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RESUMO 

 
A Doença de Gaucher (DG) é uma esfingolipidose causada por mutações no 

gene da -glicosidase, ocasionando depósito lisossomal de glicosilceramida (GliCer), 
principalmente, nas células do sistema mononuclear fagocitário. O diagnóstico da 
DG é, normalmente, confirmado pela determinação enzimática e/ou pela 
caracterização molecular. Neste trabalho nos propusemos a: (1) confirmar o 
diagnóstico de uma amostra de indivíduos com DG através da medida da atividade 

da -glicosidase e da quitotriosidase (QT); (2) extrair, purificar e quantificar a GliCer 
de plasma de pacientes com DG com e sem tratamento por reposição enzimática 
(TRE) e de indivíduos normais, comparando o conteúdo deste lipídio entre os grupos 
mencionados e (3) comparar a concentração plasmática da quemoquina 
CCL18/PARC entre os 3 grupos acima. Os leucócitos e o plasma de cada indivíduo 

foram separados por centrifugação. A atividade da -glicosidase em leucócitos dos 
pacientes com DG foi 5% daquela de indivíduos normais e a quitotriosidase estava 
500 vezes aumentada nos pacientes com DG. O plasma de cada indivíduo foi 
tratado, seqüencialmente, com três sistemas de solventes: clorofórmio (C): metanol 
(M) em três proporções distintas. Os três extratos lipídicos totais de cada amostra 
foram reunidos (extrato lipídico total) e evaporados a seco (resíduo). Este resíduo de 
extrato lipídico total foi submetido, seqüencialmente, a uma coluna de ácido silícico, 

à metanólise alcalina e a uma coluna Sep-Pack . Desta coluna resultaram os 
eluatos C:M:água (3:48:47) e (60:30:4,5). Após ajustes necessários obtivemos a 
purificação de glicosilceramida numa única fração. A análise destes eluatos por 
cromatografia em camada delgada de alta resolução (HPTLC) e com revelação 
química (CuSO4/H3PO4) mostrou que ambos continham uma banda com velocidade 
de migração semelhante a do padrão de GliCer. A confirmação da identidade desta 
banda foi realizada por imunorevelação usando anticorpo primário anti-GliCer e 
secundário conjugado a peroxidase. Pacientes com DG sem tratamento por TRE 
apresentaram, aproximadamente, 20 vezes mais GliCer que indivíduos normais e 11 
vezes mais que pacientes com tratamento. Com a dosagem plasmática da 
quemoquina CCL18/PARC, observamos que pacientes com DG possuíam uma 
concentração da mesma 28 vezes aumentada em relação aos indivíduos normais e 
17 vezes mais elevada que a de pacientes com tratamento. Ou seja, podemos 
detectar uma redução de 90% da concentração de GliCer e de 40% na concentração 
de CCL18/PARC nos pacientes com DG com TRE em comparação com as 
respectivas concentrações nos paciente com DG sem tratamento. A metodologia 
estabelecida neste trabalho permitiu extrair, purificar, separar, detectar e quantificar 
GliCer no plasma de pacientes com DG com e sem tratamento por TRE, bem como, 
GliCer de indivíduos normais. Tanto a quantificação da GliCer quanto a dosagem de 
CCL18/PARC permitiram identificar, através dos respectivos valores obtidos de 
plasma, os grupos de indivíduos analisados. Portanto, estas duas avaliações podem 
ser associadas à determinação da atividade da quitotriosidase como biomarcadores 
da DG. 
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ABSTRACT 
 

 
Gaucher’s disease (GD) is a sphingolipidosis caused by mutations in the β-

glucosidase gene, causing lysosomal storage of glucosylceramide (GluCer) mainly in 
the mononuclear phagocyte system cells. As a rule, GD diagnosis is confirmed by 
enzyme determination and/or molecular characterization. The objectives of the 
present study were (1) to confirm GD diagnosis in a sample of subjects by measuring 
β-glucosidase activity and chitotriosidase activity, (2) to extract, purify and quantify 
GluCer in the plasma of patients with GD with and without enzyme replacement 
therapy (ERT) and of healthy individuals, comparing the content of the lipid between 
the groups, and (3) the compare the plasma concentration of chemokine 
CCL18/PARC between the three groups. Plasma of each individual was centrifuged 
to obtain leukocytes. β-glucosidase activity in leukocytes of patients with GD 
represented a 5% share of that of healthy individuals, while chitotriosidase activity 
was 500 times higher in GD patients. Plasma was treated sequentially with a 
chloroform:methanol solvent system as three sequential solution ratios. The three 
total lipid extracts of each sample were pooled (total lipid extract) and evaporated to 
dryness to obtain a residue. This residue was sequentially treated in a salicylic acid 
column and a Sep-Pak™ column for alkaline methanolysis, from which two 
chloroform:methanol:water eluates were obtained (3:48:47 and 60:30:4.5). After the 
required adjustments, GluCer was purified as a single fraction. High performance 
thin-layer chromatography (HPTLC) and chemical development using CuSO4 and 
H3PO4 showed that both eluates had a band whose migration speed was similar to 
the GluCer standard. Confirmation of this band’s identity was conducted by immune 
development using anti-GluCer primary antibody and peroxidase-conjugated 
secondary antibody. GluCer levels in DG patients without ERT treatment were 
approximately 20 times higher than in healthy individuals and 11 times higher than in 
patients under treatment. Plasma chemokine CCL18/PARC levels in DG patients 
without treatment were 28 and 17 times higher as compared to healthy and 
individuals DG patients under treatment, respectively. This accounts for a 90% 
decrease in GluCer levels and a 40% decrease in CCL18/PARC levels in GD patients 
with ERT in comparison to DG patients without treatment. The methodology 
described in this paper afforded to quantify GluCer in plasma of DG individuals with 
and without ERT as well as GluCer levels in healthy individuals. Quantification of 
GluCer and CCL18/PARC levels in plasma afforded to identify the groups of 
individuals analyzed. Therefore, these two parameters may be associated to the 
determination of chitotriosidase activity as GD biomarkers.  
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TRS: Terapia de Redução de Substrato 

 



4 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. ERROS INATOS DO METABOLISMO 

As doenças metabólicas hereditárias são chamadas de Erros Inatos do 

Metabolismo (EIM), os quais resultam da falta ou deficiência na atividade de uma ou 

mais enzimas específicas ou do defeito em uma proteína de transporte. Como 

conseqüências dos EIM, podemos ter o acúmulo de substrato, normalmente 

presente em concentrações mínimas, a deficiência de produtos intermediários 

críticos, a deficiência de produtos finais específicos ou ainda o excesso nocivo de 

produtos de vias metabólicas acessórias (Pollitt et al., 1997; Ballabio, 2009).   

Segundo Wappner (1993), os EIM são, na sua grande maioria de herança 

autossômica recessiva, com risco de 25% a cada gestação de pais heterozigotos. 

Alguns são ligados ao cromossoma X, sendo o risco de recorrência de 50% a cada 

gestação para o sexo masculino e de 50% das filhas serem portadoras. Existem 

ainda as heranças mitocondriais, onde o risco de recorrência é de praticamente 

100% para filhos de ambos os sexos. A incidência individual de cada EIM, de acordo 

com o autor, é relatada como rara, entretanto quando analisados conjuntamente é 

de 1:5000 recém nascidos vivos, sendo assim, o diagnóstico precoce e tratamento 

adequado, podem reverter sintomas agudos e prevenir danos crônicos. 

Martins (1999) escreve que, em decorrência da heterogeneidade metabólica, 

os EIM apresentam uma variedade na sua classificação. Entretanto, segundo a 

autora, aquela estabelecida por Saudubray e Charpentier (1995) é ainda a mais 

didática e de maior aplicação clínica. Nesta classificação, os EIM dividem-se em três 

grandes grupos de acordo com o fenótipo clínico da doença: grupo 1 engloba os 

distúrbios na síntese ou catabolismo de moléculas complexas ou macromoléculas. 

Os sintomas são permanentes, progressivos, independentes de eventos 
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intercorrentes, como infecções, e não estão relacionados à ingestão alimentar. 

Fazem parte deste grupo as doenças de depósito lisossômico e as peroxissomiais; 

no grupo 2 temos os erros inatos do metabolismo intermediário, que levam à 

intoxicação aguda e recorrente ou crônica e progressiva. Fazem parte deste grupo 

as aminoacidopatias, os defeitos dos ácidos orgânicos e do ciclo da uréia e as 

intolerâncias aos açúcares e no grupo 3 encontramos a deficiência na produção ou 

utilização de energia resultante de erros inatos do metabolismo intermediário no 

fígado, miocárdio, músculo ou cérebro. Este grupo inclui as doenças de depósito do 

glicogênio, defeitos na gliconeogênese, hiperlacticemias congênitas, defeitos na 

oxidação dos ácidos graxos e doenças mitocondriais da cadeia respiratória. 

 

1.1.1. As doenças lisossômicas de depósito (DLDs) 

A importância fisiológica das vias degradativas é revelada pela existência de 

no mínimo 50 EIM classificados como Doenças Lisossômicas de Depósito (DLDs) 

(Neufeld, 1991; Wilcox, 1995; Aerts et al., 2003). Os autores argumentam que a 

maioria destas doenças ocorre devido a vários fatores entre eles a deficiência 

enzimática lisossomal, transporte insuficiente dos substratos a serem hidrolisados ou 

dos produtos de hidrólise através da membrana lisossomal, a ausência de cofatores 

essenciais ou o defeito de proteínas ativadoras das esfingolipidases. 

As DLDs, de acordo com o substrato acumulado conforme os fatores citados 

acima são agrupadas em mucopolissacaridoses, esfingolipidoses, mucolipidoses, 

lipidoses, glicoproteinoses, glicogenoses e lipofucinoses (Neufeld, 1991). As DLDs 

são individualmente raras na população, com menos de 5 casos em cada 10.000 

nascimentos, mas em conjunto têm uma incidência de aproximadamente 1 caso 
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para cada 800 nascidos vivos, representando uma difícil situação econômica e social 

(Danks, 1981; Meikle et al., 1999; Ballabio, 2009). 

A maior parte das DLDs possui uma variada heterogeneidade clínica – o 

mesmo gene mutado pode causar uma série de fenótipos, variando desde os casos 

mais brandos e tardios da doença até a forma aguda, de morte precoce. A atividade 

residual da enzima já foi descrita como sendo um dos fatores que influencia a 

patogênese da doença. A ausência de qualquer atividade residual enzimática está 

relacionada a um quadro mais grave da doença, enquanto que pequenas taxas de 

atividade podem retardar o surgimento dos sintomas. Entretanto, diversos casos 

com uma atividade residual relativamente alta foram associados a fenótipos graves 

da doença, indicando que não há uma correlação exata entre a atividade enzimática 

e a gravidade do quadro fenotípico (Sawkar, 2006). 

Parenti (2009) também relata que as DLDs são caracterizadas pelo 

envolvimento de múltiplos tecidos e órgãos o que ocasiona fenótipos heterogêneos. 

Entre as manifestações clínicas, as relacionados ao sistema nervoso central (SNC) 

com neurodegeneração progressiva e disfunção cognitiva, são altamente 

debilitantes. 

