela IV. 3. Comparacao entre o pH 6timo da enzima quitotriosidase (QT) em plasma
de individuos normais e pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe

(DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenga de Gaucher tipo | (HG)

Grupo N Média EPM Probabilidade
Controles 22 5,19 0,055

DG 21 4,72 0,067 i
HG 11 4,57 0,168
DK 13 5,65 0,136 b
GM1 31 5,57 0,063 b

Os resultados estdo expressos como média e erro padrdo da média (EPM). A andlise
estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett [F(4,106)=26,87, p < 0,0001]. ** p < 0,01, *** p <
0,001, diferente dos controles (teste de Tukey).

Encontramos também no parametro Km diferengas significativas entre os
controles e todos os outros grupos, com os pacientes com GM1 e DG apresentando os
maiores valores de Km. Por outro lado, o Km do grupo HG foi inferior ao dos controles e
estes inferiores ao dos pacientes com DK (tabela IV.4). Como visto na tabela, este
parametro foi progressivamente maior nos HG, controles, DK, DG e GM1. Esses
resultados sugerem que o Km possa ser utilizado na diferenciagdo das DG e GM1 com

a DK, e com maior importancia na diferenciacdo entre homozigotos para a DG em

relacado aos HG.
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Tabela IV. 4. Comparagéo entre o Km (uM) da enzima quitotriosidase (QT) em plasma
de individuos normais e pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe

(DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenga de Gaucher tipo | (HG)

Grupo N Média EPM Probabilidade
Controles 22 4,83 0,30

DG 21 16,6 1,30 e
HG 14 3,57 0,23 *
DK 12 6,67 0,35 >
GM1 28 33,9 1,98 e

Os resultados estdo expressos como média e erro padrao da média (EPM). A andlise
estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett [F(4,105)=84,378, p < 0,0001]. * p < 0,05, ™ p <
0,01, *** p < 0,001, diferente dos controles.

No que se refere a Vmax, verificamos que esse parametro foi semelhante entre os
controles e os HG, mas progressivamente maior nos pacientes com DK, GM1 e DG.
(tabela IV.5). Os pacientes com DG apresentaram a maior Vma, Sendo esta

significativamente maior do que a Vmax de todos os outros grupos estudados.
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Tabela IV. 5. Comparacgéo entre a Vmax (nmol/h/mL) da enzima quitotriosidase (QT) em
plasma de individuos normais e pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG),

Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenga de Gaucher

tipo | (HG)

Grupo N Média EPM Probabilidade
Controles 22 74,5 10,2

DG 21 46147 5792

HG 14 97,8 20,8 NS

DK 13 443 86,4 *

GMA1 29 1456 153 x

Os resultados estdo expressos como média e erro padrao da média (EPM). A andlise
estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida do teste de
comparagdes multiplas de Dunnett [F(4,107)=63,523, p < 0,0001]. * p < 0,05, *** p <
0,001, NS=n&o significativo, comparado aos controles.

Ainda relativamente as propriedades bioquimicas da QT, verificamos que houve
diferencas significativas entre a termoestabilidade da enzima dos controles e todos os
outros grupos estudados (DG, GM1, DK e HG). Estes ultimos apresentaram uma
enzima mais termolabil, sendo a menos estavel a dos pacientes com DG (Tabela 1V.6).
No entanto, a termoestabilidade da enzima n&o foi estatisticamente diferente entre os

grupos DG, HG, DK e HG. Estes resultados sugerem uma outra maneira de diferenciar

individuos normais de heterozigotos para a DG.
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Tabela IV. 6. Comparacao da termoestabilidade da enzima quitotriosidase (QT) (15
min a 60 °C) em plasma de individuos normais, com as doengas de Gaucher tipo |
(DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para a doenca de

Gaucher tipo | (HG)

Grupo N Média EPM Probabilidade
Controles 29 46,1 1,96

DG 21 15,7 2,22 e

HG 14 18,8 2,44 e

DK 11 20,7 3,91 e
GM1 29 25,3 2,20 e

Os resultados estao expressos em percentagem da atividade da enzima relativamente
ao tempo zero (100%). A andlise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via
seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey [F(4,104)=33,788, p < 0,001]. ***
p < 0,001, diferente dos controles.

IV.7. Determinacdo da atividade da quitotriosidase e das concentracoes dos
fatores pro-inflamatorios interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) em plasma de individuos normais, pacientes com as doencas de
Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para

a DG (HG)

As tabelas V.7, IV.8 e IV.9 mostram respectivamente a atividade da

quitotriosidase (QT) e as concentracoes plasmaticas de IL-6 e TNF-a em individuos
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normais, afetados pelas doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose
GM1 (GM1) e heterozigotos para a DG (HG). Como estas variaveis ndao apresentaram
distribuicao normal, utilizamos testes nao paramétricos para os calculos estatisticos.
Podemos observar na tabela IV.8 que houve uma diferenca significativa entre a
atividade da enzima nos varios grupos. Observa-se também que a atividade da QT nos
controles foi significativamente menor do que a de todos os grupos de pacientes, porém
semelhante a do grupo HG, confirmando resultados ja observados na literatura (Wajner
et al., 2007, Guo et al., 1995). Verificamos ainda que a maior atividade da QT encontra-

se nos pacientes com DG, decrescendo naqueles com GM1 e DK.

Tabela IV.7. Atividade da quitotriosidase (nmol/h/mL) em plasma de individuos normais,
heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | (HG) e pacientes com as doencas de

Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1)

Grupos N Mediana Percentil 25  Percentil 75 Probabilidade
Controles 22 375 22,5 56,5 #

DG 31 19098 8013 27628 e

HG 14 62,6 23,3 85,5 NS #
DK 13 216 103 819 “#
GM1 31 700 303 887 T

Os resultados estdo expressos como mediana. A diferenca entre os grupos foi

calculada pelo teste de Kruskal-Wallis [x? (4)= 27,90 p <0,0001]. NS=n4o significante, *
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p < 0,05, ***p < 0,001, diferente dos controles; # p < 0,001, diferente de DG (teste de
Student-Newman-Keuls)

No que se refere a concentracdo plasmatica da IL-6, verificamos que essa
variavel era diferente entre os grupos, sendo maior nos pacientes com DK, seguindo-se
nos com GM1, DG, HG e controles (Tabela IV.8). Pode se observar na tabela que a
concentracao plasmética de IL-6 dos controles foi significativamente menor do que a
dos DK, GM1 e DG, mas nao diferiu significativamente dos HG. Verificamos ainda que
nao houve diferengca entre essa varidvel nos DG e HG, e esta ultima era
aproximadamente trés vezes maior, embora nao significativamente diferente do que a

dos controles.

Tabela IV.8. Concentragcbes plasmaticas da interleucina 6 (IL-6) (pg/mL) no plasma de
individuos normais, heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | (HG) e afetados com

as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1)

Grupos N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
Controles 18 1,87 1,42 2,24

DG 7 7,05 1,21 54,7 *

HG 12 5,77 2,66 14,7 NS

DK 13 28,8 3,04 59,8 **

GM1 18 8,54 5,18 27,7 *

Os resultados estdo expressos como mediana. A diferenga entre os grupos foi
calculada pelo teste de Kruskal-Wallis [x> (4)= 21,618, p < 0,0001]. NS = nao
significante, * p < 0,05, ** p < 0,01, diferente dos controles (teste de Student-Newman-
Keuls).
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No que se refere as concentragdes plasmaticas de TNF-a, observamos uma
diferencga significante entre todos os grupos (controles e pacientes com DG, GM1, DK e
HG) (Tablela 1V.9). Observa-se na tabela que todos os grupos apresentaram
concentracoes superiores a dos controles. Além disso, ndo houve diferenga significativa

entre os grupos GM1, DG, DK e HG.

Tabela 1V.9. Concentragdes plasmaticas do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(pg/mL) no plasma de individuos normais, heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo
| (HG) e pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e

gangliosidose GM1 (GM1)

Grupos N Mediana Percentil 25 Percentil 75  Probabilidade
Controles 22 1,24 0,45 1,92

DG 12 6,25 2,38 12,2 *

HG 6 3,25 2,06 3,82 *

DK 13 3,38 2,27 4,33 *

GM1 18 4,13 2,89 5,80 *

Os resultados estdo expressos como mediana. A diferenca entre os grupos foi
calculada pelo teste de Kruskal-Wallis (x* (4)= 27,954, p <0,0001). * p < 0,05,
diferente dos controles (teste de Student-Newman-Keuls).
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IV.8. Estudo das associacoes entre a idade, a atividade e propriedades cinéticas
da enzima quitotriosidase (QT) com os fatores pro-inflamatorios IL-6 e TNF-a em
plasma, bem como com as atividades das enzimas -glicosidase,
galactocerebrosidase e P-galactosidase em leucdcitos de individuos com as
doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e

heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo I (HG).

Inicialmente verificamos que a idade dos individuos testados variou entre os
varios grupos estudados, sendo semelhantes entre controles, DG e HG e entre os
pacientes com a DK e GM1. Estes ultimos, por sua vez, diferiram dos primeiros (Tabela

IV.10).

Tabela IV.10. Comparacao entre a idade (meses) dos individuos analisados (controles
e pacientes com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK), gangliosidose GM1

(GM1) e heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG)

Grupo N Média EPM Probabilidade
Controles 12 263 25,3

DG 26 177 24,4 NS
HG 7 187 28,3 NS
DK 10 26 11,9 R HH#
GM1 28 25 8,98 N

A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguida do teste de
Tukey [F(4,78)=23,693 p < 0,0001]. *** p < 0,001 diferente dos controles, ## p < 0,01
diferente dos controles, HG e DG.
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Procuramos entdo associar a idade dos pacientes com as variaveis acima
mencionadas dentro de cada grupo estudado (controles, HG e pacientes com DG, DK e
GM1) para verificar se a idade dos individuos poderia interferir com essas variaveis.
Nenhuma associagao foi verificada entre a idade, fatores pré-inflamatérios IL-6 e TNF-
a, atividade e as propriedades cinéticas da quitotriosidade, indicando entdo que a
atividade e as propriedades cinéticas da enzima e os fatores pré-inflamatérios néao
estao relacionados & idade dos individuos testados. E possivel entdo presumir que no
intevalo de idades de nossa amostra (aproxidamadamente de 2 até 24 anos) ndo haja
variagdo dos parametros inflamatérios, bem como da atividade e das propriedades
bioquimicas da quitotriosidase.

Considerando entdo que a idade dos pacientes nao interferiu nos parametros
analisados, o préximo passo de nossa investigacao foi o de procurar associacoes entre
a atividade, as propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e os fatores pré-
inflamatérios IL-6 e TNF-a em plasma de individuos com a DG, DK, GM1 e HG. Como
algumas variaveis nao possuiam distribuicdo normal, utilizamos a correlacdo de
Spearman para esses calculos. Determinamos, portanto, os coeficientes de correlagao
entre os varios parametros no plasma dos individuos dentro de cada grupo (controles,
DG, DK, GM1 e HG).