Para a maioria das DLDs, o processo anormal de depósito inicia no feto 

durante a gravidez e torna-se clinicamente evidente nos primeiros dois anos de vida, 

mas existem várias situações de início tardio. As DLDs são progressivas, graves e 

predominantemente incuráveis. Para a maioria delas, o diagnóstico permite apenas 

medidas preventivas como o aconselhamento genético, a detecção de heterozigotos 

e o diagnóstico pré-natal (Ballabio, 2009). 
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As enzimas lisossômicas são sintetizadas em polissomos ligados à 

membrana do retículo endoplasmático rugoso (RER) e glicosiladas através da 

transferência de oligossacarídios provenientes de dolicol-P-oligossacarídios. No 

RER, o peptídeo sinalizador é removido e as proteínas são translocadas para o 

Complexo de Golgi onde ocorre fosforilação dos oligossacarídios. A fosforilação de 

certos resíduos de manose de enzimas hidrossolúveis é um processo que, entre 

outros resultados, culmina na criação dos sítios de reconhecimento do receptor 

manose-6-fosfato (M6P). Em uma primeira etapa, N-acetilglicosamina-1-fosfato é 

adicionado a um ou dois grupos de manose presentes nas cadeias de 

oligossacarídios através da ação de uma fosfotransferase. Em uma segunda etapa, 

os grupamentos N-acetilglicosamina são removidos por uma fosfoglicosidase 

expondo resíduos de M6P. A unidade M6P é reconhecida por receptores presentes 

na membrana do Complexo de Golgi, favorecendo a ligação destas glicoproteínas 

aos receptores. Embora sistemas de transporte independentes de M6P existam na 

maioria dos tipos celulares, a via de transporte e reconhecimento por receptores 

M6P é o principal meio de distinção das enzimas lisossômicas de outras enzimas 

secretadas (Kornfeld, 1987; Nadimpalli e Amancha, 2010).  

As vesículas contendo glicoproteínas ligadas a receptores surgem do 

Complexo de Golgi e ligam-se a vesículas pré-lisossômicas, as quais são mais 

ácidas que as provenientes do Complexo de Golgi. Esta diminuição do pH promove 

a dissociação da glicoproteína 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 grupo diferente de vesículas (Kornfeld, 

1987). 
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O receptor M6P que se dissocia da enzima é reciclado podendo ser utilizado 

várias vezes. Caso não ocorra acidificação, não há dissociação do complexo 

enzima-receptor e conseqüentemente o receptor M6P não retorna ao Complexo de 

Golgi. Na carência do receptor, glicoproteínas que deveriam ter como destino os 

lisossomos continuam na via de secreção e são liberadas (Kornfeld, 1987). 

Segundo Nadimpalli e Amancha (2010) em seres humanos, a ausência deste 

sistema de reconhecimento pode levar a graves doenças do armazenamento 

lisossomal, enfatizando seu papel essencial na biogênese dos lisossomas. 
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1.1.2. Glicoesfingolipídios (GSLs) 

Os glicoesfingolipídios (GSLs) são componentes essenciais da membrana de 

células eucarióticas. Eles são sintetizados no retículo endoplasmático e no 

Complexo de Golgi. Localizados principalmente na camada externa da membrana 

plasmática são internalizados por endocitose e são degradados dentro dos 

lisossomos (Sillence e Platt, 2004).  

Os GSLs colaboram nas propriedades físico-químicas da membrana celular. 

Eles apresentam cerca de 300 estruturas diferentes entre si e são compostos de 

pelo menos um resíduo de monossacarídeo glicosidicamente ligado a um 

aminoálcool ceramida - esfingosina ligada a um ácido graxo -  (Figura 1) (Degroote 

et al., 2004; Wenneks et al., 2009; Xu et al., 2010).  

Pela diversidade do núcleo estrutural da porção glicídica, os 

glicoesfingolipídeos podem ser agrupados em classes distintas (Schwarzmann, 

2001; Wenneks et al., 2009; Xu et al., 2010). Assim, são classificados em ácidos ou 

neutros, baseado na presença ou ausência de grupamentos carregados 

negativamente na molécula de açúcar (Li e Li, 1999). Em glicoesfingolipídios 

neutros, a porção hidrofílica contém geralmente glicose, galactose, N-

acetilgalactosamina, N-acetilglicosamina ou fucose, sendo formada por um ou mais 

resíduos destas oses. Em glicoesfingolipídios ácidos, o núcleo glicídico está ligado a 

um grupo sulfato, formando os sulfatídeos (Masserini e Ravasi, 2001; Xu et al., 

2010) ou estar ligado a um ou mais resíduos de ácido siálico, formando assim os 

gangliosídeos (Allende e Proia, 2002; Xu et al., 2010).  
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FIGURA 1. Estrutura dos esfingolipídios mais comuns. A esfingosina (no inglês D-erythro-

sphingosine) é mostrada no quadro vermelho, com a cadeia acila formando a ceramida (no 

inglês ceramide ou N-acylsphingosine) no quadro em verde, e o grupo fosfato (em azul), 

formando esfingosina-1-fosfato. Modificações na região polar formam os esfingolipídios 

complexos.  

Sphigomyelins: esfingomielina; Phospho-inositols (Yeast): fosfoinositóis (leveduras); 

Glycosphingolipids: glicoesfingolipídios, como exemplo são mostradas as estruturas que dão 

origem à glicosilceramida (glucosylceramide), lactosilceramida (lactosylceramide) onde 

podem ser identificadas as moléculas de glicose (glucose), galactose e a 

acetilgalactosamina (N-acetyl-galactosamine). A adição de um ácido silálico (N-

acetylneuraminic acid) dá origem aos gangliosídeos GM3, GM2 e GM1. Fonte: Smith e 

Merrill, 2002. 
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A presença destas moléculas na membrana plasmática enriquece a superfície 

externa da camada de carboidratos deixando-a mais rígida e auxiliando a proteger a 

membrana de danos químicos e mecânicos (Chester, 1999). Diversas outras 

funções dos GSLs como adesão, crescimento, regulação e diferenciação celular têm 

sido observadas in vitro (Yamashita et al., 1999; Sandhoff e Kolter, 2003). 

Considerando o metabolismo de glicoesfingolipídios tendo como molécula 

central a Ceramida (Cer), três vias específicas podem ser descritas, como observado 

na Figura 2, todas elas interligadas: (1) síntese de esfingolipídios pela via “de novo”, 

no retículo sarco(endo)plasmático (ER), através da condensação de uma serina com 

um ácido palmítico, dando origem a uma base esfingóide; (2) via de síntese de 

esfingolipídios complexos, que ocorre no aparelho e Golgi, e tem como molécula 

precursora a ceramida (Cer); e (3) degradação desses esfingolipídios complexos 

(principalmente nos lisossomas esfingomielina e os glicoesfingolipídios) à Cer e a 

posterior metabolização desta em outras bases esfingóides (Hannun e Obeid, 2002; 

Hannun et al., 2001; Kolesnick, 2002; Cowart e Hannun, 2005; Futerman e Riezman, 

2005; Kitatani et al., 2009; Xu et al., 2010). 

Como todos os constituintes celulares, os GSLs são continuamente 

sintetizados e degradados. Tanto a via de síntese como a de degradação, contém 

uma série de enzimas, sendo o produto de uma reação o substrato para próxima. Se 

umas das enzimas faltar, a molécula não é sintetizada, é imperfeita, ou não é 

degradada, gerando desordens metabólicas (Sandhoff e Kolter, 2003). Algumas 

destas desordens metabólicas hereditárias são conhecidas por resultarem de 

defeitos nas enzimas lisossomais envolvendo a degradação dos GSLs (Yamashita et 

al., 1999; Furukawa, 2004). 
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FIGURA 2. Topologia intracelular da biosíntese e fluxo dos GSLs. 

Abreviaturas: Cer: ceramida; DHCer: dihydroceramida; S1P; sphingosina 1-fosfato; SM: 

esfingomielina; aSMase: esfingomielinase ácida; nSMase: esfingomielinase neutra; GlcCer: 

glicosilceramida; LacCer: lactosilceramida; GSL: glicoesfingolipídio; CERT: proteína de 

transferência de ceramida; FAPP2: proteína adaptadora de fosfato. Fonte: Xu et al., 2010. 

 

A enorme heterogeneidade estrutural entre os glicoesfingolipídios se reflete 

nas diversas funções das diferentes espécies moleculares presentes no organismo. 

Evidenciam-se, com isso, mecanismos bioquímicos e celulares complexos e 

altamente organizados, que garantem a regulação dos níveis dessas moléculas, sua 

interconversão e, conseqüentemente, seu efeito na fisiologia celular (Futerman e 

Hannun, 2004).  

Nas células eucarióticas, GSLs compõem 10 a 20% do total de lipídios, sendo 

importantes para uma variedade de funções celulares, entre elas podemos destacar  



13 

 

a proteção a danos mecânicos e químicos que as membranas celulares estão 

expostas. De acordo com Kolter e Sandhorff (2005) e Lahiri e Futerman (2007) 

outras funções, observadas in vitro, estão relacionadas à adesão, crescimento, 

regulação, apoptose e diferenciação celular. GSLs são transportados para 

compartimentos intracelulares e membranas plasmáticas enriquecendo 

microdomínios das bicamadas lipídicas. Durante o turnover da membrana 

plasmática, GSLs podem ser internalizados e, parcialmente ou completamente, 

degradados no sistema endossomal/lisossomal a esfingosina e ácidos graxos livres, 

podendo seguir ainda a via de reciclagem para uso como moléculas sinalizadoras 

(Figura 2). 

 

1.1.3. Vias metabólicas dos GSLs 

A via de síntese dos glicoesfingolipídeos inicia com a condensação de serina 

e palmitoil-CoA pela serina-palmitoiltransferase (SPT) na face citoplasmática do 

retículo endolplasmático (RE), levando à síntese de novo de ceramida, precursor 

chave na síntese de vários esfingolipídios e glicoesfingolipídios (Figura 2 e Figura 3). 

A ceramida assim formada pode: a) atuar como precursor para síntese de 

galacotosilceramida (GalCer) no retículo endoplasmático através da enzima 

ceramida galactosiltransferase (CGalT), b) ser transportada pela proteína de 

transferência de ceramida (CERT) para face citoplasmática do Golgi e participar da 

síntese de glicosilceramida (GliCer) pela enzima -glicosidase ácida ( -gli) e c) atuar 

na síntese de esfingosina a partir da degradação lisossomal de esfingolipídios 

(Wenneks et al., 2009; Kitatani et al., 2009; Hanada et al., 2003). Na face trans 

Golgi, a transferência de -galactose a glicosilceramida pela lactosilceramida 

sintetase gera lactosilceramida (LacCer) (Lannert et al., 1994).   
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FIGURA 3.       Biosíntese de glicoesfingolipídio (GSLs) em humanos. Fonte:  Ohanian   e 

Ohanian, 2001.  

 

 Relatado no trabalho de Iwamori e colaboradores (1984), as diferentes 

classes de GSLs são definidas pela diversidade das várias enzimas que alongam a 

porção oligossacarídica. A adição de ácido siálico a LacCer pela ação da GM3 

sintetase no reticulo endoplasmático forma o gangliosídeo GM3, dando início a 

síntese dos gangliosídeos (série a, b e c) (Figura 3). 