Verificamos que os parametros pré-inflamatérios IL-6 e TNF-a ndo estavam
correlacionados com a atividade e as propriedades bioquimicas da QT, indicando que o
processo inflamatério sistémico detectado no plasma dos pacientes com DG, DK, GM1
e HG por niveis elevados de IL-6 e TNF-a nao influencia esses parametros. Também
nao encontramos correlacdo entre os niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a com as

atividades das enzimas B-glicosidase, galactocerebrosidase e [B-galactosidase em
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leucocitos de individuos com DG, DK e GM1,respectivamente. No entanto, a atividade
plasmatica da QT se correlacionou positivamente com a Vmax €m todos os grupos
estudados (controles: rs=0,863, p < 0,0001; DG: rs =0,774, p < 0,0001; DK: rs =0,637, p
< 0,05 ;GM1: rs =0,895, p < 0,0001; HG: rs =0,965, p < 0,0001). Correlagbes positivas
foram também encontradas entre a termoestabilidade nos varios tempos estudados.
Convém salientar que calculamos a termoestabilidade apenas nos tempos 10, 15 e 25
min. O paréametro termoestabilidade 10 min da QT se correlacionou positivamente com
a termoestabilidade 15 min nos grupos DG (rs=0,668, p < 0,01), DK (rs=0,973, p <
0,0001), GM1 (rs=0,867 p < 0,0001) e HG (rs=0,859, p < 0,0001). A termoestabilidade
10 min da QT se correlacionou positivamente com a termoestabilidade 25 min nos
grupos DG (rs=0,584, p < 0,01), DK (rs=0,913, p < 0,0001) e GM1 (rs=0,901, p <
0,0001). Por fim, a termoestabilidade 15 min da QT se correlacionou positivamente
com a termoestabilidade 25 min nos grupos controle (rs=0,768, p < 0,0001), DG

(rs=0,479, p < 0,05), DK (rs=0,975, p < 0,0001), GM1 (rs=0,836, p < 0,0001).
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IV.9. Estudo da influéncia do sexo, alteracoes de ténus, retardo neuropsicomotor

e convulsées sobre a atividade e as propriedade cinéticas da enzima
quitotriosidase (QT), bem como sobre os fatores pro-inflamatorios IL-6 e TNF-a
em plasma de individuos normais e com as doencas de Gaucher tipo | (DG),
Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para doenca de Gaucher

tipo 1 (HG)

Inicialmente testamos se 0 sexo interferia na atividade e propriedades cinéticas
da enzima quitotriosidase (QT), bem como sobre os fatores pré-inflamatorios TNF-a e
IL-6 em todos os individuos (controles, HG, DG, DK e GM1) (Tabelas IV. 11, IV. 12 e
IV. 13 ). Verificamos que o sexo nao influenciou nenhuma das variaveis, embora os
homens apresentassem uma tendéncia de maiores valores na atividade e nos niveis
plasmaticos de IL-6 e TNF-a em algumas doencgas (Tabelas IV.11, IV.12 e IV.13). Ja na

DK, os homens apresentaram maiores concentracoes plasmaticas de TNF-a
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Tabela IV. 11. Influéncia do sexo sobre a atividade da enzima quitotriosidase (QT)
(nmol/h/mL) em plasma de individuos normais e com as doencas de Gaucher tipo |
(DG), Krabbe (DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para doenca de

Gaucher tipo | (HG)

Grupo Sexo N Mediana percentil 25 percentil 75 probabilidade
Controles M 12 26,3 13,8 39,8

F 10 24,0 13,2 35,5 NS
DG M 16 20164 11479 30717

F 14 12587 6215 25799 NS
HG M 3 37,5 19,5 69,3

F 4 49,8 18,1 190 NS
DK M 4 428 101 894

F 6 594 183 1105 NS
GM1 M 11 542 210 887

F 11 775 307 938 NS

A comparacao entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferencga significativa foi encontrada. M=masculino F=feminino.
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Tabela IV. 12. Influéncia do sexo sobre os niveis plasmaticos do fator pré-inflamatério
TNF-a (pg/mL) em individuos normais, com as doengas de Gaucher tipo | DG), Krabbe

(DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para doenga de Gaucher tipo | (HG)

Grupo Sexo N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
Controles M 2 0,70 0,33 1,07

F 6 1,31 0,59 1,77 NS
DG M 7 5,02 2,47 9,82

F 3 3,75 1,50 13,0 NS
HG M 3 3,25 2,06 3,70

F 4 3,00 1,32 4,24 NS
DK M 4 3,54 2,09 4,60

F 5 3,97 3,32 5,33 NS
GM1 M 5 6,76 2,97 21,9

F 8 3,68 1,53 5,14 NS

A comparacao entre os grupos foi feita pelo teste nao-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada. M=masculino F=feminino
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Tabela IV. 13. Influéncia do sexo sobre os niveis plasmaticos do fator pré-inflamatério
IL-6 (pg/mL) em individuos normais, com as doengas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe

(DK) e gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG)

Grupo Sexo N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
Controles M 3 2,21 1,84 3,09

F 9 1,99 1,43 2,42 NS
DG M 3 8,25 1,56 13,4

F 3 5,86 0,15 28,4 NS
HG M 7 4,70 2,25 13,0

F 3 3,91 1,47 16,4 NS
DK M 4 26,5 21,7 68,7

F 5 25,3 18,4 51,4 NS
GM1 M 5 7,93 5,15 19,6

F 8 7,99 5,50 15,4 NS

A comparagédo entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada. M=masculino F=feminino

O préoximo passo foi determinar se a presengca de retardo neuropsicomotor
(RNPM) na DK e GM1 influenciava esses parametros. Observamos que nenhum dos
parametros variou com a presenga ou ndo de RNPM na DK (Tabela 1V.14) e na GM1
(Tabela 1V.15). Os resultados obtidos para a termoestabilidade por 15 min foram os

mesmos obtidos em todos os outros periodos de exposigdo do plasma a 60 °C
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Tabela IV. 14. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pro-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com a doenca de
Krabbe na presenca ou auséncia de retardo neuropsicomotor (RNPM)

Parametro RNPM N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
Atividade Sim 7 644 83,5 969

Nao 6 366 106 656 NS
pH 6timo Sim 7 5,60 5,20 6,40

Nao 6 5,50 5,35 5,75 NS
Km Sim 7 6,00 4,90 6,60

Nao 5 7,20 7,20 8,20 NS
Vmax Sim 7 405 213 703

Nao 6 265 153 925 NS
Termo 15’ Sim 7 21,0 12,6 33,8

Nao 4 10,5 4,25 33,5 NS
IL-6 Sim 7 28,8 5,29 66,5

Nao 5 50,6 2,01 60,1 NS
TNF-a Sim 7 3,38 3,26 3,97

Nao 5 4,17 2,27 4,69 NS

A comparagédo entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenga significativa foi encontrada. Sim=portador de RNPM; Nao=nao
portador de RNPM. As unidades de cada parametro estdo descritas em Material e
Métodos.
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Tabela IV. 15. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pro-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com gangliosidose-
GM1 na presenca ou auséncia de retardo neuropsicomotor (RNPM)

Parametro RNPM N  Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
Atividade Sim 20 737 331 894

Nao 10 514 227 805 NS
pH 6timo Sim 20 5,60 5,40 6,00

Nao 10 5,60 5,15 5,65 NS
Km Sim 20 36,3 26,0 41,3

Nao 8 34,5 30,2 43,4 NS
Vmax Sim 20 1574 689 1963

Nao 9 1162 577 1840 NS
Termo 15’ Sim 18 27,7 25,1 2,67

Nao 10 28,4 14,2 36,2 NS
IL-6 Sim 12 9,43 6,39 28,6

Nao 6 5,92 2,57 31,8 NS
TNF-a Sim 12 4,73 3,11 6,44

Nao 6 3,32 2,51 9,28 NS

A comparacao entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada. Sim=portador de RNPM  N&o=nao
portador de RNPM. As unidades de cada parametro estdo descritas em Material e

Métodos.

No que se refere a alteracdo de tdbnus muscular (hipo ou hipertonia), os
pacientes com GM1 apresentaram uma tendéncia de maior TNF-a (p=0,077), sem
nenhuma outra alteracdo nos outros parametros bioquimicos (Tabela IV. 16). Ja nos
pacientes com DK, ndo se verificou nenhuma alteracdo dos parametros estudados em

relacéo a este parametro (Tabela IV.17).
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Tabela IV. 16. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores proé-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com gangliosidose-
GM1 na presenca ou auséncia de hipotonia ou hipertonia

Parametro Hipotonia N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
ou hipertonia

Atividade Sim 17 700 337 887

N&o 14 513 181 870 NS
pH 6timo Sim 17 5,60 5,30 6,00

N&o 14 5,60 5,35 5,80 NS
Km Sim 17 35,3 32,3 40,5

N&o 11 34,3 24,2 43,9 NS
Vmax Sim 17 1470 945 1900

N&o 12 1466 572 1933 NS
Termo 15’ Sim 16 29,1 20,3 36,9

N&o 13 19,0 13,9 29,4 NS
IL-6 Sim 9 972 6,61 47,0

N&o 9 6,39 3,38 19,2 NS
TNF-a Sim 9 453 1,96 6,12

N&o 9 3,63 3,01 11,4 NS

A comparacao entre os grupos foi feita pelo teste nao-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada. S=portador de ténus muscular , N=nao

portador de tdbnus muscular. As unidades de cada parametro estdo descritas em
Material e Métodos.
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Tabela IV. 17. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pro-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com a doenca de
Krabbe na presenca ou auséncia de hipotonia ou hipertonia

Parametro Hipotonia N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade
ou hipertonia

Atividade  Sim 8 430 110 894

Nao 5 345 103 768 NS
pH étimo  Sim 8 5,50 5,20 6,40

Nao 5 5,60 5,30 5,90 NS
Km Sim 8 6,30 5,10 7,20

Nao 4 7,20 7,20 8,60 NS
Vmax Sim 8 320 167 661

Nao 5 290 197 939 NS
Termo 15’  Sim 8 20,8 13,1 32,2

Nao 3 16,5 3,50 39,8 NS
IL-6 Sim 8 32,5 8,81 62,5

Nao 4 28,2 1,41 63,6 NS
TNF-a Sim 8 3,55 3,28 4,66

Nao 4 3,28 2,22 4,41 NS

A comparacao entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada. Sim=portador de alteragdes de tdnus
muscular, N= ndo portador de alteracdes de tdbnus muscular. As unidades de cada
parametro estdo descritas em Material e Métodos.

Quando testamos se a hepatomegalia e a esplenomegalia estavam associadas a
alteragcdes nos parametros analisados nos pacientes com GM1, verificamos que a

hepatomegalia se associava a um aumento da atividade e da Vnax da quitotriosidase

nestes pacientes (Tabela 1V.18). Ja a esplenomegalia ndo alterou esses parametros

(Tabela IV.19).
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Tabela IV. 18. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pré-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com gangliosidose

GM1 na presenca ou auséncia de hepatomegalia

Parametro Hepatomegalia N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade

Atividade Sim 19 846 485 897

Nao 12 287 122 757 **
pH 6timo Sim 19 5,60 5,40 6,00

Nao 12 5,60 5,05 5,75 NS
Km Sim 19 38,1 33,1 427

Nao 9 32,2 16,7 38,4 NS
Vmax Sim 19 1770 1097 1967

Nao 10 806 331 1812 *
Termo 15’ Sim 17 27,6 12,4 29,6

Nao 12 29,4 18,5 37,5 NS
IL-6 Sim 13 9,72 5,80 35,4

Nao 5 6,83 3,38 13,5 NS
TNF-a Sim 13 4,67 3,27 6,12

Nao 5 3,11 1,30 14,9 NS

A comparacao entre os grupos foi feito pelo teste ndo-para métrico de Mann-Whitney.
Sim=com hepatomegalia; Nao: sem hepatomegalia. * p < 0,05 ** p < 0,01. As unidades
de cada parametro estdo descritas em Material e Métodos.
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Tabela IV. 19. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pré-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com gangliosidose

GM1 na presenca ou auséncia de esplenomegalia

Parametro Esplenomegalia N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade

Atividade Sim 8 810 499 879
Nao 23 572 238 887 NS

pH 6timo Sim 8 5,50 5,40 5,95
Nao 23 5,60 5,20 5,80 NS

Km Sim 8 38,0 35,2 41,3
Nao 20 34,3 25,6 42,5 NS

Vmax Sim 8 1574 982 1835
Nao 21 1233 577 2017 NS

Termo 15’ Sim 7 27,6 11,8 28,7
Nao 22 28,0 17,4 33,9 NS

IL-6 Sim 4 9,43 7,08 55,1
Nao 14 7,38 4,82 27,7 NS

TNF-a Sim 4 5,78 3,33 7,35
Nao 14 3,68 2,56 5,38 NS

A comparacao entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenga significativa foi encontrada. Sim=com esplenomegalia; Nao=sem
esplenomegalia. As unidades de cada parametro estdo descritas em Material e

Métodos.

No que se refere as convulsées nas DK e GM1, verificamos que os pacientes
com DK nao apresentaram variacdo nestes parametros com as convulsdes (Tabela
IV.20). Ja nos com GM1, observamos que as convulsdes estavam associadas com uma

menor Vimax € niveis plasmaticos menores de TNF-a (Tabela IV. 21).
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Tabela IV. 20. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pro-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com a doenca de

Krabbe na presenca ou auséncia de convulsdes

Parametro Convulsdbes N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade

Atividade Sim 4 443 109 894

Nao 3 644 83,5 992 NS
pH étimo Sim 4 5,90 5,30 6,35

N&o 3 5,40 5,00 6,40 NS
Km Sim 4 5,80 4,90 7,30

N&o 3 6,60 4,90 9,00 NS
Vimax Sim 4 554 189 807

N&o 3 533 235 966 NS
Termo 15 Sim 4 30,7 16,3 38,0

N&o 3 8,70 6,50 20,6 NS
IL-6 Sim 4 24,1 8,81 63,2

N&o 2 19,5 2,87 36,2 NS
TNF-a Sim 4 3,54 2,09 5,56

N&o 2 3,68 3,38 3,97 NS

A comparagédo entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada. Sim=com convulsbes; N&o=sem
convulsées. As unidades de cada parametro estdo descritas em Material e Métodos.
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Tabela IV. 21. Atividade e propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e
fatores pré-inflamatérios TNF-a e IL-6 em plasma de individuos com gangliosidose
GM1 na presencga ou auséncia de convulsdes

Parametro Convulsdoes N Mediana Percentil 25 Percentil 75 Probabilidade

Atividade Sim 4 513 223 901

Nao 9 775 450 927 NS
pH 6timo Sim 4 5,80 5,15 6,00

Néo 9 5,60 5,20 5,90 NS
Km Sim 3 31,5 14,4 35,1

Nao 9 38,1 33,7 43,9 NS
Vmax Sim 4 864 410 1290

Nao 9 1833 1129 2379 *
Termo 15’ Sim 4 33,2 15,6 41,5

Nao 8 27,7 12,2 36,0 NS
Termo 25  Sim 4 19,5 9,15 30,0

Nao 8 8,60 2,50 24 1 NS
IL-6 Sim 2 24 4 6,83 41,9

Nao 6 18,5 7,30 34,8 NS
TNF-a Sim 2 0,84 0,59 1,08

Nao 6 5,14 3,71 10,0 *

A comparagéao entre os grupos foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,
* p < 0,05. Sim=com convulsdes; Nao=sem convulsdes. As unidades de cada
parametro estdo descritas em Material e Métodos.
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V. Discussao

V.1. Sensibilidade e eficacia do método enzimatico para deteccao de homozigotos
e heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo I, doenca de Krabbe e
gangliosidose GM1

As doencgas lisossdbmicas (DLD) sao causadas pela deficiéncia de enzimas, de
ativadores protéicos ou proteinas de transporte. Estas deficiéncias levam ao acumulo
de substratos (macromoléculas) nos lisossomos, fazendo com que a célula fique repleta
de vacuolos de armazenamento, provocando alteragbes bioquimicas e sintomas
clinicos caracteristicos (Meikle et al., 1999; Brunetti-Pierri e Scaglia, 2008; Chen e
Wang, 2008; Wolf e Quinn, 2008; Boomkamp e Butters, 2008; Giraldo e Pocovi, 2008).
Dentre essas doencas, destacam-se as esfingolipidoses em que esfingolipidios se
acumulam em um ou mais tecidos (6rgaos) como resultado de uma deficiéncia primaria
de enzimas ou proteinas ativadoras que estdo envolvidas nos processos de
degradacao destes compostos.

Homozigotos para as DG tipo |, DK e GM1 sdo usualmente diagnosticados pela
determinagao da atividade enziméatica, resultando em uma atividade quase nula ou nula
das enzimas [-glicosidase, galactocerebrosidase e B-galactosidase, respectivamente
(Maria et al., 2003; Brunetti-Pierri e Scaglia, 2008; Chen e Wang, 2008). No presente
estudo, observou-se inicialmente que os individuos com DG tipo |, DK e GM1
apresentaram 4,8 % da atividade da B-glicosidase (normal=10-45 nmol/h/mg proteina),
5 % da atividade da galactocerebrosidase (normal=14-53 nmol/h/mg proteina) e 3,1 %

da atividade da B-galactosidase (normal=78-280 nmol/h/mg proteina) em leucécitos em
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relacdo a atividade média dos individuos normais. Deve-se enfatizar que a deficiéncia
relativa dessas atividades enzimaticas, utilizando-se para essas medidas substratos
artificiais em leucocitos ou em fibroblastos cutaneos cultivados, nao possui valor
preditivo confidvel para avaliar a gravidade clinica (prognostico) e tampouco permitem
distinguir os subtipos e variantes neuroldgicos e nao neurolégicos da DG (Basu et al.,

1984; Glew et al., 1985; Grabowski et al., 1993; Randell et al., 2000).

Ja nos heterozigotos para esses disturbios existe uma sobreposicao da faixa das
atividades enzimaticas, inviabilizando o uso dessa andlise como método confiavel e
sensivel para detecgdo de heterozigotos para estas doencas (Beutler e Kuhl, 1970;
Randell et al., 2000; Sopelsa et al., 2000). Os heterozigotos para DG utilizados no
presente estudo apresentaram atividades da B-glicosidase da ordem de 40 a 60 %

daquelas encontradas em individuos normais.

V.2. Quitotriosidase (QT): O biomarcador auxiliar no diagndstico laboratorial para
a DG, DK e GM1 e para avaliacao do tratamento de reposicao enzimatica para a
DG

Algumas proteinas séricas e em especial a quitotriosidase (QT) estdo muito
elevadas em pacientes com DG, mas também em outras esfingolipidoses, como a DK,
a GM1 e a doenca de Niemann-Pick (Guo et al., 1995; Wajner et al., 2004;
Michelakakis, et al., 2004; Brinkman et al., 2005; Aerts et al., 2008; Charrow, 2009).

A QT, uma endo B-glicosaminidase secretada e ativada por macroéfagos, esta
usualmente presente no figado, rins, baco, pulmao e medula 6ssea (Hollak et al., 1994;

Guo et al., 1995; Korolenko et al., 2000). Acredita-se que, por ser sintetizada por

106



macrofagos, a QT reflete processos inflamatérios (van Eijk et al., 2005), o que esta de
acordo com achados prévios, demonstrando uma elevada atividade da QT em
neonatos com infecgdes fungicas e bacterianas (Labadaridis et al., 2005). No que se
refere ao aumento da atividade da QT em doencgas lisossomais, tem sido postulado que
este aumento se deva a ativacdo de macréfagos devido ao acumulo de esfingolipidios
contendo ceramida que sdo muito imunogénicos (Ballou et al., 1996). Neste sentido, foi
demonstrada uma produgdo aumentada de QT por macrofagos induzida pelo acumulo
de esfingolipidios e outras macromoléculas, sendo entdo proposto que a QT esta
associada a um estimulo do sistema imunolégico (van Eijk et al., 2005). Assim, poder-
se-ia propor que o depédsito de esfingomielina e/ou ceramida ou de outros lipidios
complexos, ao acarretar uma resposta inflamatéria sistémica e/ou neuroinflamatéria,
detectada pelo aumento da atividade da QT, poderia representar um importante
mecanismo patogénico do dano tecidual que ocorre nas esfingolipidoses, em particular
na doenca de Gaucher tipo |, doenca de Krabbe e gangliosidose GM1, que sao
instrumentos da presente investigacdo. Poder-se-ia também postular que os niveis
plasmaticos muito elevados da QT na doenca de Gaucher tipo |, relativamente aos das
DK e GM1 devem-se ao fato da resposta inflamatéria na DG ser mais a nivel sistémico
(os sintomas sao preponderantemente em tecidos periféricos) e nas DK e GM1 mais a
nivel central, localizada no SNC (os sintomas neurolégicos sdo predominantes).

Por outro lado, a QT e outras proteinas plasmaticas como a enzima conversora
da angiotensina (ECA) e a fosfatase acida tartarato resistente (TRAP) se correlacionam
com a evolugédo clinica da DG, sendo Uteis no monitoramento das respostas dos
pacientes ao tratamento enzimatico (Lacerda et al., 1999; Giraldo et al., 2001; Ida et al.,

2001; Gaucher Registry, 2004; Weinreb, 2008). Assim, observou-se que na DG a
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atividade da QT diminui em resposta a terapia de reposicdo enzimatica (TRE) e que
este decréscimo relaciona-se a dose da enzima de reposicdo e a indicadores de
respostas clinicas positivas, como os parametros hematol6gicos e viscerais (Giraldo et
al., 2001; Hollak et al., 2001). Convém, no entanto salientar que a atividade da QT ou
outros marcadores bioquimicos ndo devem ser utilizados isoladamente na avaliagéo da
gravidade das DLDs em que eles se encontram elevados (Robinson e Glew, 1980;
Giraldo et al., 2000; Cox, 2001). Por outro lado, outros biomarcadores possivelmente
uteis para o diagnéstico da DG encontram-se em investigacdo, como a proteina de
membrana associada a lisossomo (LAMP) e a quemoquina CCL18 (Whitfield et al.,
2002; Boot et al., 2003). Entretanto, destas proteinas séricas sabidamente elevadas, a

QT é a que tem sido mais estudada na DG.

Nao se pode também excluir que a patogénese da DG, bem como da DK e GM1,
em que a atividade da QT também se encontra elevada, esteja relacionada de alguma
forma com a atividade e/ou as propriedades cinéticas da QT. Além disso, € possivel
que a atividade dessa enzima possa estar correlacionada com suas propriedades
cinéticas e estas, de alguma forma, com o quadro clinico dos pacientes afetados, o que
até o presente momento nado foi avaliado na literatura. Assim, o conhecimento das
propriedades cinéticas da QT nas esfingolipidoses acima mencionadas
comparativamente com a de individuos normais poderia em teoria ser importante para
elucidar a patogénese dessas doencgas degenerativas. Além disso, o conhecimento das
propriedades cinéticas da QT nas DLDs em que esta atividade estd aumentada no
plasma pode ser importante na diferenciacao de heterozigotos de individuos normais ou

homozigotos.
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Em um trabalho prévio, investigamos as propriedades cinéticas da QT em
homozigotos para a DG e para doenca de Niemann-Pick (DNP) (Wajner et al., 2004).
Verificamos que as atividades plasmaticas da QT na DG e DNP foram,
respectivamente, 600 e 30 vezes superior a de individuos normais. Além disso, o pH
6timo, a velocidade maxima e a termoestabilidade da QT nestas doengas diferiram
daquelas de individuos normais. Foi entao postulado que estas diferencas poderiam ser

uteis na diferenciagéo de individuos normais daqueles afetados pelas DG e DNP.