Ainda sobre o metabolismo dos glicoesfingolipídios, os autores abaixo listados 

corroboram que as enzimas relacionadas são reguladas em resposta a estímulos 

extras e intracelulares levando a modulação dos níveis de lipídeos bioativos. Um 

exemplo desta modulação é a upregulation da -Gli pelo fator α de necrose tumoral 

(TNFα) e IL-1 no fígado. A inibição da glicocerebrosidase e esfingomielinase por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ohanian%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ohanian%20V%22%5BAuthor%5D
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TNFα foi encontrada em células de rabdomiossarcoma (Bourteele et al., 1998; 

Huwiler et al., 2000; Walkley e Vanier, 2009). 

Huwiler e colaboradores (2000) e Walkley e Vanier (2009) destacam que o 

modo da regulação coordenada de tais enzimas em respostas a estímulos diversos 

altera o fluxo de lipídios. Continuando, os autores sustentam que alterações nas 

múltiplas vias de síntese, degradação e reciclagem dos GSLs podem gerar a 

produção e acúmulo secundário de GSLs e gangliosídeos, os quais podem contribuir 

diretamente para a patogênese de muitas doenças de depósito (Figura 4). 

 

FIGURA 4. Degradação de glicoesfingolipídios (GSLs) nos lisossomos humanos: enzimas 

envolvidas e enzimas relacionadas às doenças de depósito. Fonte: Kolter e Sandhorff, 2006. 
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O catabolismo de glicoesfingolipídios ocorre, predominantemente, em 

endossomas e lisossomas. O modo como GSLs são direcionados a estes 

compartimentos variam de acordo com o material a ser processado (Holthuis et al., 

2001; Wennekes et al., 2009; Xu et al., 2010). No trabalho de Kolter e Sandhorff 

(2005) é relatado a endocitose mediada por receptores de lipoproteínas de baixa 

densidade (LDLs) que direcionam GSLs para o lúmen lisossomal e a fagocitose 

mediada por macrófagos que ocorre principalmente em células senescentes 

contendo glicoesfingolipídios. Os autores ainda salientam que regiões da membrana 

plasmática ricas em GSLs destinados a degradação são internalizadas e fusionadas 

em endossomas primários, os quais formam vesículas direcionadas aos lisossomas. 

O catabolismo endolisossomal de glicoesfingolipídios ocorre na vesícula ou 

lipoproteína internalizada.  

A glicosilceramida, glicoesfingolipídio acumulado em lisossomos de pacientes 

com a Doença de Gaucher, em pessoas sadias é degradada em ceramida e glicose 

pela enzima -glicosidase conforme observado na Figura 4. Esta enzima é uma 

glicosidase que necessita da proteína ativadora sapocina C. De acordo com os 

trabalhos de Kolter e Sandhoff, (2006) e Wenneks e colaboradores (2009) a 

deficiência desta proteína acessória também resulta no acúmulo de glicosilceramida 

em lisossomos.  

Apesar da aplicação generalizada das duas principais terapias para auxiliar 

na melhora clínica dos sintomas causados pelo acúmulo de glicosilceramida, 

surpreendentemente, muito pouco foi discutido sobre a flutuação dos níveis 

plasmáticos deste glicoesfingolipídio frente às terapias de reposição enzimática e 

redução de substrato.  
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Desde modo a quantificação da glicosilceramida (GliCer) acumulada nesta 

patologia é um forte candidato como biomarcador na DG. Sua difusão como prática 

bioquímica é restrita devido às dificuldades na sua quantificação. Segundo Groener 

e colaboradores (2008) e Shaner e colaboradores (2009), a quantificação de GliCer 

por espectrometria de massa é muito laboriosa e de alto custo, sendo necessários 

equipamentos sofisticados e pessoal especializado. Estes mesmos autores sugerem 

a quantificação de GliCer por HPLC (cromatografia líquida de alta performance), mas 

esta também necessita equipamento sofisticado e de alto custo, nem sempre 

disponível em laboratórios de análises clínicas.  

Conforme exposto acima e de acordo com Xu e colaboradores (2010) 

conhecer a síntese e as alterações no fluxo dos glicoesfingolipídios em estados 

patológicos são fundamentais para o entendimento das várias DLD, como na 

Doença de Gaucher (DG), uma esfingolipidose onde o defeito na enzima -

glicosidase ocasiona o acúmulo patológico de glicosilceramida em lisossomos, 

importante precursor na síntese de glicoesfingolipídios.  

Os aspectos expostos justificam o intenso campo de pesquisa na tentativa de 

elucidar o papel dos glicoesfingolipídios na integridade estrutural das membranas 

plasmáticas, sua participação em eventos de reconhecimento e sinalização bem 

como seu envolvimento em processos patológicos, como na DG, objeto desta tese.   
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1.1.4. A Doença de Gaucher 

A Doença de Gaucher é um erro inato do metabolismo dos 

glicoesfingolipídios resultando no acúmulo lisossomal de um material degradado 

incompletamente denominado de glicocerebrosídio dentro de células da linhagem 

monócito-macrófago (Beutler, 1999). Este acúmulo deve-se à ausência ou 

deficiência da enzima lisossomal -glicosidase ácida - -gli (D-glicosil-N-

acilesfingosina glicohidrolase, EC 3.2.1.45). Em decorrência da deficiência da 

atividade da -gli, fica prejudicada a clivagem da ligação -glicosídica do 

glicocerebrosídio (glicosilceramida) que resulta em glicose e ceramida (Figura 5) 

(Grabowski e Horowitz,1997).   

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5: A -glicosidase decompõe o glicocerebrosídio, um glicolipídio que se origina da 

renovação e degradação das membranas celulares, dentro dos lisossomos das células da 

linhagem de monócitos/macrófagos. Esta reação tem como produto resultante moléculas de 

glicose e ceramida.    Fonte: Dvir et al., 2003. 

Glicocerebrosídio (glicosilceramida) 
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As manifestações clínicas da DG apresentam-se variadas, as mais comuns 

são a hepatosplenomegalia, trombocitopenia, anemia, infecções recorrentes, lesões 

ósseas incluindo fraturas e osteoporose (Brady et al., 1966; Grabowsk, 1983; Cox e 

Schofield, 1997; Moyses, 2003; Futerman et al., 2004). 

A DG foi descrita de acordo com os autores abaixo pela primeira vez em 1882 

pelo médico francês Philippe C. E. Gaucher como um epitelioma de baço 

(reconhecido, hoje em dia, como linfoma), quando avaliava a autópsia de baço de 

uma jovem mulher com esplenomegalia para a sua tese de doutorado. Já no início 

do século XX, foi sugerido que a doença era uma desordem familiar (Beutler e 

Grabowski, 1995).   

Em 1934, Aghion identificou corretamente o material acumulado nas células 

do retículo endotelial do baço, fígado, cérebro e medula óssea de pacientes com DG 

como glicocerebrosídeo (ou glicosilceramida). Na década de 60, Patrick (1965) 

identificou a enzima envolvida no catabolismo do glicocerebrosídeo, a 

glucocerebrosidase ou -glicosidase - EC 3.2.1.45 - (GBA1; glucosilceramida- -

glucosidase; - -gli) o que foi confirmado por Brady e colaboradores (1966).  

Desde então, principalmente na década de 70, avanços na pesquisa 

envolvendo a descoberta de proteínas ativadoras de esfingolipidases denominadas 

conjuntamente de SAPs ou Sapocinas A, B, C e D, a purificação da 

glucocerebrosidase de placentas humanas, a identificação de células de Gaucher na 

linhagem do sistema retículo endotelial, bem como a presença de receptores de 

manose-6-fosfato na superfície destas células foram fundamentais para um 

diagnóstico mais preciso e para o desenvolvimento de terapias eficazes (Patrick, 

1965; Beutler e Grabowski, 1995; Cox, 2001) 
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1.1.4.1. Aspectos patofisiológicos e genéticos da DG 

Nas doenças lisossômicas de depósito a inflamação observada 

principalmente em tecidos viscerais e sistema nervoso central é um evento 

patológico comum. O excesso lipídico é a causa primeira da resposta pré-

inflamatória à injúria tecidual, incluindo a ativação do sistema micróglia/macrófagos 

que iniciam assim a produção e liberação de citocinas inflamatórias.  

Na doença de Gaucher tipo 1, a glicosilceramida acumulada, principalmente, 

nas células do sistema mononuclear fagocitário é responsável pelo aumento e pela 

liberação mediada por macrófagos, muitas vezes acentuada, de citocinas pró e anti-

mediadoras inflamatórias. Estas incluem entre outras citocinas a interleucina-1α (IL-1 

α), a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a quemoquina 

CCL18/PARC. Tais mediadores, segundo os autores, podem contribuir para a 

patogênese da doença (Allen et al.,1997; Hollak et al.,1997; Huwiler e Kolter 2000; 

Boot et al., 2004; Jmoudiak e Futerman 2005; Walkley e Vanier 2009). 

A herança da DG tem caráter autossômico recessivo sendo caracterizada a 

presença de dois alelos mutantes para o gene da -gli (GBA1), localizado na região 

q21 do cromossomo 1, a qual hidrolisa a glicosilceramida em ceramida e glicose 

(Figura 5)  (Beutler e Grabowski, 2001). Como resultado tem-se o acúmulo do 

substrato glicosilceramida, principalmente, em células do sistema mononuclear 

fagocitário (monócitos/macrófagos), as quais são denominadas células de Gaucher.  

 Os pacientes com DG são, geralmente, divididos em três fenótipos de acordo 

com os sinais e sintomas clínicos apresentados: 

 DG Tipo 1 (crônica, não neuropática ou adulta): caracterizada por 

hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia e degeneração óssea. A expressão 

clínica da doença pode variar dos primeiros meses de vida até a oitava década. O 
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sistema nervoso não está envolvido. É a forma mais comum da doença 

correspondendo a 99% dos casos e é, especialmente, prevalente entre os judeus 

Ashkenazi com uma incidência de cerca de 1:450 indivíduos e de cerca de 1:40.000 

na população geral. 

 DG Tipo 2 (aguda, neuropática ou infantil): pacientes têm anormalidades 

nervo-craniais e no tronco cerebral, hipertonia, retardamento mental, apnéia, 

hepatoesplenomegalia. Idade de aparecimento de sintomas em torno de 6 meses. 

 DG Tipo 3 (subaguda, neuropática ou infanto-juvenil): pacientes têm sintomas 

similares ao tipo 1, mas os sinais neuropáticos (demência, apraxia motora ocular) 

aparecem durante a adolescência. 

Atualmente, são conhecidas mais de 200 mutações no gene GBA1 o que 

acarreta expressiva heterogeneidade nas manifestações fenotípicas da doença. 

(Niederau et al., 1996; Cox, 2001; Brady, 2003; Fost et al., 2003; Moyses, 2003; 

Futerman et al., 2004;  Schueler et al., 2004; Emre et al., 2008; Wennekes et al., 

2009). 

O curso clínico da DG pode variar consideravelmente, mesmo dentro de uma 

mesma família compartilhando o mesmo genótipo (Maaswinkel-Mooij et al., 2000). 

Os autores acrescentam que essa heterogeneidade observada na manifestação 

clínica inicial, idade ao diagnóstico e posterior progressão da doença, tem sido 

atribuída, pelo menos em parte, ao tipo de mutação observada. Desse modo, tem 

sido proposto o conceito de mutações leves e graves, para explicar a 

heterogeneidade clínica da doença.  

As mutações mais prevalentes nesta doença são as denominadas N370S e 

L444P. A primeira é causada por uma troca de adenina por guanina no exon 9 do 

gene GBA1, que determina a substituição do aminoácido asparagina por serina no 
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resíduo 370 da proteína. A mutação L444P deve-se a troca de timina por citosina no 

exon 10 do gene, que leva a substituição do aminoácido leucina por prolina no 

resíduo 444 da proteína (Zimran et al., 1991; Emre et al., 2008; Wennekes et al., 

2009). 

Wennekes e colaboradores (2009) e os autores citados abaixo ressaltam que 

existe correlação entre algumas das mutações do gene GBA1 e as manifestações 

clínicas da doença, em particular, quanto ao desenvolvimento dos sintomas 

neurológicos. Pacientes homozigotos para a mutação N370S são diagnosticados 

mais tardiamente e apresentam a doença do tipo 1, menos agressiva que os tipos 2 

e 3. Pacientes que apresentam um fenótipo mais grave, com comprometimento 

neurológico, em geral são homozigotos para a mutação L444P, e diagnosticados 

mais precocemente (Zimran et al.,1991; Charrow et al., 2000; Emre et al., 2008).  

De acordo com Charrow e colaboradores (2000) entre os judeus Ashkenazi, 

quatro mutações são responsáveis por 90% dos casos, N370S, 84GG, L444P, e 

IVS2+1. Na população não-judia, a doença apresenta baixa prevalência, e as 

mutações mais comumente identificadas são as L444P, N370S, D409H, R463C, e 

IVS2+119. Neste trabalho, os autores salientam que no Gaucher Registry, dentre os 

1.528 cromossomos analisados, a mutação mais comum identificada foi a N 370S 

(53%), seguida pela L444P (18%), a 84GG (7%), e IVS2+1 (2%). 

No Brasil, as mutações mais freqüentes coincidem com as mais comuns 

referidas na literatura internacional: N370S e L444P (Pires e Sobreira, 2004). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Emre%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Emre%20S%22%5BAuthor%5D
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1.1.4.2. Diagnóstico da Doença de Gaucher 

O método utilizado para confirmar o diagnóstico da DG é a determinação 

enzimática da atividade da enzima -gli em leucócitos e fibroblastos. A enzima 

expressa uma atividade cerca de 30% menor que aquela em indivíduos adultos 

normais e cerca de 10% menor em crianças, o que não indica, entretanto a 

severidade da doença. Os valores de referência são de 10 – 45 nmol de substrato 

hidrolisado/h/mg de proteínas (Waber, 1990; Seashore e Rinaldo, 1993; Fost et al., 

2003; Germain, 2004a; Germain, 2004b; Boot et al., 2009). Ainda, e de acordo com 

o exposto anteriormente, mutações no gene da enzima detectadas molecularmente 

também levam a um diagnóstico preciso. Como este último método envolve um 

custo maior, não é rotineiramente utilizado em laboratórios de análise. 

 

1.1.4.3. Tratamento na Doença de Gaucher 

As opções terapêuticas para doenças lisossômicas de depósito são 

relativamente limitadas e restringem-se na sua maioria a cuidados paliativos. Este 

fato decorre da dificuldade dos agentes terapêuticos desenvolvidos agirem no 

sistema nervoso central, local de manifestação na maioria das DLDs. Grupos de 

pesquisas concentram esforços para desenvolver estratégias principalmente no 

transplante de medula óssea, terapia de reposição enzimática, terapia de redução 

de substrato e terapia gênica (Platt e Butters, 2000; Ozkara, 2004; Xu et al., 2010).       

Em algumas desordens como a doença de Gaucher, a reposição enzimática 

oferece melhora clínica substancial (Butters, 2003). Segundo Aerts e colaboradores 

(2003) a Doença de Gaucher tipo 1, é entre as DLDs, a mais proeminente para o 

desenvolvimento de terapêuticas eficazes, uma vez que as bases moleculares do 

defeito genético, em nível protéico e gênico já foram estabelecidas. Como 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boot%20RG%22%5BAuthor%5D
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conseqüência, Wennekes e colaboradores (2009) lembram que a DG tem sido nas 

últimas décadas, um campo de testes para o desenvolvimento de terapias para as 

DLDs.  

A primeira terapia desenvolvida para DG foi a de reposição enzimática (TRE), 

proposta em 1966 por Brady e colaboradores sendo que a primeira experiência 

clínica com administração intravenosa da glicocerebrosidase ( -gli) purificada, não 

modificada e derivada de placenta humana aconteceu em 1974 no National 

Institutes of Health (Mistry et al.,1996).  Relatado por Aerts e colaboradores (2003) 

os resultados obtidos não se mostraram eficazes terapeuticamente por dois motivos 

imperiosos: em primeiro lugar, a obtenção de pouca quantidade de enzima 

purificada em decorrência das tecnologias existentes na época e em segundo, o fato 

de que a enzima não modificada era absorvida principalmente por hepatócitos, não 

pelos macrófagos.  

Foram necessários avanços tecnológicos não só para extrair quantidades 

suficientes de glicocerebrosidase da placenta, como também para fazê-la chegar 

aos macrófagos através de tratamento enzimático de grupos de açúcares terminais 

expondo os resíduos de manose para que os receptores de manose-6-fosfato 

pudessem reconhecê-los (Brady et al., 1966; Barton et al., 1990; Brady, 2003). Em 

1994 a glicocerebrosidase exógena, inicialmente extraída de placenta humana 

(alglucerase, Ceredase®, Genzyme Corporation, Cambridge, Massachusetts) foi 

então substituída pela forma recombinante (imiglucerase, Cerezyme®, Genzyme 

Corporation) (Germain, 2004 b).  

Os dois medicamentos diferem entre si na substituição de um único 

aminoácido (histidina por arginina, na posição 495), o que não afeta a função 

catalítica da enzima (Grace et al.,1993; Grabowski, 1995). Os autores pontuam 
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ainda que a imiglucerase é uma glicoproteína monomérica de 497 aminoácidos com 

carboidratos compondo aproximadamente 6% da molécula. A enzima humana -gli 

não modificada também contém 497 aminoácidos, mas consiste de 12% de 

carboidratos. 

Atualmente, a Terapia de Reposição Enzimática (TRE) é utilizada em milhares 

de pacientes para tratar DG tipo 1 (não neuropática). Neste tratamento a enzima 

recombinante GlcCerase (Imiglucerase, Cerezyme ) alivia os principais sintomas da 

doença. As desvantagens da TRE esbarram no elevado custo do tratamento, cerca 

de U$ 70.000 a U$ 550.000 ano/paciente dependendo da dosagem utilizada, na 

administração intravenosa e na incapacidade de prevenir ou tratar os sintomas 

neurológicos, visto que a enzima não consegue atravessar a barreira 

hematoencefálica (Barton et al., 1990; Grabowski , 1995; Mistry et al., 1996; Desnick, 

2004; Futerman et al., 2004; Germain, 2004a; Germain, 2004b; Wennekes et al., 

2009). Principalmente por causa do alto custo faz-se necessário o estudo de 

biomarcadores que possam auxiliar no estabelecimento da dose ideal para o 

paciente.  

De acordo com Desnick (2004) o tratamento com enzima recombinante é bem 

tolerado e capaz de reverter anos de acúmulo de substrato, produzindo melhora 

clínica e de qualidade de vida para os doentes. A reversão do envolvimento celular 

pela TRE requer que quantidades suficientes de enzima sejam entregues às células 

e órgãos afetados.  

Conforme preconizado no Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para 

Doença de Gaucher (Portaria SAS/MS nº 449, de 08 de julho de 2002) o tratamento 

deverá ser mantido por toda a vida, podendo haver redução da dosagem a critério 
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clínico e considerando a evolução clínica favorável do paciente. A dose mínima 

recomendada é de 15 - 30 U/kg a cada 15 dias.  

Os pacientes sob tratamento por TRE, cujos plasmas foram utilizados neste 

trabalho, fazem uso da medicação imiglucerase, Cerezyme®.  

A Terapia de Redução de Substrato (TRS) foi proposta em 1980 por Vunnam 

e Radin, onde o acúmulo de substrato é evitado não pela substituição da enzima 

deficiente, mas pela redução na concentração de substrato onde a atividade residual 

da enzima mutante seja suficiente para evitar o estoque patológico (Lachmann e 

Platt, 2001; Butters, 2003; Moyses, 2003; Platt, 2003; Germain, 2004a; Germain, 

2004b; Wennekes et al., 2009). De acordo com os autores são utilizadas moléculas 

difusíveis inibidoras da síntese de glicoesfingolipídios. Em 2002, um dos inibidores 

pesquisados em ensaios clínicos com pacientes de Gaucher tipo 1 que não toleram 

a terapia de reposição enzimática, o Miglustat: N-butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ; 

Zavesca ) foi aprovado como medicamento pelo Food and Drug Administration 

(FDA) e pela European Medicines Agency (EMEA) (Xu et al., 2010).  Esta substância 

(Miglustat–Zavesca®-) age inibindo a enzima glicosilceramida sintetase, enzima esta 

responsável pelo primeiro passo na síntese da maioria dos GSLs (Moyses, 2003). 

Estudos demonstram que esta terapia tem como vantagens sobre a TRE o 

fato da administração ser oral, evitando assim reações imunológicas, a capacidade 

de atravessar a barreira hematoencefálica além de não necessitarem receptores 

específicos para endocitose (Platt, 2003; Weinreb et al., 2005; McEachern et al., 

2007; Schiffmann et al., 2008; Xu et al., 2010).  

Segundo Wennekes e colaboradores (2009) Miglustat é bem tolerado e os 

principais efeitos colaterais na administração oral de NB-DNJ são os relacionados 

com as reações provocadas na inibição das dissacaridases nas microvilosidades do 
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epitélio intestinal, o que acarreta diarréia osmótica, flatulência, e distensão 

abdominal (Platt e Butters, 2000). 

            Wennekes e colaboradores (2009) e Desnick (2004) enfatizam que além das 

terapias mencionadas, outra linha de pesquisa vem tentando descobrir novas 

moléculas com atividades de “chaperonas” na tentativa de aumentar a atividade 

residual da enzima -Gli, as quais poderiam, em princípio, atravessar a barreira 

hematoencefálica.  

Esta terapia tem o nome de Enzyme Enhancement Therapy (EET), ou 

Pharmacological Chaperone Therapy (PCT) ou ainda Terapia Mediada por 

Chaperoninas. Khanna e colaboradores (2010) relataram que em pesquisas 

anteriores a utilização da chaperona isofagomina (IFG) auxiliou na estabilização da 

enzima -Gli aumentando assim o tráfico lisossomal e a atividade da enzima com 

mutação N370S.  