V.3 Atividade e propriedades cinéticas da quitotriosidase (QT) nas doencas de
Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1), heterozigotos para a
DG (HG) e individuos normais (controles)

No presente estudo, verificamos inicialmente que nos individuos com DG a
atividade da QT apresentou-se muito acima da normalidade (em média 600 vezes),
como ja havia sido descrito na literatura por Hollak e colaboradores (1994). Além disso,
a atividade plasmatica da QT também estava aumentada em individuos com DK (em
média 12 vezes) e GM1 (em média 15 vezes). Estudamos também as propriedades
cinéticas da QT no plasma de pacientes com as DG tipo |, DK e GM1, bem como em
heterozigotos obrigatérios para a DG, comparando-as com a de individuos normais. Um
dos propésitos desta investigacao foi verificar se alteracdes nestas propriedades
poderiam estar relacionadas com a atividade desta enzima nestas doengas, ou mesmo
se poderiam servir para diferenciar heterozigotos de homozigotos com DG ou de

individuos normais.
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Observamos que o pH étimo da QT plasmatica dos pacientes com DK e GM1 foi
superior ao dos controles, enquanto a QT de homozigotos (DG) e heterozigotos para
DG tipo | (HG) teve um pH 6timo inferior ao dos controles. Além disso, o maior Km
observado para a QT foi aquele de pacientes com GM1, seguido daquele com DG.
Estes foram muito superiores aos Km dos outros grupos (DK, HG e contoles), refletindo
uma menor afinidade da enzima pelo substrato nos pacientes com GM1 e DG. Por
outro lado, o Km dos DK e HG foi respectivamente superior e inferior ao dos controles.
Ja no que se refere a Vmax, Observou-se um aumento acentuado desse parametro nos
grupos DG, seguindo-se do GM1 e DK, relativamente ao grupos controle e HG. Esses
achados foram semelhantes aos encontrados para a atividade da QT nos grupos
estudados. Finalmente verificamos que a QT de individuos normais € muito mais
termoestavel, relativamente a QT dos pacientes com DG, DK e GM1, bem como ao

grupo HG. Esses resultados foram publicados recentemente (Wajner et al., 2007).

As variagbes nas propriedades cinéticas da QT entre os varios grupos
analisados em relacdao aos controles e também aos HG podem potencialmente
representar marcadores bioquimicos simples e rapidos na diferenciagdo entre
individuos homozigotos para algumas dessas doencas lisossomais € seus

heterozigotos e entre heterozigotos para DG e individuos normais.

Neste particular, nossos resultados sugerem que os individuos normais podem
ser diferenciados dos heterozigotos para DG através das propriedades cinéticas da QT:
pH étimo, Km e termoestabilidade. Deve-se, no entanto, enfatizar que existe em alguns
casos superposicdo nas propriedades cinéticas da QT entre individuos normais e

heterozigotos para a DG tipo |. Nesses casos, a utilizacdo de apenas uma propriedade
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cinética para fazer essa diferenciacao é falha, necessitando-se tomar o conjunto das
propriedades bioquimicas da enzima para que essa distingdo se torne mais correta. Por
outro lado, acreditamos que a investigagcdo das propriedades cinéticas da QT em
heterozigotos para as DK e GM1 e sua comparagéao com as de individuos normais seria
desejavel para se determinar se as mesmas podem ser utilizadas para diferenciar

esses grupos entre si.

Os mecanismos responsaveis pelas propriedades cinéticas distintas da QT nos
varios grupos de pacientes analisados nao sao conhecidos até o presente momento,
mas podem refletir a presencga de diferentes propor¢des de varias isoformas da enzima
QT no plasma dos individuos afetados pelas DLDs aqui estudadas. Neste particular,

foram previamente descritas vérias isoformas da QT na DG (Quintana et al., 2006).

Procuramos a seguir verificar se o tratamento de reposicao enzimatica poderia

alterar as propriedades cinéticas da QT em pacientes com DG tipo |.

V.4. Efeito do tratamento com reposicao enzimatica sobre as propriedades
cinéticas da QT em pacientes com DG tipo |

Avaliamos se a terapia com reposi¢cao enzimatica (imiglucerase) poderia alterar
as propriedades bioquimicas da QT em pacientes com DG tipo |. Verificamos que a
atividade da enzima apresentou um decréscimo ao longo do mesmo e que o Km se
elevou significativamente em relacao aquele do inicio do tratamento, enquanto as
outras propriedades (Vmax, pH 6timo e termoestabilidade) ndo foram alteradas pelo
tratamento. Embora nao se tenha uma explicagcdo no momento para o aumento do Km

com o tratamento, podemos supor que isoenzimas da QT com uma afinidade menor ao
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substrato (maior Km) pudessem estar presentes em maior quantidade no sangue dos
pacientes tratados.

Por outro lado, € possivel que o aumento da atividade da QT na DG tipo | deva-se
a ativacdo de macréfagos, possivelmente secundaria ao acumulo de uma maior
quantidade de esfingolipidios, pondendo contribuir potencialmente para a patogénese
da doencga através de um processo inflamatério. Assim, o tratamento com reposicao de
um analogo da enzima B-glicosidase deficiente diminui a quantidade dos lipidios
acumulados, levando a uma menor ativagdo de macréfagos e inibicdo da secregcédo da
QT pelos mesmos no plasma dos pacientes (Giraldo et al., 2001; Ida et al., 2001;
Gaucher Registry, 2004). Também foi verificado que a diminuicdo da atividade da QT
se correlaciona com a melhora da sintomatologia clinica dos pacientes afetados pela
doenca, sendo Util no monitoramento das respostas dos mesmos a TRE (Lacerda et al.,

1999; Giraldo et al., 2001; Ida et al., 2001; Gaucher Registry, 2004).

V.5. Inflamacao sistémica e neuroinflamacao como determinantes da patogénese

nas doencas de Gaucher tipo I, Krabbe e gangliosidose GM1

Sinais de ativacdo do sistema imunoldgico, com infiltracdo de linfocitos T e
ativagcao de células gliais ocorrem em algumas doengas neuroldgicas, embora pouco se
saiba sobre 0s mecanismos exatos que determinam a suscetibilidade a
neurodegeneracdao. Um conhecimento melhor das interagbes entre o sistema nervoso
central e o sistema imunolégico pode potencialmente determinar novas estratégias
terapéuticas para os processos neurodegenerativos. Neste sentido, estd bem

estabelecido que nas doengas de Alzheimer e Parkinson, bem como na esclerose
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amiotréfica lateral, a perda de células neurais esta associada a ativacao de células
gliais residentes, como parte de uma resposta imunolégica local (Aktas et al., 2007;
Britschgi e Wyss-Coray, 2007). Além disso, na esclerose multipla foram observadas
placas inflamatérias compostas de células imunoldgicas infiltradas e células gliais
residentes ativadas que provocam dano axonal (Ferguson et al, 1997) e

posteriormente dano cortical (Kutzelnigg et al., 2005).

Assim, a neurodegeneracdo e a inflamacao podem exercer efeitos interativos.
Linfécitos T ativados podem cruzar a barreira hemato-encefélica intacta e antigenos do
SNC podem seguir uma direcao oposta para a circulacao (Kawakami et al., 2004; Galea
et al., 2007). Esses fendmenos sdo complexos e nosso conhecimento sobre os fatores
gue iniciam e sustentam uma inflamacao crénica que leva a danos irreparaveis ao SNC
sdo muito escassos. No entanto, acredita-se que o dano cerebral produzido por
inflamacéo crénica deve-se a células gliais residentes e a macrofagos derivados de

monacitos (Trapp et al., 1999).

No caso da esclerose mdltipla, é provavel que a inflamacao sistémica que atinge
o SNC provoque o recrutamento de células inflamatérias no mesmo e seja um
mecanismo patogénico do processo neurodegenerativo. Em outros casos, € dificil
distinguir se a neuroinflamacao autoimune é causa ou consequéncia da doenga. Por
outro lado, a neuroinflamacao nao é sempre deletéria, pois em alguns casos exerce um
efeito benéfico neuroprotetor, sendo que a liberacdo de fatores neurotréficos por
leucécitos que invadem o SNC é benéfica apds dano em células neurais (Hammarberg

et al., 2000).
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Recentemente foi postulado que a inflamagdo do SNC, com o recrutamento de
mondcitos e macréfagos do sangue periférico, estd também associada a doencas
lisossOmicas de depdsito, podendo possuir um papel importante na neurodegeneracao
presente nestas doencas (Mizukami et al., 2002). No entanto, h& poucos trabalhos na
literatura sobre esse tdpico. A maioria se concentra na doenca de Gaucher tipo | em
que a QT plasmatica, produto de macréfagos ativados, possui atividade muito
aumentada. Neste particular, concentragbes elevadas de varias interleucinas foram
encontradas no cérebro de camundongos em um modelo animal da DG (Hong et al.,
2006). Uma suscetibilidade genética entre o promotor do polimorfismo para o fator TNF-
a e a doengca de Gaucher tipo | também foi demonstrada, embora ndo houvesse
correlacao entre os niveis de QT e os de TNF- a (Altarescu et al., 2005). Foi também
verificado que as elevagdes das concentragdes das interleucinas IL-B, TNF- a e IL-6
podem induzir as manifestacdes ésseas e a incidéncia de hipergamaglobulinemia

presente na DG.

No caso da gangliosidose GM1, foi demonstrado que o depdsito de gangliosidio
GM1 provoca uma cascata de eventos celulares comegcando com a deplecao de calcio
no reticulo endoplasmatico das células neurais e levando a apoptose neuronal
(Tessitore et al., 2004). Este ultimo evento provoca uma resposta neuroinflamatoria
associada com ativagédo de citocinas que por sua vez ativam a microglia e macréfagos

no sitio de apoptose (Jeykumar et al., 2002).

Embora na doenca de Krabbe as citocinas tenham sido postuladas como
importantes mediadores da resposta inflamatéria (Levine e Brown, 1997), o papel da IL-

6 que se encontra elevada no modelo animal desta doengca € desconhecido
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(Pedchenko e Levine, 1999). Por outro lado, foi verificado que a psicosina que se
acumula na DK induz apoptose e ativacdo de citocinas em linfécitos e mondcitos
periféricos de pacientes com esta doenca, sugerindo uma ativagdo do sistema
imunoldgico periférico (Formichi et al., 2007; Pasqui et al., 2007). Também se acredita
gue a psicosina promove a morte de olingodendrécitos e desmielinizagdo em pacientes
e em modelos animais da doenga. Por um lado, a inflamacao, que é postulada ocorrer
na DK, pode ser secundaria ao dano induzido pelo acumulo de psicosina e ter um papel
primario em determinar a patogénese da doenca. Independentemente se € causa ou

consequéncia, a neuroinflamagéo parece determinar a progresséo da DK.

Assim, acredita-se que o esclarecimento dos mecanismos regulatérios que
controlam a micréglia e a ativacao de astrécitos, bem como o conhecimento do controle
exato da comunicacao entre as células da resposta imunolégica na periferia e no SNC
ajudara a desenvolver novas estratégias para tratar os pacientes com doencas
neurodegenerativas, incluindo-se os afetados por DLDs.

Portanto, o préximo passo de nossa investigacdo foi determinar as
concentracoes dos fatores pro-inflamatérios inteleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) no plasma dos pacientes com DG tipo I, DK, GM1, heterozigotos
para a DG, bem como em individuos normais, uma vez que dados escassos existem na
literatura sobre a medida de inflamacéao sistémica nestes pacientes, além do que alguns
resultados disponiveis sao conflitantes. Além disso, os trabalhos disponiveis na
literatura relacionam-se fundamentalmente a modelos animais dessas doencas.

Também, ndo conhecemos nenhum trabalho que avaliou os parametros pro-

115



inflamatoérios acima descritos simultaneamente em todos os grupos de pacientes com

as doencas de depdsito acima relacionadas e estudadas no presente trabalho.

Observamos inicialmente que tanto a IL-6 quanto o TNF-a estavam em
concentracoes plasmaticas aumentadas nos pacientes com DG tipo |, DK e GM1, bem
como nos HG em relagcéao aos controles.

Verificamos que o0 aumento observado nas concentragdes plasmaticas de TNF-a
nos pacientes afetados por DG, GM1 e DK foi aproximadamente de 3 a 4 vezes
superior ao dos controles. Ja as concentracdes plasmaticas de IL-6 nesses mesmos
pacientes foram superiores a dos controles na ordem de magnitude de 3 (DG e HG), 5
(GM1) e 15 (DK) vezes, indicando que esse parametro € mais sensivel que o TNF-a.
As concentragdes plasmaticas da IL-6 nos HG né&o diferiram significativamente dos
controles, mas foram quase trés vezes superiores as dos mesmos. Se agora focarmos
nossa atencdo para a DK, verificamos que os pacientes afetados pela mesma
apresentaram niveis plasmaticos mais altos de IL-6, quando comparados a todos 0s
outros grupos. Esses achados indicam uma ativacdo do sistema imunolégico a nivel
sistémico nos pacientes com as doencas lisossomais acima descritas. E possivel que
essa ativacao tenha ocorrido em resposta ao acumulo dos lipidios complexos,
caracteristicos dessas doencas (Jeyakumar et al., 2003; Suzuki, 1998 ).

Por sua vez, se considerarmos que a resposta inflamatoéria sistémica estava
aumentada nesses pacientes, podemos também presumir que ela seja um reflexo do
que ocorre no cérebro. Essa hipétese, no entanto, necessita ser comprovada. No
entanto, apesar dos resultados terem sido encontrados em plasma, acredita-se que

possam refletir 0 que ocorre no ceérebro, visto que a inflamagédo sistémica leva a
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ativacao de astrocitos e células gliais com todas suas consequéncias ruins para a
viabilidade neuronal (Jeyakumar et al., 2003).

Neste contexto, deve-se enfatizar que os estudos que investigaram o papel da
neuroinflamagédo como fator patogénico nas DG, GM1 e DK identificaram aumento dos
fatores pré-inflamatérios IL-6 e TNF-a no cérebro postmortem dos pacientes ou de
modelos animais dessas doencas tomados isoladamente. O presente estudo é o
primeiro a investigar esses parametros pro-inflamatérios no sangue de pacientes
acometidos por todas essas DLDs simultaneamente, possibilitando, portanto,
comparagdes multiplas entre os niveis dessas substancias nos varios grupos de
pacientes.

Outros estudos mostraram que os niveis plasmaticos de TNF-a estao elevados
na DG sendo que as concentragdes maiores foram encontradas na forma com
comprometimento agudo do SNC (DG tipo IlI) (Michelakakis et al., 1996). Foi ainda
verificado nesse estudo que as concentracées de TNF-a também estavam elevadas no
plasma de pacientes com outras DLDs, tais como Nieman-Pick C, GM1, Krabbe,
leucodistrofia metacromatica, mucopolissacaridose 11IB e mucolipidose II, Ill, porém em
muito menores concentragdes. Por outro lado, o tratamento de reposicao enzimatica
por um ano nos pacientes com DG foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a no sangue
destes pacientes, refletindo uma relagdo causal entre as manifestacbes da doenca e a
secrecao dessa citocina. Além disso, nenhuma correlagcdo foi encontrada entre os
niveis de TNF-a e as atividades da quitotriosidase e da B-glicosidase.

Outros investigadores, tomando em consideragdo uma investigagdo prévia
demonstrando que a exposicao de células mononucleares ao glicocerebrosideo induz a

sintese pelos mesmos de IL-1beta, de TNF-a e IL-6 (Yatziv et al., 1996), postularam
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que a expressao das citocinas inflamatérias estudadas em resposta ao acumulo nos
macrofagos de glicocerebrosideo pode estar envolvida na heterogeneidade das
manifestacdes clinicas na DG (European Cytokine Network, 1999). Neste contexto, a
reducdo do TNF-a ao longo da terapia de reposicao enzimatica esta de acordo com
essa hipotese (Michelakakis et al., 1996). Foi também verificada a expressdo do mRNA
das citocinas inflamatorias IL-1beta, IL-6 e TNF-a em mondcitos de um paciente com
DG (Lichtenstein et al., 1997), reforcando as observagdes de um processo inflamatério
mediado por células mononucleares nessa doenca.

Outros achados também mostraram um aumento dos niveis cerebrais das
citocinas pré-inflamatérias IL-1a, 1L-1B, IL-6 e TNF-a, bem como de éxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio no cérebro fetal de camundongos com DG, sendo tais
alteragdes consideradas como uma conseqiéncia do depésito de glicocerebrosideo ou
glicosilesfingosina que ocorre em pacientes com DG tipo Il e Ill (Hong et al., 2006).
Neste particular, a producao de Oxido nitrico ocorre por macréfagos ativados por
citocinas ou por microorganismos (Guzik et al., 2003). Por outro lado, a microglia
ativada por varias citocinas incluindo o TNF-a, também secreta 6xido nitrico (Bogdan,
2001). Poderia entdao ser proposto que o acumulo de glicosilceramida na microglia
poderia ser o fator responsavel pela inflamacao relacionada a neurodegeneracao na

DG.

No que se refere a doenga de Krabbe, foi recentemente verificado que células
mononucleares periféricas com acumulo de psicosina de pacientes com esta doenca
secretam TNF-a (Pasqui et al., 2007). Quantidades elevadas de TNF-a também foram

encontradas no cérebro de um modelo animal desta doenca, além de macréfagos com
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excesso de TNF-a em areas de desmielinizacao (Pellegatta et al., 2006). Por outro
lado, outros investigadores encontraram uma ativacdo do processo inflamatério em
modelos animais e seres humanos com DK. Neste contexto, foi demonstrado que o
TNF-a induz a producgao de IL-6 em astrécitos e microglia cultivados, bem como causa
alteragdes em oligodendrécitos e na mielinizagdo (Pellegatta et al., 2006). Além disso,
astrocitos com TNF-a e IL-6 foram encontrados em cérebro de camundongos com DK
(Levine et al., 1997). Outros estudos mostraram que o acumulo de psicosina nas
células globoides presentes na DK resulta em morte de oligodendrdcitos e mielina e a
psicosina mostrou induzir a produgdo de espécies ativas em células gliais de ratos
(Khan et al., 2005), bem como apoptose e ativacao da produgéo das citocinas TNF-a e
IL-8 por linfécitos periféricos humanos de pacientes com DK (Formichi et al., 2007).
Finalmente, foi detectada a presenca da enzima éxido nitrico sintase em astrécitos
ativados no cérebro de pacientes com DK, indicando o envolvimento de um processo
inflamatorio na patogénese da DK (Giri et al., 2002). Todos esses achados indicam um
papel relevante para células e mediadores pro-inflamatérios na DK. Nao se pode
concluir no momento se o processo inflamatério € consequiéncia do dano tecidual
causado pelo acumulo de psicosina ou se a inflamagdo é o processo primario
determinante da patologia da doenca. De qualquer forma, o processo inflamatério é

importante para determinar a progressao da doenca.

No que se refere a GM1, foi verificada uma ativagdo microglial e infiltragdo de
células inflamatorias progressiva no cérebro de camundongos com esta doenga que
coincidiu com o acumulo de glicoesfingolipidios e com a evolugdo de sintomas

neurolégicos, sugerindo que a inflamagéo é um mecanismo importante na patogénese
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da GM1 (Jeyakumar et al., 2003). Esses investigadores verificaram que os niveis das
citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-1beta e TGFB1 (fator de crescimento
transformador) aumentaram juntamente com o aparecimento dos sintomas, sugerindo
que elas sado produzidas em resposta ao ou contribuem para a ativagdo imunoldgica
localizada no SNC. Em relacdo a ativacdo do sistema imune no SNC e mais
especificamente da micrdglia, um possivel mecanismo envolvido poderia ser pela
fagocitose de neurbnios apoptoticos repletos de lipidios, seguindo-se a producdo de
mediadores inflamatérios, tais como citocinas, prostaglandinas e &éxido nitrico, que
podem levar ao dano localizado no SNC. Neste contexto, gangliosidios sdo capazes de
ativar a micréglia diretamente in vitro produzindo mediadores pro-inflamatérios (Pyo et
al., 1999). Portanto, é possivel que os gangliosideos liberados dos neurbnios
fagocitados pela micréglia possam iniciar o evento inflamatério e a patogénese da GM1.
Também foi demonstrado que em modelos de GM1 em camundongos a ativacdo do
sistema imunol6gico no SNC e/ou o armazenamento de lipidios provoca um aumento
de permeabilidade da barreira hematoencefalica (Jeyakumar et al., 2003).

O TNF-a é uma citocina envolvida em varios mecanismos fisiolégicos e
patologicos (Vassali, 1992; Witsell e Schook, 1992; Mundy, 1993; Rieckmann et al.,
1995). Macro6fagos ativados e linfocitos T sao as principais fontes desta citocina (Tracey
e Cerami, 1993) que pode também ser secretada por astrécitos e pela microglia
(Lieberman et al., 1989; Renno et al., 1995). Além disso, deve ser enfatizado que TNF-
a pode alterar a expressdao de canais ibnicos e o potencial de membrana de
oligondendrécitos in vitro, provocar desmielinizagdo e causar necrose nessas células,
bem como induzir gliose (Soliven et al., 1991; Selmaj e Raine, 1988). Embora os niveis

plasmaticos nao reflitam necessariamente a situagdo no cérebro, é conhecido que
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niveis circulantes aumentados de TNF-a podem modular a transmigracao de linfocitos
pela barreira hemato encefalica (McCarron et al., 1993) que por sua vez podem
secretar citocinas no cérebro bem como induzir a secrecao de TNF-a pela microglia e
pelos astrécitos (Renno et al., 1995; Conradi et al., 1988).

No que se refere a IL-6, sabe-se que essa citocina provoca maturagdo de
linfécitos B, crescimento de linfécitos T e uma resposta aguda no figado (Brach e
Herman, 1992), estando, portanto, relacionada com processos inflamatérios. Niveis
aumentados de IL-6 foram também verificados por outros investigadores que néao
encontraram niveis plasméaticos elevados de TNF-a e IL-1 beta nos pacientes com DG
(Allen et al., 1997). Tais resultados aparentemente conflitantes podem ter sido devidos
a diferencas nas populacdes de pacientes com DG ou nas técnicas de determinacao

dessas citocinas.

Finalmente, considerando que a inflamagdo tenha um papel importante na
patogénese dessas DLDs, seria interessante procurar associar a resposta imunolégica
a nivel sistémico (aumento dos fatores pré-inflamatérios no plasma) com a
sintomatologia e a evolucao clinica dos pacientes afetados por DG, DK e GM1. Por
outro lado, o fato de que os HG também apresentaram niveis de IL-6 em torno de trés
vezes maiores do que os dos controles sugere que nesses individuos também ocorre
uma ativacao das células do sistema imunolégico responséaveis por sua produgao.

Assim, as citocinas produzidas pelos macréfagos nessas DLD podem ser
consideradas importantes no desenvolvimento da fisiopatologia das mesmas. No que
se refere especificamente a DG, se acredita que o acumulo de glicosilceramida nos

macrofagos, principalmente no figado, baco e osso seja responsavel pela patologia da
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doenca (Beutler e Grabowski, 2001). Neste particular, embora dados relativos aos
niveis de citocinas em pacientes com o DG sejam escassos, ja foi demonstrado que a

glicosilceramida estimula a producao de IL-1 por macroéfagos (Gery et al., 1980).