Embora o conceito da PCT esteja alicerçado no auxilio que chaperoninas 

possam dar a proteínas defeituosas em algumas das DLDs, evidências apontam um 

possível benefício sobre enzimas selvagens. Segundo Kornhaber e colaboradores 

2008 e Tropak e colaboradores 2008, o uso da chaperona isofagomina induz a 

estabilização conformacional e aumenta a estabilidade térmica da enzima 

recombinante normal -gli. 

Aliado às terapias já existentes alguns trabalhos indicam que a terapia gênica 

usando diversos vetores in vivo e ex vivo tem grande possibilidade de tornar-se 

opção de tratamento para doenças lisossomais. Os autores enfatizam, entretanto, 

que mais pesquisas na tecnologia de vetores e na expressão de transgenes em 

macrófagos são necessárias, além do que carecem de experiência clínica (Aerts et 

al., 2003; Ioannou et al., 2003; Haskins, 2009; Parenti, 2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wennekes%20T%22%5BAuthor%5D
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1.1.4.4. Marcadores para doença de Gaucher 

Os autores abaixo sugerem que análises de anormalidades secundárias, tais 

como elevação nos níveis plasmáticos de proteínas específicas, poderiam intervir no 

entendimento da complicada fisiopatologia da doença e assim fornecer marcadores 

que possam auxiliar no diagnóstico bem como servir de parâmetro da efetividade 

das terapias utilizadas, o que conseqüentemente poderá auxiliar na otimização da 

dose para cada paciente, levando-se em conta o auto custo dos tratamentos (Aerts 

et al., 2003; Parenti, 2009). 

A quitotriosidase (QT), também conhecida como quitinase humana (EC 

3.2.1.14) é uma glicosil hidrolase sintetizada e excretada por macrófagos ativados. 

Esta enzima é análoga a quitinases de não vertebrados.  Na década de 90, estudos 

mostraram que pacientes com DG possuíam níveis elevados de QT no plasma 

(cerca de 100 a 500 vezes) e que após a introdução da TRE estes níveis diminuíam 

(Hollak et al., 1994; Pastores e Barnett, 2005; Pastores et al., 2005; Fost et al., 

2006). 

Pesquisadores da área têm proposto, para pacientes cujo início de tratamento 

seja questionável, que a atividade da enzima quitotriosidase acima de 15000 nmol 

de substrato hidrolisado/h/mL de plasma possa ser utilizada como confirmação 

bioquímica para o diagnóstico da DG, em adição à determinação da atividade da -

gli (Aerts, 2003; Moyses, 2003; Aerts et al., 2008). 

Apesar da potencialidade da enzima quitotriosidase como marcador 

bioquímico para DG, Moyses (2003) e Aerts et al. (2003) assinalam que a elevada 

atividade enzimática não constitui condição específica desta patologia. Além disso, a 

quitotriosidase não é expressa em 6,5 % da população incluindo pacientes com DG 
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(Boot et al. 1998). Levando-se em conta as afirmativas acima, a pesquisa com 

marcadores alternativos se faz necessário.  

A proteína quemoquina CCL18/PARC vem sendo estudada para servir como 

marcador específico para Doença de Gaucher.  Boot e colaboradores (2004) e 

Chang e colaboradores (2010) relataram que, no plasma de pacientes sintomáticos 

com DG, a concentração desta proteína está cerca de 29 vezes mais elevada, não 

ocorrendo sobreposição entre pacientes e indivíduos normais. A medida normal está 

estimada em 33 ng/mL (10 – 72 ng/mL) enquanto o nível plasmático para pacientes 

com DG é de 948 ng/mL (237 – 2285 ng/mL). 

Estudos clínicos estabelecendo uma comparação da atividade da 

quitotriosidase na urina e plasma de pacientes com DG demonstraram que a 

atividade enzimática na urina não está correlacionada com os valores da atividade 

enzimática no plasma. Os autores sugerem que os níveis de atividade enzimática 

encontrados na urina destes pacientes refletem uma patologia renal e não uma 

resposta as células de Gaucher. Em contrapartida, os níveis da quemoquina 

CCL18/PARC destes pacientes no plasma e urina estão de acordo com o que a 

literatura preconiza para indivíduos portadores de DG (Boot et al., 2004; Deegan. et 

al., 2005; Kzhyshkowska, et al., 2007; Chang et al., 2010). Ao analisarmos os 

trabalhos já realizados com a quemoquina CCL18 e compararmos com os resultados 

obtidos nesta pesquisa, fica claro de que esta proteína pode tornar-se um efetivo 

marcador para doença de Gaucher. 
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2. OBJETIVOS  

O presente trabalho teve como objetivos:  

Objetivo Geral: 

Estudar diferentes metodologias de diagnóstico complementar e 

monitoramento da evolução do tratamento por Terapia de Reposição Enzimática da 

Doença de Gaucher.   

Objetivos específicos: 

1. Medir a atividade das enzimas --glicosidase e quitotriosidase em plasma 

de pacientes com Doença de Gaucher sob tratamento ou não por reposição 

enzimática (TRE) e em plasma de indivíduos normais, de modo a caracterizar nossa 

amostra; 

2. Extrair, purificar e quantificar a glicosilceramida de amostras de plasma de 

pacientes com doença de Gaucher com e sem tratamento por reposição enzimática 

(TRE) e de plasma de indivíduos normais; 

3. Comparar o conteúdo de glicosilceramida de pacientes com Doença de 

Gaucher sob tratamento por TRE com aqueles sem TRE e indivíduos normais de 

modo a verificar se este é um bom parâmetro na separação entre estes grupos de 

indivíduos; 

4. Medir e comparar a concentração de quemoquina CCL18/PARC em 

plasma de pacientes com Doença de Gaucher sob tratamento ou não por reposição 

enzimática (TER) e em plasma de indivíduos normais; 

5. Correlacionar os resultados da atividade da quitotriosidase, da análise 

quantitativa da glicosilceramida e dos níveis plasmáticos da quemoquina 

CCL18/PARC obtidos neste trabalho. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este estudo foi realizado em conformidade com a Declaração de Helsinki da 

Associação Médica Mundial e foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (Anexo 1). Todos os indivíduos que participaram do estudo 

assinaram um termo de consentimento informado (Anexo 2).  

 

3.1. AMOSTRAS 

Este trabalho contou com amostras de plasma de pacientes com diagnóstico 

para Doença de Gaucher tipo 1, confirmados através da determinação enzimática 

leucocitária da enzima beta glicosidase ( -gli) e/ou genótipo. Estas amostras foram 

enviadas de vários locais do Brasil, por médicos que colaboraram com nosso estudo.  

O grupo controle foi composto por indivíduos sadios que, após terem sido 

informados sobre os objetivos do trabalho, se dispuseram voluntariamente a 

participar. 

O número amostral de cada um dos grupos desta pesquisa foi decidido com 

base na freqüência, a qual é baixa, dos pacientes com Doença de Gaucher 

diagnosticados em nosso laboratório. Este número variou para cada um dos 

experimentos realizados e será mostrado, no item Resultados, junto com o resultado 

de cada experimento. 

 

3.1.1. Critérios de inclusão 

 Foram incluídos neste estudo pacientes diagnosticados com doença de 

Gaucher tipo 1, bem como indivíduos normais (controles) que concordaram com os 

critérios da pesquisa através do consentimento escrito autorizando a utilização das 
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informações para fins científicos, lhes assegurado o sigilo de identidade quanto aos 

dados fornecidos. 

 

3.1.2. Critérios de exclusão 

 a) Materiais biológicos que não cumpriram o protocolo de rotina de 

investigação diagnóstica para doença de Gaucher tipo 1. 

b) Pacientes ou controles com doença reumática, processos infecciosos ou 

inflamatórios.  

c) Pacientes ou controles que não assinaram o termo de consentimento 

informado (Anexo 2). 

 

3.2.  GRUPOS DE ESTUDO 

 Para a maioria dos estudos aqui realizados, contamos com 3 grupos de 

indivíduos: 

  a) Grupo Controle: indivíduos normais. 

 b) Homozigotos para DG sem tratamento: indivíduos com diagnóstico para 

Doença de Gaucher tipo 1 por análise enzimática ou por portarem uma mutação já 

estabelecida no gene da -glicosidase (N370S/L444P; N370S/N370S; N370S/IVS2+1 

ou N370S/D409H).  

 c) Homozigotos para DG em tratamento de reposição enzimática (TRE): idem 

ao grupo acima só que a coleta foi realizada após, pelo menos, 2 meses de 

introdução da TRE com imiglucerase. 
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3.3. MATERIAL BIOLÓGICO 

 3.3.1. Coleta, processamento e armazenamento do material biológico 

 3.3.1. Coleta de sangue: 

As amostras de sangue total dos indivíduos deste estudo foram obtidas por 

punção venosa em seringa contendo 0,2 mL de heparina. Foram coletados 10 mL de 

sangue. Destes, 2 mL foram reservados para separação do plasma e 8 mL para a 

separação dos leucócitos. 

 

3.3.2. Processamento e armazenamento do plasma: 

A amostra de sangue total de cada individuo num volume de 2 mL foi centrifugada 

a 600 x g por 10 minutos para completa separação entre o plasma e os outros 

componentes sanguíneos. A amostra de plasma foi identificada, mantendo-se o 

anonimato, e armazenada em freezer a –40oC.  

 

3.3.3. Processamento e armazenamento dos leucócitos: 

Os restantes 8 mL de sangue foram utilizados para a separação de leucócitos 

segundo a técnica de Skoog e Beck (1956). Aos 8 mL de sangue foi adicionado igual 

volume de uma mistura contendo ácido cítrico-dextrose, dextran 6% e glicose 5%. 

Após 1 hora de repouso, o sobrenadante foi centrifugado a 600 x g por 10 minutos a 

4ºC. O precipitado resultante desta centrifugação foi lavado com NaCl 0,9%, água 

destilada gelada e NaCl 3,6%. Após nova centrifugação a 600 x g por 5 minutos a 

4ºC, o precipitado (leucócitos), foi armazenado a -40ºC para posterior análise. 
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3.4. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

3.4.1. Medida da atividade da enzima -gli em leucócitos  

A atividade enzimática da β-gli foi determinada de acordo com Peters e 

colaboradores (1976), utilizando-se uma mistura de 10mmol/L de 4-metilumbeliferil-β-

D-glicosídio como substrato e 50mmol/L de tauracolato de sódio como detergente. 

Para o ensaio foram utilizados 20μL de leucócitos, 100μL de substrato e 50μL de 

tampão citrato-fosfato 0,54mol/L pH 5,5. Os leucócitos foram incubados por 1 hora a 

37ºC. A reação foi interrompida pela adição de 1500μL de tampão glicina-NaOH 

0,5mol/L pH 10,3, e a fluorescência foi medida em um espectrofluorímetro Hitachi F-

2000 usando filtros de emissão e excitação de comprimentos de onda 450nm e 

365nm, respectivamente. As leituras foram comparadas a uma curva de calibração 4-

metilumbeliferona. 

As atividades enzimáticas foram calculadas em nanomóis de substrato 

hidrolisados por hora por miligrama de proteína (nmol/h/mg de proteína). 