V.6. Correlacao entre os niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a com as atividades, -
glicosidase, galactocerebrosidase e B-galactosidase em leucécitos, bem como
com a atividade e as propriedades cinéticas da QT no plasma nas doencas de

Gaucher tipo I, Krabbe e gangliosidose GM1

O préximo passo de nossa investigacéo foi correlacionar os niveis plasmaticos
de IL-6 e TNF-a com a atividade e as propriedades cinéticas da QT, bem como com as
atividades leucocitarias da B-glicosidase, galactocerebrosidase e [(-galactosidase.
Como a idade dos individuos variou entre 0s varios grupos, procuramos associagoes
entre a idade dos pacientes com as variaveis acima mencionadas dentro de cada grupo
estudado (controles, HG e pacientes com DG, DK e GM1) para verificar se a mesma
poderia interferir com essas varidveis. N&ao verificamos nenhuma associacao
significativa entre a idade, os fatores pro-inflamatérios IL-6 e TNF-a, a atividade e as
propriedades cinéticas da quitotriosidade, indicando entdo que a atividade e as
propriedades cinéticas da enzima e os fatores pro-inflamatérios ndo estao relacionados
a idade dos individuos testados. Concluimos entdo que o intervalo de idades de nossa
amostra (aproximadamente de 2 até 24 anos) nao interfere nos parametros
inflamatdrios, bem como na atividade e propriedades bioquimicas da quitotriosidase.

Passamos, assim, as anadlises estatisticas procurando associagées entre as

variaveis. Observamos inicialmente que os niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a nao
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estavam correlacionados com a atividade e as propriedades bioquimicas da QT,
indicando que o processo inflamatério sistémico detectado no plasma dos pacientes
com DG, DK, GM1 e HG por niveis elevados de IL-6 e TNF-a ndo influencia a atividade
ou as propriedades cinéticas desta enzima. Tais resultados estdo de acordo com um
estudo prévio que nao encontrou correlacao entre os valores do TNF-a e a atividade da
QT no plasma de pacientes com a DG (Altarescu et al., 2005).

Também ndo encontramos qualquer correlacdo significativa entre as
concentragcoes plasméticas de IL-6 e TNF-a com as atividades das enzimas B-
glicosidase, galactocerebrosidase e p-galactosidase em leucécitos de pacientes com as
doencas de Gaucher tipo I, Krabbe e GM1. Esses dados sugerem que a atividade
residual dessas enzimas nao se correlaciona com a inflamacao sistémica determinada
pelos niveis de IL-6 e TNF-a.

Por outro lado, a atividade da QT se correlacionou positivamente com a Viax em
todos os grupos estudados e houve correlagao positiva entre a termoestabilidade nos
varios tempos estudados. Nenhuma outra correlagdo entre as variaveis analisadas foi
encontrada. Tais resultados estdo de acordo com a literatura, confirmando que quanto
maior a atividade de uma enzima, maior sera a sua Vmax. Por outro lado, a correlagao
positiva entre a atividade da enzima e a sua exposi¢do a alta temperatura nos varios

tempos de exposicao reforga os achados prévios.
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V.7. Estudo da influéncia do sexo, alterac6es de tonus, retardo neuropsicomotor
e convulsoes sobre a atividade e as propriedade cinéticas da enzima
quitotriosidase (QT) e sobre os fatores pro-inflamatérios IL-6 e TNF-a em plasma
de individuos normais e com as doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK),
gangliosidose GM1 (GM1) e heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG)
Procuramos a seguir verificar se 0 sexo e algumas sinais clinicos encontrados
nos pacientes com DG, DK e GM1 influenciavam a atividade e as propriedades
cinéticas da QT, bem como os niveis das interleucinas IL-6 e TNF-a em plasma
desses individuos. Verificamos que o sexo ndo alterou significativamente nenhum

desses parametros.

Ja nos pacientes com GM1 a presenca de hepatomegalia associou-se a uma
elevacao da atividade e da Vnax da QT, indicando que esse sinal clinico possa estar
relacionado a uma ativagao do sistema imunolégico (sintese aumentada da enzima por
macrofagos), o0 que pode ser secundario ao acumulo acentuado do
monosialogangliosidio 1 no figado destes pacientes. Ainda nos pacientes com GM1, foi
verificado que a presenca de convulsées nos mesmos associou-se a uma menor
velocidade maxima da QT e a niveis baixos de TNF-a. Nenhuma outra alteracao
significante nesses parametros pode ser verificada nos pacientes com DG, DK e GM1.
Por outro lado, as alteragdes encontradas podem ter sido casuais € mais estudos com
um maior numero de pacientes se fazem necessarios para uma melhor interpretacao

desses dados.
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V.8 Consideracoes finais

Concluindo, o presente estudo parece ser o primeiro a demonstrar diferencas
significativas entre as atividades cinéticas da enzima quitotriosidase no plasma de
pacientes com as doengas de Gaucher tipo |, Krabbe e gangliosidose GM1 e
heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo | entre si e com individuos normais. E
possivel que alguns desses achados possam ser utilizados, conjuntamente com outras
determinacbes bioquimicas, no diagnostico dessas doengas, bem como na
diferenciacdo na doenca de Gaucher tipo | entre heterozigotos, homozigotos e
individuos normais. Também verificamos nos pacientes afetados por essas doencas um
aumento relevante nas concentragdes plasmaticas de importantes citocinas secretadas
por células mononucleares ativadas que apontam para um envolvimento da inflamagéao
na fisiopatologia dessas doencgas. Estudos anteriores se concentraram no aumento das
concentracoes dessas citocinas principalmente no cérebro postmortem de pacientes ou
de modelos animais de algumas dessas doengas (neuroinflamacao), enquanto o
presente estudo demonstra um estimulo da resposta inflamatéria sistémica. Algumas
correlagdes entre manifestacdes clinicas especificas da doenca de Krabbe e
gangliosidose GM1, tais como hepatomegalia na GM1, foram associadas a alteracdes
das atividades e Vmax da QT que podem, com estudos posteriores com um maior
numero de pacientes, melhor caracterizar a importancia do envolvimento do sistema
imunolégico na patogénese do dano tecidual em érgaos especificos nos pacientes

acometidos por esssas doencgas.
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VI. CONCLUSOES

1. Atividade plasmatica e propriedades cinéticas da quitotriosidase (QT) nas
doencas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK), gangliosidose GM1 (GM1) e
heterozigotos para doenca de Gaucher tipo | (HG)

A) A atividade plasmatica da QT apresentou-se muito aumentada nos pacientes
com DG (em média 600 vezes), DK (em média 12 vezes aumentada) e GM1 (em média
15 vezes aumentada), relativamente aquela encontrada em individuos controle
(normais). Os heterozigotos para DG (HG) nao diferiram significativamente dos
controles neste parametro.

B). No que se refere as propriedades cinéticas da QT, observamos variacoes
entre os varios grupos que podem potencialmente servir como adjuvantes no
diagnostico dessas patologias, bem como nos HG:

a. O pH 6timo da QT plasmatica nos pacientes com DK e GM1 foi superior ao

dos controles, enquanto a QT de homozigotos (DG) e heterozigotos para DG (HG)
obteve um pH 6&timo inferior ao dos controles. Verificamos ainda que nao houve
diferenca entre o pH 6timo da enzima entre os pacientes com DG e HG, bem como
entre os grupos DK e GM1.

b. O maior Km observado para a QT foi nos pacientes com GM1, seguido
daquele com DG. Estes foram muito superiores aos Km dos outros grupos (DK, HG e
controles), refletindo uma menor afinidade da enzima pelo substrato nos pacientes com
GM1 e DG. Por outro lado, os Km dos DK e HG foram, respectivamente, superior e
inferior ao dos controles.

c. No que se refere a Vmax, Observou-se um aumento acentuado desse
parametro nos grupos DG, seguindo-se do GM1 e DK, relativamente ao grupos controle
e HG. Esses achados foram semelhantes aos encontrados para a atividade da QT nos

grupos estudados.
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d. Finalmente verificamos que a QT de individuos normais é muito mais
termoestavel, relativamente a QT dos pacientes com DG, DK e GM1, bem como ao
grupo HG.

2. Atividade e propriedades cinéticas da QT antes e durante o tratamento da DG
com reposicao enzimatica

A) A atividade da enzima QT apresentou um decréscimo ao longo da terapia de
reposicao enzimatica (imiglucerase) e o Km se elevou significativamente em relacao
aquele do inicio do tratamento, enquanto as outras propriedades (Vmax, pH étimo e

termoestabilidade) ndo foram alteradas pelo tratamento.

3. Parametros proé-inflamatérios interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), atividades da QT, pB-glicosidase, galactocerebrosidase e -
galactosidase em leucodcitos, propriedades cinéticas da QT na DG, DK, GM1 e HG

A) As concentracbes plasmaticas das citocinas IL-6 e TNF-a foram
significativamente aumentadas nos pacientes com DG, DK e GM1, relativamente aos
controles, indicando uma ativacdo do sistema imunolégico a nivel sistémico nos
pacientes com as doengas lisossomais acima descritas.

B) No que se refere as concentragdes plasmaticas de TNF-a, observamos uma
diferenca altamente significante entre todos os grupos (controles e pacientes com DG,
GM1, DK e HG), sendo aproximadamente de 3 a 4 vezes maiores nos pacientes
relativamente aos controles. Além disso, ndo houve diferenga significativa entre os
grupos GM1, DG, DK e HG.

C) As concentragdes plasmaticas de IL-6 nesses mesmos pacientes foram
superiores a dos controles na ordem de magnitude de 3 (DG e HG), 5 (GM1) e 15 (DK)
vezes. A maior concentragao foi encontrada nos pacientes com DK, seguida dos com
GM1, DG e dos HG.
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D) Nenhuma associacdo foi verificada entre a idade e os fatores proé-
inflamatorios IL-6 e TNF-a, a atividade e as propriedades cinéticas da quitotriosidade,
indicando entdo que a idade dos individuos testados nao influenciou a atividade e as
propriedades cinéticas da enzima e os fatores pré-inflamatérios em nossa amostra.

E) As concentragGes plasmaticas de IL-6 e TNF-a n&o se correlacionaram com
a atividade e as propriedades bioquimicas da QT, indicando que o processo
inflamatdrio sistémico detectado no plasma dos pacientes com DG, DK, GM1 e HG por
niveis elevados de IL-6 e TNF-a néo influencia a atividade ou as propriedades
cinéticas da QT.

F) Nao houve correlagao significativa entre os niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a
com as atividades das enzimas [B-glicosidase, galactocerebrosidase e -galactosidase
em leucécitos de individuos com as doengas de Gaucher tipo | (DG), Krabbe (DK),
gangliosidose GM1 (GM1).

G) Houve correlacao positiva entre a atividade da QT e a Vmax em todos os
grupos estudados (controles, DK, GM1 e HG), bem como entre a termoestabilidade da
enzima nos varios tempos estudados..

H) Houve uma correlagdo negativa entre a Vmax e a atividade plasmatica da QT
e a atividade leucocitaria da B-galactosidase, sugerindo que macréfagos ativados

poderiam reduzir a atividade desta enzima.
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4. Associacao entre o sexo, algumas manifestacées clinicas, a atividade e as
propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase (QT) e os fatores pro-
inflamatorios IL-6 e TNF-a na DG, DK, GM1 e HG

A) O sexo néo influenciou a atividade e as propriedades cinéticas da enzima
quitotriosidase (QT) na DG, DK, GM1 e HG.

B) Uma elevacdo da atividade e da Vnax da QT associou-se a presenca de
hepatomegalia nos pacientes com GM1, indicando que esse sinal clinico possa estar
relacionado a uma ativagéo do sistema imunologico.

C) A presenca de convulsdes associou-se a niveis séricos baixos de TNF-a e

menor Vmax NOS pacientes com GM1.
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VIl. PERSPECTIVAS

. Determinar a expressao das isoenzimas da quitotriosidase através de eletroforese
tridimensional ao longo do tratamento (terapia de reposi¢éo enzimatica) na doenga
de Gaucher.

. Determinar as concentragdes séricas de outros fatores pro-inflamatérios nas
doencas de Gaucher, Krabbe e gangliosidose GM1.