 

3.4.2. Medida da atividade da enzima quitotriosidase em plasma  

  A atividade enzimática da quitotriosidase foi determinada segundo Hollak e 

colaboradores (1994), utilizando-se o substrato artificial 4-metilumbeliferil-β-D-N-N’-

N’’-triacetilquitotriosídio 0,026mmol/L. O material destinado ao ensaio continha 5μL 

de plasma acidificado (50μL de plasma adicionado de 5μL de ácido cítrico 0,2mol/L) 

e 100μL de substrato, dissolvido em tampão citrato (10mmol/L-fosfato 200mmol/L pH 

5,2) num volume total de 105μL. Este material foi incubado por 15 minutos a 37ºC. A 

reação foi interrompida com 1000μL de tampão glicina-NaOH 0,5mmol/L pH 10,3, e a 

fluorescência foi lida com um espectrofluorímetro Hitachi F-2000 com filtros de 

emissão e excitação de 450nm e 365nm, respectivamente. 
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            As leituras foram corrigidas com valores dos brancos e comparadas a uma 

curva de calibração de 4-metilumbeliferona. Nas amostras em que a atividade foi 

muito elevada (pacientes com Doença de Gaucher), procedeu-se uma diluição prévia 

(1:50) da amostra em albumina 1% em água destilada para assegurar as condições 

de saturação do substrato. 

            As atividades enzimáticas foram calculadas em nanomóis de substrato 

hidrolisados por hora por mililitro de sangue (nmol/h/mL). 

 

3.4.3. Dosagem de proteínas 

As proteínas foram determinadas em cada amostra de acordo com o método 

de Biureto conforme instruções do fabricante (Reagente Biureto – proteínas totais – 

Labtest) (Gornal et al., 1949).  

 

3.4.4. Análise quantitativa de glicosilceramida 

Para aperfeiçoar as condições de extração, de purificação, das migrações e 

revelações cromatográficas, assim como, da quantificação da glicosilceramida e a 

reprodutibilidade dos experimentos, os seguintes parâmetros foram pesquisados na 

literatura e testados em laboratório, no mínimo três vezes para cada avaliação: 

volume de plasma para extração; sistemas de solventes para extração; sistemas de 

eluição (solventes) para as colunas de ácido silícico e Sep-Pack ; sistemas de 

solventes para migração cromatográfica; métodos químicos de revelação 

cromatográfica e métodos de imunorevelação. 

A partir dos vários ensaios preliminares para alcançar os objetivos propostos 

acima, as descrições abaixo, resumidas na Figura 6 e detalhadas no texto que 

segue, foram estabelecidas como adequadas. 
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FIGURA 6.  Fluxograma da metodologia utilizada. Ver detalhes no texto. 
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3.4.4.1. Extração lipídica total 

A glicosilceramida (GliCer) foi extraída do plasma conforme descrito 

previamente por Doering e colaboradores (1999) com adequações necessárias ao 

volume de 600 L de plasma de cada amostra analisada. O plasma de cada 

individuo foi tratado, seqüencialmente, com três sistemas de solventes: clorofórmio 

(C): metanol (M) nas proporções 1:2 (1800 L), 1:1 (1200 L) e 2:1 (1800 L)  a 37ºC, 

durante 2 horas para cada sistema, sob agitação. Os três extratos lipídicos totais de 

cada amostra foram reunidos e evaporados a seco (resíduo).  

 

3.4.4.2. Purificação de GliCer 

O resíduo do extrato lipídico total, obtido conforme o item 3.4.4.1., foi 

submetido aos tratamentos abaixo listados para remoção de contaminantes como 

sais, lipídeos neutros (colesterol e triglicerídeos) e fosfoglicerídios. 

 

a) Coluna de ácido silícico (Sigma-Aldrich): o resíduo do extrato lipídico total 

foi suspenso em 1 mL de clorofórmio (C) / metanol (M) (98:2)  e submetido à coluna 

de ácido silícico (500mg) de acordo com Ullman e McCluer (1977). O eluato 

correspondente a fração apolar (2000 L) clorofórmio/metanol C/M (98:2) foi 

descartado, enquanto o eluato correspondente a fração polar (2000 L) acetona (A) / 

metanol (M) (9:1) foi evaporado a seco e o resíduo, assim obtido, submetido à 

metanólise alcalina. 

 

b) Metanólise alcalina: para hidrólise dos fosfolipídios, o resíduo da fração 

polar obtida a partir da coluna de ácido silícico A/M (9:1) foi submetida à metanólise 

alcalina suave como descrito por Ullman e McCluer (1977). O resíduo evaporado da 
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fração A/M (9:1) foi suspenso em 1mL de NaOH metanólico 0,6 N, e colocado em 

banho de água  a 37ºC por 90 minutos. Após a metanólise alcalina o material foi 

evaporado em fluxo de nitrogênio gasoso. 

 

c) Coluna Sep-Pack  (Waters): o resíduo seco da metanólise alcalina suave foi 

suspenso em C/M (1:1) (1000 L) e submetido à coluna Sep-Pack  C18 (65mg) 

cartridges segundo Wiliiams e McCluer (1980) para eliminação de sais e compostos 

de baixa massa molecular. Da coluna Sep-Pack  foram obtidos dois eluatos 

C:M:água nas proporções de  3:48:47 e 60:30:4,5, os quais foram coletados e 

armazenados em um mesmo recipiente. O pool destes eluatos foi evaporado em 

fluxo de nitrogênio gasoso a 37ºC. O resíduo assim obtido de cada uma das 

amostras processadas foi submetido à análise cromatográfica conforme descrito 

abaixo. 

 

d) Análise por cromatografia em camada delgada de alta resolução (HPTLC) e 

quantificação da banda de glicosilceramida 

Os extratos lipídicos purificados foram analisados por HPTLC (placas 20 x 10 

cm, sílica gel 60 A, Merck). Para aplicação na placa cromatográfica, cada resíduo do 

extrato purificado foi suspenso em 50µl de C/M (1:1) e aplicado nas linhas, 

eqüidistantes 4,0 mm entre si, 1,5 cm da base e 1,0 cm das laterais. Este volume foi 

aplicado à placa com o auxílio de uma pipeta automática. Em seguida, a placa foi 

colocada numa cuba cromatográfica contendo o sistema de solventes. Foram 

utilizados, seqüencialmente, dois sistemas de solventes de acordo com Tani-ichi e 

colaboradores, (2005). O primeiro consistiu em C:M:água (65:25:4) e o segundo em 

hexano/éter etílico/ácido acético (50:50:1). Entre uma corrida e outra, a placa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McCluer%20RH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
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cromatográfica foi submetida à secagem em capela.  Os cromatogramas foram 

revelados por imersão em CuSO4 10%/H3PO4 8% e após aquecidas 150°C (Doering 

et al., 1999). A identificação da banda de glicosilceramida da amostra foi baseada na 

sua respectiva velocidade de migração (Rate flow- Rf) comparada com a do padrão 

de glicosilceramida (Sigma-Aldrich). A banda corada de GliCer foi quantificada por 

densitometria dos cromatogramas em um densitometro CS 930 Shimadzu UV/vis, 

seguido de comparação dos mesmos com um cromatograma obtido com 

quantidades conhecidas de GliCer conforme Gonarti e colaboradores (2002). Os 

resultados foram expressos em µg/600µL plasma, mol/L plasma e ng/mg proteína. 

 
e) Imunorevelação 

 
A confirmação da identidade da banda de glicosilceramida foi realizada por 

imunorevelação segundo Brade e colaboradores (2000) com modificações no tampão 

bloqueio (Haycock, 1993). Foi utilizado um cromatograma com padrão de GliCer 

(0.5 g) e extratos lipídicos purificados de plasma de pacientes com DG sem 

tratamento por TRE e de indivíduos normais, obtidos como descrito acima.  

 

A técnica teve as seguintes etapas: 

1. A imunorevelação foi iniciada incubando-se a placa cromatográfica, a qual foi 

preparada conforme o item 3.4.4.2.d, em tampão de bloqueio (Tris-HCl 50mM, pH 

7,4; NaCl 200mM; Polivinilpirrolidona 0,1%, Sigma-Aldrich) por duas horas, à 24 C 

sob agitação suave.  

2. Em seqüência, a placa foi incubada com anticorpo primário feito em coelho 

anti-glicosilceramida humana (Glyco-Tech Produktions) na diluição de 1:500 em 

tampão de lavagem (Tris-HCl 50mM,  pH 7,4; NaCl 200mM) por quatro horas, a  

24 C sob agitação suave.  
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3. Após cinco lavagens com tampão de lavagem a placa cromatográfica foi 

incubada com anticorpo secundário anti-coelho (IgG) conjugado com peroxidase 

(Dianova, Sigma- Aldrich), na diluição de 1:1000 em tampão de lavagem  por duas 

horas, à 24 C sob agitação suave.  

4. Em seguida, foram realizadas quatro lavagens como descrito anteriormente e 

a quinta lavagem foi feita com tampão substrato (citrato sódio, 0,1 M, pH 4,5). A 

ligação dos anticorpos foi detectada pela incubação da placa cromatográfica durante 

30 min, a 24 C com solução substrato (10mL) preparada na hora e composta de 

8,33mL de tampão substrato; 1,6 mL de 4-cloro-1-naftol (3mg/mL em MeOH) e 

peróxido de hidrogênio (3.3 L de solução a 30%).  

 

3.4.5. Quantificação da quemoquina CCL18/PARC 

A quantificação foi realizada em plasma de pacientes e controles de acordo 

com o ensaio imunoenzimático (ELISA – Sanduíche) usando o kit da CytoSet.  

As condições da técnica, conforme descritas nas etapas abaixo seguiram as 

recomendações do fabricante (Biosource International) e como desenvolvido 

previamente por Boot e colaboradores (2004). 

 

3.4.5.1. Preparação das placas   

a) O anticorpo de captura, obtidos de rato, anti CCL18/PARC humana foi diluído 

na concentração de trabalho (1.0 g/mL em PBS).  

b) Imediatamente foi depositado 100 L do anticorpo nas cavidades da placa, 

previamente identificadas, para adsorção.  A placa foi então coberta e incubada a 

temperatura ambiente overnight. 
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c) Na manhã seguinte, dando prosseguimento, as placas foram vertidas na pia e 

lavadas com tampão de lavagem (Tween 20 - 0,05% em PBS, pH 7,2 – 7,4). O 

processo foi repetido 3 vezes num total de três lavagens. Para cada cavidade foi 

utilizado 250 L de tampão usando um dispensador automático. Após a última 

lavagem qualquer vestígio do tampão foi removido por inversão da placa contra um 

papel toalha.  

d) As cavidades da placa foram bloqueadas adicionando-se 200 L do reagente 

diluente por poço (BSA 1 % em PBS, pH 7,2 – 7,4). A placa foi então incubada em 

temperatura ambiente por 1 hora. 

e) O processo de lavagem descrito no item c foi repetido. A placa neste momento 

ficou preparada para receber as amostras. 

   

3.4.5.2. Procedimento para preparação e deposição das amostras e curva padrão 

a) Na placa, previamente lavada e com as cavidades identificadas, foi adicionado 

100 L de cada amostra (1:600) e curva padrão diluídos em reagente diluente (RD) 

(BSA 1% em PBS, pH 7,2 – 7,4). A placa foi coberta com parafilme e incubada por 

duas horas em temperatura ambiente.  

b) O processo de lavagem descrito no item 3.4.5.1. c de preparação das placas 

foi repetido.  

c) Em seguida, foi adicionado em cada cavidade 100 L do anticorpo de detecção 

obtidos de cabra (anticorpo anti CCL18/PARC humana) conjugado com peroxidase, 

diluído em RD. A placa foi coberta com parafilme e incubada por 2 horas em 

temperatura ambiente. 

d) O processo de lavagem descrito no item 3.4.5.1. c de preparação das placas 

foi repetido. 
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e) Após lavagem, cada cavidade recebeu 100 L do conjugado peroxidase-

estreptavidina diluída em RD. A placa foi coberta e incubada por 20 minutos em 

temperatura ambiente.  

f) O processo de lavagem descrito no item 3.4.5.1. c de preparação das placas 

foi repetido. 

g) Após lavagem foi adicionado em cada cavidade 100 L da solução substrato. 

Esta solução foi preparada utilizando-se uma solução de   OPD (o-phenilenediamina 

dihidroclorido -Sigma- Aldrich). Esta solução foi preparada num tubo de eppendorff 

coberto com papel alumínio. A placa foi então incubada em câmara escura por 20 

minutos em temperatura ambiente.  

h) Passados os 20 minutos a reação foi interrompida adicionando-se em cada 

cavidade 50 L de solução bloqueio (H2SO4 2N). A placa foi gentilmente movimentada 

para assegurar boa homogeneização.  

i) Finalizando a técnica, a absorbância foi lida a 490nm usando um leitor de 

microplacas (MultisKan EX), e a concentração de CCL18/PARC de cada cavidade foi 

quantificada através da curva padrão estabelecida com quantidades conhecidas do 

padrão da quemoquina. Os resultados foram expressos em ng/mL. 

 

3.5. Análises estatísticas 

 Os resultados obtidos foram expressos como média  desvio padrão. A 

significância estatística foi avaliada a partir de ANOVA de uma via seguida pelo teste 

de DUNCAN quando p  0,05. As análises foram feitas em programa SPSS-PC 

versão 17.  
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4. RESULTADOS 

4.1.    ANÁLISES ENZIMÀTICAS 

4.1.1. Atividade da enzima -glicosidase em leucócitos  

 Neste estudo foi realizada a medida da atividade enzimática da -glicosidase 

em 21 indivíduos com Doença de Gaucher sem tratamento por TRE e 21 indivíduos 

normais.  Conforme pode ser observado na Figura 7 a média das atividades da -

glicosidase nos pacientes com DG foi de 0,83 + 0,75 nmol substrato hidrolisado/h/mg 

de proteína, enquanto nos 21 indivíduos normais (controles) a média foi de 14,89 + 

7,46 nmol substrato hidrolisado/h/mg de proteína. 

  Após análise estatística (t = 8,59 e p<0,0001) verificamos que os indivíduos 

com DG apresentaram uma atividade enzimática significativamente menor que 

aquelas dos controles.  
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FIGURA 7. Atividade da -glicosidase (nmol substrato hidrolisado/h/mg de proteínas) em 

leucócitos de pacientes com Doença de Gaucher ( ) e indivíduos normais ( ). Valores de 

referência: 10 - 45 nmol de substrado hidrolisado/h/mg de proteínas. 
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4.1.2. Atividade da enzima quitotriosidase em plasma 

Neste estudo foi realizada a medida da atividade enzimática da quitotriosidase 

em 21 indivíduos com Doença de Gaucher sem tratamento, em 5 indivíduos com 

Doença de Gaucher em tratamento por reposição enzimática e em 21 indivíduos 

normais. 

De acordo com os dados representados no gráfico da Figura 8 a média de 

atividade da quitotriosidase nos 21 pacientes com DG foi de 20.695,4 + 20.692,3 

nmol substrato hidrolisado/h/mL de plasma (mediana: 20.733), enquanto nos 5 

pacientes com DG em tratamento por TRE foi de 5.797,8 + 2.611,4 nmol substrato 

hidrolisado/h/mL de plasma (mediana: 3.440). Os 21 indivíduos normais (controles) 

apresentaram valores médios de 48,1 + 30,6 nmol substrato hidrolisado/h/mL de 

plasma (mediana: 46). Após análise estatística (F = 11,70 e p< 0,001), verificamos 

que os indivíduos com DG apresentaram uma atividade enzimática significativamente 

maior que aquelas dos controles e aquela dos indivíduos tratados e estes últimos 

também diferiram significativamente dos controles.  

Para que os três grupos de indivíduos pudessem ser representados dentro da 

mesma figura, apresentamos a atividade da quitotriosidase na Figura 8 como 

logaritmo decimal. 
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FIGURA 8. Atividade da quitotriosidase (nmol substrato hidrolisado/h/mL) em plasma de 

pacientes com Doença de Gaucher sem tratamento n=21 ( ), pacientes com Doença de 

Gaucher sob tratamento por TER n=5 ( ) e indivíduos normais n=21 ( ). Valores referência 

8,8 - 132 nmol/h/mL de plasma. Escala logarítmica decimal.  

 

4.2.    Determinação quantitativa de glicosilceramida em plasma 

         

  Parte dos resultados que serão apresentados a seguir, foram aceitos para 

publicação na revista Biochemical Journal of Pharmaceuticals Science: com o título 

“Quantification of glucosylceramide in plasma of Gaucher disease patients”      

(Anexo 4). 

 

4.2.1. Padronização da metodologia de extração, purificação, separação, 

detecção e quantificação de glicosilceramida  

O extrato lipídico total de plasma, obtido conforme o item 3.4.4 foi, 

seqüencialmente, submetido a uma coluna de ácido silícico, à metanólise alcalina, à 

coluna Sep-Pak  e cromatografia (HPTLC) para extração, purificação e separação de 

glicosilceramida (GliCer). A padronização foi realizada inicialmente com plasma de 

paciente com DG conforme fluxograma representado na figura 6. 
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Ao passar o extrato lipídico total (Figura 9-linha 5) pela coluna de ácido silícico 

obtiveram-se dois eluatos: a) um eluato apolar clorofórmio/metanol C/M (98:2) 

contendo os lipídios apolares como colesterol, éster de colesterol e triglicerídeos 

(Figura 9-linha 6) (este eluato foi posteriormente descartado) e b) um eluato polar 

acetona/metanol (9:1) contendo glicoesfingolipídios neutros, dentre eles o de 

interesse da pesquisa: glicosilceramida (Figura 9-linha 7). Para purificação de GliCer 

foi necessário que o resíduo do eluato (9:1) fosse submetido à metanólise alcalina 

suave para retirada de impurezas próprias do processo de extração de 

glicoesfingolipídios como fosfolipídios, os quais interferem no isolamento da GliCer.  

O resíduo metanólico foi então submetido à coluna Sep-Pack  C18 (fase de 

limpeza) para eliminação de sais e compostos de baixo peso molecular obtidos na 

metanólise alcalina. Desta coluna resultaram os eluatos C:M:água: 3:48:47 e 

60:30:4,5. A análise dos resíduos obtidos a partir destes eluatos por cromatografia 

em camada delgada de alta resolução e com revelação química (CuSO4/H3PO4) 

mostrou que ambos continham uma banda (Figura 9-linhas10 e11) com velocidade 

de migração (Rate flow - Rf) semelhante ao padrão glicosilceramida (Figura 9 linhas 

2, 3 e 4).  



47 

 

 

  Figura 9: Análise por cromatografia em camada delgada de alta resolução (HPTLC) das 

frações obtidas durante a extração e purificação de glicosilceramida de extrato lipídico de 

plasma de paciente com Gaucher. 1: esfingomielina; 2: 1,5 L glicosilceramida*; 3: 3 L 

glicosilceramida*; 4: 4,5 L glicosilceramida*; 5: extrato lipídico total de plasma de paciente DG; 

6: coluna ác. silícico, fração 98:2; 7: coluna ác. silícico, fração 9:1; 8: coluna SepPack 98:2, 

fração 3:48:47; 9: coluna SepPak 98:2, fração 60:30:4,5; 10: coluna SepPack  9:1, fração 

3:48:47; 11: coluna SepPak  9:1, fração 60:30:4,5; 12: padrões de fosfolipídios e colesterol a 

partir da origem: fosfatidilserina, esfingolmielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e 

colesterol        *  Solução de glicosilceramida 500 g/ L. 

 
Se a banda detectada nas linhas 10 e11 fosse confirmada por imunodetecção 

como glicosilceramida humana, esta metodologia poderia ser utilizada como 

diagnóstico complementar e como monitoramento do tratamento da doença de 

Gaucher. Para isso, um experimento semelhante foi realizado com plasma de 

paciente com DG e plasma de indivíduo normal (controle). A Figura 10A mostrou que 

tanto o eluato C:M:água (3:48:47) (Figura 10A-linha 4-Banda 1) quanto o  eluato 

C:M:água 60:30:4,5 (Figura 10A-linha 5-Banda 1), obtidos após o processamento do 

plasma de pacientes com DG, continham uma banda com Rf semelhante ao do 

padrão de glicosilceramida (Figura 10A-linhas 1, 2 e 3). O mesmo ocorreu com o 
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material obtido de plasma de indivíduo normal, mas com menor intensidade (Figura 

10A-linhas 6 e 7-Banda 1). A confirmação da identidade destas bandas foi realizada 

por imunorevelação usando um anticorpo primário de coelho anti-glicosilceramida 

humana, seguido de um anticorpo secundário de cabra anti-IgG de coelho, 

conjugado com peroxidase. A visualização da imunorevelação foi realizada pela 

adição de peróxido de hidrogênio e alfa-naftol tamponado (Figura 10B-banda 1). A 

banda 2 também foi imunorevelada e pode corresponder a outra GliCer com base 

esfingóide diferente. 
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FIGURA 10. Análise por cromatografia em camada delgada de alta resolução (HPTLC) dos resíduos dos eluatos 

da coluna SepPak  obtidos pelo processamento de plasma de paciente com DG sem TRE e de controle. 

Sistemas de solvente: 1º C/M/água (65:25:4) e 2º hexano/éter etílico/ácido acético (50:50:1).                            

A) Revelador: CuSO4 10%/H3PO4 8% a 150°C.  1: padrão GliCer 1,5 g; 2: padrão GliCer 0,5 g; 3: padrão 

GliCer 0,25 g; 4: eluato 3:48:47 de paciente Gaucher; 5: eluato 60:30:4,5 de paciente Gaucher; 6: eluato 3:48:47 

de controle; 7: eluato 60:30:4,5 de controle.                                                                  

B) Imunorevelação: 1: padrão GliCer 1,5 g; 2: padrão GliCer 0,5 g; 3: eluato 3:48:47 de paciente Gaucher; 4: 

eluato 60:30:4,5 de paciente Gaucher; 5: eluato 3:48:47 de controle; 6: eluato 60:30:4,5 de controle. 