. Correlacionar a atividade dos fatores pré-inflamatérios séricos com as
manifestacdes clinicas predominantes na doenga de Gaucher.

. Correlacionar a atividade dos fatores pré-inflamatérios séricos com a severidade
das manifestagdes clinicas e a evolugcdo das mesmas na doenca de Krabbe e

gangliosose GM1 com um numero substancial de pacientes.
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X.ANEXOS

ANEXO 1
J L HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
,‘ SERVICO DE GENETICA MEDICA

Termo de consentimento informado

Estudo das propriedades cinéticas da enzima quitotriosidase humana e
dos parametros pré-inflamatérios interleucina 6 e fator de necrose tumoral
alfa em plasma de pacientes com as doencas de gaucher tipo |, Krabbe
e Gangliosidose GM1 e de heterozigotos para a doenca de Gaucher tipo I:
comparacao com individuos normais

Responsaveis: Alessandro Wajner e Janice Coelho

O presente projeto de pesquisa tem como objetivo estudar a enzima
quitotriosidase em individuos normais e pacientes com a doenca de
Krabbe, gangliosidose GM1, doengca de Gaucher tipo | e heterozigotos
para a doenca de Gaucher tipo |, através de estudos bioquimicos visando
a produzir informacgdes relevantes sobre a fisiopatologia e variabilidade
clinica destas doencas.

O material coletado (10mL de sangue) sera utilizado unica e
exclusivamente para fins deste projeto de pesquisa, sendo garantido o
sigilo das informacdes obtidas, reservando aos pacientes e familiares
acesso as mesmas.

Pelo presente termo de consentimento, declaro que fui informado, de
forma clara e detalhada, sobre o presente Projeto de pesquisa. Os
pesquisadores responsaveis pelo projeto sdo o farmacéutico-bioquimico
Alessandro Wajner e a professora Janice Carneiro Coelho (tel 21018309).

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta ou
esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, da liberdade de nao
participar do estudo, da seguranca do sigilo e do carater confidencial das

informacdes.
Data:

Nome do responsavel legal:
Pesquisador responsavel:
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ANEXO 2

SERVICO DE GENETICA MEDICA
HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

LABORATORIO DE REFERENCIA DE ERROS INATOS DO METABOLISMO
Rua Ramiro Barcelos, 2350 Cep -90035 -003- Porto Alegre- RS - fone (51) 21018309
fax: 21018010 e-mail: jcoelho@hcpa.ufrgs.br / alessandrow @terra.com.br

SOLICITACAO DE INVESTIGACAO LABORATORIAL DIRIGIDA PARA
_ DOENCA DE GAUCHER TIPO I
ATENCAO: O preenchimento de todos os campos € imprescindivel, COLABORE!!!
Paciente:

Nome: Data de Nascimento:
Responsavel: Telefone/fax:
Endereco:
Cidade/Estado: Cep:
Médico:
Nome: Telefone/fax:
Endereco: e-mail:
Cidade/Estado: Cep:
Data da coleta:
Amostra:

MATERIAL BIOLOGICO EXAMES SOLICITADOS
( ) Urina ( ) Plasma () B-glicosidase
() Sangue com EDTA () Sangue Heparinizado () Quitotriosidase
( ) Biopsia de Pele () Outros:

Historia Clinica: (se necessario, use o verso):

Motivo da Solicitacao:

Medicamentos em uso:

QOutros casos na familia? (caso positivo, faca o heredrograma no verso):

Consangiiinidade entre os pais? (caso positivo, faca o heredrograma no verso):

Cor: ( ) Branca () Negra ()
Origem étnica (avds paternos e maternos do paciente):
Laudo de Resultados:

Enviar para:

() Genzyme - Rio de Janeiro Médico ou Servico solicitante (no endereco acima)

)
() Paciente (no endereco acima) () Outro (especificar no verso)

Solicitante:

Data: Assinatura:

Enviar esta ficha junto com o material, acondicionado em isopor com gelo (nio congelar), por SEDEX para o endereco indicado no alto

(Grupo de Pesquisa em Doenca de Gaucher tipo I)
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ANEXO 3

SERVICO DE GENETICA MEDICA
HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

LABORATORIO DE REFERENCIA DE ERROS INATOS DO METABOLISMO

Rua Ramiro Barcelos, 2350 CEP -90035 -903- Porto Alegre- RS - fone (51) 21018309/fax:
21018010 e-mail: janice.coelho@ ufrgs.br / alessandrow @terra.com.br

INVESTIGACAO LABORATORIAL DIRIGIDA PARA DOENCA DE GAUCHER TIPO
I, DOENCA DE KRABBE E GANGLIOSIDOSE GM1

INFORMACOES SOBRE A COLETA E ENVIO DE MATERIAL BIOLOGICO:

, ;\;—"

AKF.

1) Material para ensaios enzimaticos em plasma e leucécitos:

Colher pelo menos 10 mL de sangue em seringa com 0,1 mL de heparina e remeter
imediatamente ao laboratério a temperatura ambiente ou resfriado.

Deve haver um extremo cuidado em ndo deixar o material em contato direto com o
gelo, pois o congelamento provoca hemolise o que invalida o sangue para os
ensaios enzimaticos. Sugerimos que a seringa fique presa a tampa da caixa e que
haja uma barreira (jornal, por exemplo) entre 0 gelo e o material a ser analisado,
para que este possa chegar ao laboratério em perfeitas condigbes, evitando a
solicitacdo de novo material, 0 que acarretara em um menor tempo na liberagao do
diagnostico laboratorial.

Observacao: Enviar a seringa com agulha e tampa via sedex, preferencialmente de
segunda a quarta-feira.
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Abstract

Objectives: The aim of the present work was to establish the range of chitotriosidase (CT) activity in normal individuals (controls), patients
with Gaucher disease (GD), GM1-gangliosidosis (GM1), Krabbe disease (KD) and heterozygotes for Gaucher disease (HG). The kinetics of the

enzyme in the five groups was also investigated.

Design and methods: Plasma CT activity, as well as K, Vi, optimum pH and thermal stability of the enzyme was determined in plasma of

controls, GM1, KD, GD and HG subjects.

Results: CT activity in GD, GM1 and KD patients was, respectively, around 600-fold, 15-fold and 12-fold greater than in normal individuals.
There was no significant difference between CT activity in the HG and the control group. We also demonstrated that all CT kinetic parameters
evaluated (optimum pH, K., Vi thermal stability) in plasma of GD, KD and GMI patients were significantly different from those of normal
individuals. Regarding to thermal stability, our results show that CT activity in the control group was more stable than in the other groups.

Conclusions: Based on the differences found in the biochemical parameters studied, we presume that the parameters analyzed may be useful in

the diagnosis of the Lysosomal Storage Diseases.

© 2007 Published by The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Chitotriosidase; Gaucher disease; GM1-gangliosidosis; Krabbe disease; Enzyme kinetics; Lysosomal storage diseases

Introduction

Chitotriosidase (CT) is a fully active chitinase [1] (EC-
3.2.1.14) synthesized by activated macrophages. This human
chitinase belongs to the family of 18 glycosyl hydrolase, being
an endoglucosaminidase that cleaves and shows transglycosyla-
tion activity towards chitin, a polymer of N-acetyl-D-glucosa-
mine [2]. Chitin is an essential structural component of the
exoskeleton of insects and fungal cell walls [3]. It has been

* Cormresponding author. Medical Genetics Service, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos, 2350, Porto Alegre-RS, 90035-003 Brazil.
Fax: +55 51 2101 8010.

E-mail address: jeoelhof@hepa.ufrgs.br (1.C. Coelho).

demonstrated that a mutation in the CT gene, consisting of a
duplication of 24 base pairs in exon 10, causes a deficiency of
CTactivity [4]. CT activity is usually highly increased in plasma
of patients with Gaucher disease (GD), which makes it an useful
biochemical marker for this disease. A less marked increase in
CT activity is also found in GMIl-gangliosidosis (GM1),
Niemann-Pick disease (NPD) and Krabbe disease (KD) [4].
Studies have shown that CT should be viewed as a component
of the innate immunity that may play a role in defense against
chitin-containing pathogens [2]. Furthermore, it has been
described that prolactin, which is structurally related to several
cytokines and is involved in the regulation of monocyte/mac-
rophage functions, up-regulates CT gene expression in human
macrophages, suggesting that CT is not only a biochemical

0009-9120/5 - see front matter © 2007 Published by The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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marker of macrophage activation in lysosomal diseases and
hematological disorders, but also may reflect induction of an
immunological response [5].

Other studies show that CT plays a role in the response to the
activation of interferon-gamma, tumor necrosis factor-alpha and
lipopolysaccharide-driven macrophages, suggesting that the
production of CT by macrophages could have biological
relevance in the immune-response [6]. Furthermore, it was
also reported that polymorphonuclear neutrophils (PMNs) and
macrophages are a source of chitotriosidase. The enzyme i1s
located in specific granules of human PMNs and secreted
following stimulation with granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) [7].

Increased plasma and/or urine CT activity was found in
neonates with fungal infections changing in parallel with their
clinical condition, showing that CT in urine can be used for
monitoring the response of neonates to anti-fungal treatment
[1].

CT is also considered as a specific marker of macrophage
activation occurring in stroke which directly correlates with
stroke severity independently of preexisting inflammatory or
infectious conditions [7], and the measurement of its activity is
useful to monitor therapy in GD patients. The efficacy of this
treatment is checked by the decrease of CT activity [8-11].

We have previously reported biochemical parameters of CT
in plasma of patients with GD and with NPD (4). The aim of the
present work was to establish and compare the biochemical
properties of plasma CT from normal individuals and from
patients with KD, GM1, GD and from Gaucher heterozygotes
(HG) in order to evaluate their potential utility as a screening
tool for the diagnosis of these diseases.

Methods and materials

4-Methylumbelliferyl-3-p-N’'NN"-triacetylchitotrioside was
purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) and
the other reagents were obtained from Merck (Rio de Janeiro,
R, Brazil).

Samples

Plasma was obtained from peripheral venous blood samples
collected with heparin by centrifugation for 10 min at 2000 rpm
and was stored at —40 °C until enzymatic analysis. Samples
from normal individuals were obtained from volunteer blood
bank donors. Samples from individuals with GD, KD and GM |
were obtained from patients who were diagnosed at the Medical
Genetics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Samples from HG were obtained from relatives of patients with
GD. The study was carried out in accordance with the
Declaration of Helsinki of the World Medical Association and
was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. In this study, we used samples from 29 normal
individuals, 27 untreated patients with GD, 9 patients with KD,
19 patients with GM1 and 19 Gaucher heterozygotes. Informed
consent was obtained from all subjects who participated in this
study.

Enzyme assays

Plasma enzyme activity was determined as described by
Hollack et al. [8] using the artificial substrate 4-methylumbelli-
feryl-p-p-N,N',N"-triacetylchitotrioside. The enzyme assay
mixture contained 5 pL of acidified plasma and 100 pL
(26 M) ot the substrate dissolved in 100 mM citrate —200 mM
phosphate buffer, pH 5.2, in a total volume of 105 pL. This
mixture was incubated for 15 min at 37 °C. The reaction was
stopped with 1 mL of 0.5 M glycine-sodium hydroxide buffer,
pH 10.3, and fluorescence was read with a Hitachi F-2000
spectrofluorometer (excitation and emission wavelengths of
365 and 450 nm, respectively).

For optimum pH determination, we used citrate-phosphate
buffer with pH varying from 3.5 to 6.8.

For the determination of the Michaelis—Menten plot
(substrate curve), we used final substrate concentrations
ranging from 1.25 to 40 puM of 4-methylumbelliferyl-p-p-
N' N"-triacetylchitotrioside. We first determined the range of
substrate concentrations over which enzyme activity is
proportional to substrate concentration. K, and maximum
velocity (Fma) were then determined with substrate concentra-
tions of 1.25 to 7.5 uM for samples from GD patients and
normal individuals. For patients with KD, we used the same
substrate with concentrations varying from 2 uM to 5.5 uM,
while for patients with GMI1 and HG, we used concentrations
varying from 3 uM to 10 uM and 1 pM to 4.5 uM, res-
pectively. The parameters were calculated using the Line-
weaver and Burk plot [12] with a cormrelation coefficient of
r=0.99 for all curves.

For enzyme thermal stability studies, samples were pre-
incubated for 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 and 25 min at 60 °C in the
absence of the substrate. The reaction was then processed at
37 °C for 15 min with 26 pM substrate.

Statistical analysis

Data are reported as mean+ SD. One-way ANOVA was used
to compare means of groups, followed by the Duncan post hoc
test when necessary. The analysis was performed using the
statistical software package SPSS/PC (SPSS Incorporation) and
the level of significance was set at p<0.05.

Results
Plasma CT activity

We first observed that CT activity was much higher in
plasma of GD, KD and GM]1 patients than in plasma from
normal individuals (p <0.0001). However, plasma CT activity in
HG and normal individuals (controls) did not differ (Table 1).
Optimum pH determination

Fig. 1 shows the optimum pH functioning for CT activity in

plasma of controls, patients with GD, KD, GM1 and Gaucher
heterozygotes. The mean optimum pH was 5.18+0.36 (mean=+
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Table 1

Enzyme activity of chitotriosidase in plasma [rom controls, Gaucher disease
patients (GD), GM1-gangliosidosis patients (GM1), Krabbe disease patients
(KD) and Gaucher heterozygotes

Groups Activity (nmol/h/mL)  Range (nmol/h/mL)
Controls (n=29) 42428" 8106

GD patients (n=27) 24,600+ 16,710% 4540-75,680

KD patients (n="9) 432438740 72.6-992

GMI patients (n=20) 569+313 81.6-967

Gaucher heterozygotes (n=19) 64507 8228

Results are expressed as mean=standard deviation.

* p<0.0001, statistically different from control group (Duncan multiple range
test).

P p<0.0001, statistically different from Gaucher group (Duncan multiple
range test).

SD) in normal individuals, whereas in patients with GD,
KD, GM1 and HG the mean optimum pH was 4.74+0.34,
5.66+0.54, 5.67+0.26 and 4.6+£0.56, respectively. The mean
optimum pH of CT in all groups of patients was significantly
different from the control group (p<0.0001).

K, and V. determination

The K, and Vi, for all groups are shown in Fig. 2 and
Table 2, respectively. Patients with KD and HG had a K, of
6.5 uM and 3.8 pM, respectively, which were significantly
different from that of the control group (4.9 puM) and
significantly lower than those of the GD (20 uM) and GM1
(35 uM) patients. In addition, the latter two groups differed
from each other and from the other groups (p<0.0001) (Fig. 2).

Table 2 shows that V,,,, for the GD group (54,327 nmol/h/
mL) was significantly different from that of the other groups
(p=<0.0001). The mean V,,, of CT in the KD group
(472 nmol/hVmL) was significantly lower than in the GMI

- ok
*k >k
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KD HG GD

Controls  GM1
Fig. 1. Optimum pH ol chitotriosidase enzyme in plasma ol normal individuals,
patients with Gaucher disease, Krabbe disease (KD), GMI-gangliosidosis
(GM1) and Gaucher heterozygotes (HG). Data are means=8D for 9 to 29
individuals., **p<0.01, statistically dillerent from conirols (Duncan multiple
range test).
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Fig. 2. Michaelis constant (K,,) of chitotriosidase enzyme in plasma of normal
individuals (controls), patients with Gaucher disease (GD), Krabbe disease
(KD), GM1-ganghosidosis (GM1) and Gaucher heterozygotes (HG). Data are
means£SD for 9 to 29 individuals. *p<0.05, **p<0.01, statistically different
from controls (Duncan multiple range test).

group (1233.10 nmol’h/mL). Furthermore, V., from the later
two groups was different from that of control group.

Heat stability studies

For heat stability studies, plasma samples were pre-incubated
at 60 °C for 1, 2, 3,4, 5, 10, 15 or 25 min before the addition of
the substrate. Fig. 3 compares residual CT activity in normal
individuals with that of patients with GD, KD, GM1 and HG.
Only times 0, 2, 10, 15 and 25 min are shown in the figure.

We verified that patients with Gaucher and Krabbe Discases
presented significantly inactivation of CT following pre-
incubation at 60 °C for 2 min, compared to the control group
(p<0.0001). CT from GM| patients was significantly inacti-
vated after 3 min of preincubation at 60 °C (p <0.05), while that
from HG presented significant enzyme inactivation only after 4
min of preincubation (p<0.05). We also identified significant
differences in CT activity between the HG group and normal
individuals at 10, 15 and 25 min of pre-incubation of CT at
60 °C, a parameter that can be used as a tool for the detection of
heterozygotes for GD in a risk population.

Therefore the overall results show that CT activity in the
control group was more stable than in the other groups.

Table 2

Vinax OF chitotriosidase in plasma of controls, Gaucher disease patients (GD),
GM1-gangliosidosis patients (GM1), Krabbe disease patients (KD) and Gaucher
heterozygotes (HG)

Vinax (mmol/h/mL)

Control group (n=29) 81.7+£59.8
Patients with GD (n=27) 54,327+30,043
Patients with KD (n=9) 4724308
Patients with GM1(n=20) 1,233+630%
Heterozygotes for GD (n=19) 99+74.3

Results are expressed as mean=standard deviation. V..o “p=<0.0001,
statistically different from the other groups (Duncan multiple range test).
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Fig. 3. Thermal stability of chitotriosidase enzyme in plasma of normal individuals () patients with Krabbe Disease ([ ) patients with GM1 disease (E4), Gaucher
heterozygotes () and patients with Gaucher disease (B). Enzymatic activity is reported as percentage of residual activity compared to samples not submitted to pre-
incubation (100% activity). *p<0.05, **p<0.01, statistically different from controls (Duncan multiple range test).

Furthermore, patients with GD have a less stable enzyme, as
compared with the controls, KD, GMI1 and HG groups.

Discussion

Chitotriosidase belongs to the family of 18 glycosyl
hydrolase and is an endoglucosaminidase that cleaves and
shows transglycosylation activity towards chitin, the linear
polymer of N-acetyl-pD-glucosamine present in coatings of
many pathogens such as protozoan parasites, fungi and
nematodes. CT is secreted by activated macrophages and
probably plays a role in the defense against chitin-containing
pathogens, in tissue remodeling and cell migration, and during
atherogenesis [13]. In human plasma, CT activity has been
proposed as a biochemical marker of macrophage activation in
several lysosomal diseases [6].

High CT activity has been demonstrated in several Lysosomal
Storage Discases like Gaucher disease, Niemann—Pick discase,
Krabbe disease and GMIl-gangliosidosis [11]; however, the
causes for this increase are not yet established. Our group has
recently evaluated the biochemical properties of CT in plasma
from patients with Gaucher discase and Niemann—Pick disease
and observed that K, Vi, thermal stability and optimum pH
were significantly different from that of normal individuals [4].
In the present study, we evaluated various biochemical
parameters of CT, such as optimum pH, K, V... and thermal
stability in plasma of patients with Krabbe disease, GMI-
gangliosidosis, Gaucher disease and Gaucher heterozygotes. On
the other hand, an increase of CT activity can be also observed in
plasma and urine of neonates with bacterial infections, although
CT properties were not studied in these cases [1].

It was first observed that plasma CT activity was much higher
in patients with Gaucher, GM 1 and Krabbe discase, as compared
to normal individuals, corroborating with previous studies [4,11].
Furthermore, no significant difference in CT activity was
observed between controls and the HG group, a fact that discard

the possibility of differentiating normal individuals and hetero-
zygotes for Gaucher disease based only on CT activity.

Our findings evidenced that all CT kinetic parameters
evaluated (optimum pH, Km, Vmax, thermal stability) in plasma
of GD, KD, and GM1 patients were significantly different from
those of normal individuals. The optimum pH of CT was
significantly different in plasma of all groups of patients (GD,
KD and GM1) and in HG, relatively to that of normal individuals.
On the other hand, the mean K, of CT, was significantly higher
in GMI1 (35 puM) relatively to the other four groups (GD, HG,
KD, control group). Furthermore, the K, of CT was significantly
lower in the control group (4.9 uM), as compared to GMI
(35 uM), GD (20 pM) and KD (6.5 pM). However, the mean K,
in controls and HG did not differ. Wajner et al. [4] had already
demonstrated that the K, of plasma CT in GD patients was
significantly higher than the K, of normal individuals. Regarding
to the V., of CT, we noted that this parameter was much higher
in GD, KD and GMI, as compared to controls, whereas it did not
differ between HG and the control group. Furthermore, V., was
much greater in GD patients (54,327 nmol/h/mL) than in the
other groups (GM1-1,233 nmol/h/mL, KD-472 nmol/h/mL, HG-
99 nmol/h/mL, Controls—81.7 nmol/h/mL) and differed sig-
nificantly between GM 1 patients and KD patients.

Finally the results on CT thermal stability revealed that, when
plasma from the five groups of individuals was pre-incubated at
60 °C for distinct periods, a significantly differential fall in CT
activity occurred in these groups. In this context, CT of normal
individuals was more stable than from that of the other groups
analyzed, corroborating our previous work performed with GD
and NPD patients [4]. Furthermore, CT activity in GD patients
and in KD patients was more thermo labile than that of normal
individuals starting after 2 min of pre-incubation, whereas the
residual activity of this enzyme in GMI| patients and in HG
individuals was significantly reduced only after 3 and 4 min of
pre-incubation, respectively. Finally, a large difference between
CT thermal stability from normal and HG individuals was found
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after a pre-incubation of 10, 15 and 25 min. This may therefore
represent a further potential biochemical marker that could be
used to distinguish normal individuals from heterozygotes for
Gaucher disease utilizing a simple and fast method.

The mechanisms underlying the distinct CT kinetic properties
found in plasma of the various groups of patients and in normal
individuals are still obscure. However, a possible explanation for
the increased CT activity and/or altered kinetic properties
observed in our study could be the differential expression of CT
isozymes in patients affected by these lysosomal storage
disorders, as compared to the CT isozyme of normal individuals.
Although there is no evidence that distinct CT isoforms may lead
to different kinetic properties, it must be emphasized that various
CT isozymes have been reported in Gaucher disease [ 14]. In this
context, it seems desirable to investigate whether CT isozymes are
also present in Niemann—Pick disease, Krabbe disease and GM 1-
gangliosidosis and thereafter compare the kinetic properties of
these isoforms. Regarding specifically to the highly increased CT
activity found in these disorders, since these disorders accumulate
ceramide containing sphingolipids that are highly immunogenic
[15], it may be postulated that macrophage activation with
consequent secretion of CT mediating an immunologic response
may occur in these pathologies. In this context, van Eijk etal. [16]
verified an over-production of CT by macrophages induced by
lysosomal accumulation of glycosphingolipids, iron or glycogen,
indicating that CT should be viewed as a component of the innate
immunity. Furthermore, Ballou etal. [15] observed that ceramide
plays an important role in mediating the effects of IFN-y on
monocyte differentiation and thereby serves as a likely modulator
of immune function. These authors proposed that signal
transduction through sphingomyelin and ceramide can strongly
affect the immune response, either directly through cell signaling
events, or indirectly through cytokines produced by other cells as
a result of signaling through sphingomyelin pathway.

In conclusion, the present study reports differences of plasma
CT kinetics that may serve as an important tool to distinguish
the various Lysosomal Storage Disease groups analyzed.
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