 

  

Na tentativa de aperfeiçoar a obtenção de glicosilceramida somente no eluato 

C:M:água (60:30:4,5), primeiramente, aumentou-se os volumes dos sistemas de 

eluição da coluna SepPak , e posteriormente aumentou-se também a quantidade da 
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resina (50 mg para 65 mg). Os resultados continuaram sendo semelhantes ao da 

Figura 10. Portanto, decidiu-se unir os dois eluatos para obter uma maior quantidade 

de GliCer (coletados no mesmo recipiente) a partir de uma coluna de 65mg de 

SepPak . 

Com objetivo de testar a recuperação de glicosilceramida com adoção deste 

procedimento realizou-se um protocolo com 4 extratos lipídicos totais de plasma de 

um mesmo individuo normal. Este experimento está detalhado no parágrafo abaixo e 

está resumido no fluxograma da Figura 11 e documentado na Figura 12. 

  

 

FIGURA 11. Fluxograma resumido da extração e purificação de glicosilceramida de plasma individuo 

normal com e sem adição de 12 g do padrão glicosilceramida. As bandas correspondentes à 

glicosilceramida de cada uma das extrações podem ser visualizadas nas linhas abaixo de cada célula 

obtidas da Figura 12.  
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Ao primeiro destes extratos adicionou-se 12 g do padrão glicosilceramida e 

os eluato da SepPak  C:M:água (3:48:47) e C:M:água (60:30:4,5) foram coletados 

separadamente.  Ao segundo extrato lipídico, também, acrescentou-se 12 g do 

padrão glicosilceramida, entretanto os eluatos foram coletados num mesmo 

recipiente. O terceiro e quarto extratos lipídicos não receberam a adição de 

glicosilceramida e foram processados como o primeiro e segundo extratos, 

respectivamente. 

A partir da análise visual do esquema da Figura 11 e da cromatografia 

representada pela Figura 12 foi possível verificar que nos extratos onde foi 

adicionado glicosilceramida ocorreu uma significativa diferença de intensidade entre 

as bandas correspondentes a este glicoesfingolipídio (Figura 12-linhas 4, 5, 6), 

quando comparadas às mesmas sem adição do padrão (Figura 12-linhas 7, 8 e 9). 

Isto corrobora com os resultados da imunorevelação de que estas bandas 

correspondem ao glicoesfingolipídio glicosilceramida extraído de plasma (Figura 

14B).  A análise densitométrica da migração do padrão em diferentes quantidades 

(Figura 12- linhas 1, 2 e 3) revelou uma linearidade de detecção (Figura 13). Além 

disto, permitiu o cálculo do rendimento da metodologia proposta que foi de 12%. 

Numa primeira interpretação, este valor parece baixo, mas a indicação 

preponderante é que a metodologia evidencia, proporcionalmente, a banda de 

GliCer.  
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FIGURA 12. Análise por HPTLC dos resíduos obtidos durante a extração e purificação de 

glicosilceramida de plasma de indivíduo normal com e sem adição de 12 µg de GliCer. 

Sistemas de solvente: 1º C/M/água (65:25:4) e 2º hexano/éter etílico/ácido acético (50:50:1). 

Revelador: CuSO4 10%/H3PO4 8% a 150°C. 

1: padrão GliCer 0,25 g; 2: padrão GliCer 0,75 g; 3: padrão GliCer 1,5 g 4: Eluato 3:48:47 

com adição de 12 g de GliCer; 5: Eluato 60:30:4,5 com adição de 12 g de GliCer; 6: União 

dos eluatos 3:48:47 e 60:30:4,5 com adição de 12 g de GliCer; 7: Eluato 3:48:47 sem 

adição de GliCer; 8: Eluato 60:30:4,5 sem de GliCer; 9: União dos eluatos 3:48:47 e 

60:30:4,5 sem adição de GliCer. 

 

 

FIGURA 13. Curva Padrão de GliCer. A área foi obtida através de análise densitométrica dos 

cromatogramas das Figuras 10A e 12. 

 

A linearidade da quantificação de GliCer é mostrada na Figura 13 (r = 0.98). 

Esses dados foram obtidos por densitometria da concentração padrão de GliCer 
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após corrida cromatográfica. O coeficiente intra-ensaio (n=6) medido nos plasmas 

dos controles e dos pacientes com DG foi <5.3% para GliCer. O coeficiente inter-

ensaio (n=6) foi <9%.  

Os resultados acima encaminharam o estabelecimento do protocolo descrito 

em detalhes no item 3.4.4 desta tese. Resumidamente, a metodologia para a 

avaliação da GliCer foi padronizada a partir 600 µL de plasma sangüíneo. Este 

volume foi tratado, seqüencialmente, com 3 misturas de C:M em proporções 

distintas. Os 3 extratos orgânicos foram reunidos formando o extrato lipídico total. 

Este extrato foi submetido a uma coluna ácido silícico com eluições de misturas de 

solventes C:M (98:2) e A:C (9:1). O último eluato sofreu uma metanólise suave e 

posteriormente foi submetido a uma coluna de SepPak  C-18 com eluições de 

C:M:água(3:48:47) e (60:30:4,5). Estes eluatos foram reunidos, e esta mistura foi 

denominada de extrato lipídico purificado. Este, por sua vez, foi analisado por 

HPTLC, onde a banda correspondente a GliCer foi detectada por revelador químico 

(CuSO4/H3PO4) e confirmada por imunorevelação com anticorpo primário específico. 

A quantificação foi realizada por análise densitométrica do cromatograma comparada 

com quantidades conhecidas de Glicer detectadas na mesma migração. 

 

4.2.2. Quantificação de glicosilceramida em pacientes com e sem tratamento 

por reposição enzimática 

A metodologia utilizada neste trabalho permitiu extrair (C / M), purificar (coluna 

de ácido silícico, metanólise e coluna de Sep-Pack ) separar, detectar e quantificar 

(HPTLC com revelação química e densitometria) GliCer no plasma de pacientes com 

DG com e sem tratamento por TRE, bem como, GliCer de indivíduos normais (Figura 

14A - banda 1). A presença de GliCer (banda 1), no cromatograma foi confirmada 
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pela imunorevelação com anti-glicosilceramida humana (anticorpo primário), seguido 

de imunoglobulina de cabra anti-coelho (anticorpo secundário) conjugado com 

peroxidase (Figura 14B, linhas 1b e 2b). Esta banda foi detectada apenas nas 

amostras das linhas 4, 5 e 7 (Figura 14A), ou seja, nos pacientes com DG sem 

tratamento. 

Nas linhas 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 da Figura 14A observa-se outra banda (banda 

2), com velocidade de migração ligeiramente superior a da GliCer padrão (banda 1), 

com conteúdo semelhante em todas as amostras. A banda 2 também foi 

imunorevelada (Figura 14B). Esta banda, que está presente em todos os indivíduos 

analisados, poderia corresponder a outra GliCer com uma cadeia esfingóide 

diferente, como mencionado no sub-ítem anterior. 

 

 

 

FIGURA 14. Análise por HPTLC dos extratos lipídicos purificados obtidos de plasmas de pacientes 

com DG sem e com tratamento por TRE, e indivíduos normais.  

  A. Revelador: CuSO4 10% / 8% H3PO4 1:padrão GliCer 0,25 µg; 2:padrão GliCer 0,5 µg; 3:padrão 

GliCer 1,5 µg; 4, 5 e 7:pacientes com DG sem tratamento; 6 e 8:pacientes com DG com tratamento 

por TRE; 9 e 10:Indivíduos normais  

B. Imunorevelação: 1b:padrão GliCer 0,5 µg; 2b:paciente com DG sem tratamento; 3b:indivíduo 

normal. 

 

 

 1      2       3        4        5        6        7       8        9      10      1b   2b  3b  

A                                                                                           B 
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A Tabela I mostra as concentrações de GliCer obtidas por análise 

densitométrica em relação ao volume de plasma ou quantidade de proteínas da 

amostra. A concentração de GliCer expressa em unidades diferentes é 

significativamente maior (p <0,001) nos pacientes com DG que não estão recebendo 

tratamento quando comparados a pacientes com DG que estão sendo tratados com 

TRE ou quando comparados a indivíduos normais. Não há diferença significativa 

entre os níveis plasmáticos de GliCer de indivíduos normais em comparação com a 

dos pacientes com DG em tratamento. 

 

TABELA 1. Dados densitométricos da quantificação de glicosilceramida em plasma 

de pacientes com DG sem e com tratamento por TRE, comparada com indivíduos 

normais.  

Grupos  
GliCer  

(µg/600µL plasma) 

GliCer  

( mol/L plasma) 

GliCer  
(ng/mg de 
proteinas) 

Normal  
(n = 5) 

0.03 ± 0.03*  0.07 ± 0.07* 0.67 ± 0.78* 

Pacientes com 
DG sem TRE  

(n = 5) 

0.57 ± 0.24 1.59 ± 0.27 13.7 ± 1.25 

Pacientes com 
DG com TRE  

(n = 5) 

0.05 ± 0.02* 0.11 ± 0.04* 1.23 ± 0.68* 

Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n = 5). 

* Diferente estatisticamente do grupo DG sem tratamento, p<0.001 por ANOVA seguida de 

teste de Tukey. 

 

 

4.3.     Quantificação da quemoquina CCL18/PARC 

Neste estudo foi realizada a quantificação da proteína CCL18/PARC em 5 

pacientes com DG sem tratamento, em 5 pacientes com DG em TRE e em 5 

indivíduos normais.  
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 Conforme pode ser observado na Figura 15 a média na concentração de 

CCL18 nos pacientes com DG foi de 642 + 7,84 ng/mL de plasma, enquanto nos 5 

pacientes com DG em tratamento por reposição enzimática foi de  397 + 57,23  

ng/mL de plasma. Nos indivíduos normais (controles) encontramos uma média de 

23,36 + 4,13 ng/mL de plasma. 

  Após análise estatística (F = 350,34 e p< 0,0001), verificamos que os 

indivíduos com DG apresentam uma concentração de CCL18 significativamente 

maior que aquela dos controles, bem como aquela dos pacientes em tratamento.  
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FIGURA 15: Medida da CCL18/PARC (ng/mL) em plasma de pacientes com Doença de 

Gaucher sem tratamento (▲), pacientes com Doença de Gaucher em tratamento por TRE ( ) 

e indivíduos normais ( ),Valores de referência: 33 ng/mL; variação: 10-72 ng/mL. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A Doença de Gaucher é uma doença de depósito lisossômico de herança 

autossômica recessiva, que leva ao acúmulo de glicosilceramida no interior dos 

lisossomos principalmente em células do sistema retículo-endotelial. Este acúmulo 

deve-se à ausência ou deficiência da enzima lisossomal -glicosidase ácida ( -gli, D-

glicosil-N-acilesfingosina glicohidrolase, EC 3.2.1.45). Em decorrência da deficiência 

da atividade da -gli, fica prejudicada a clivagem da ligação -glicosídica do 

glicocerebrosídeo (glicosilceramida) que resulta em glicose e ceramida (Grabowski e 

Horowitz,1997).   

No presente estudo nós desenvolvemos uma metodologia capaz de extrair, 

purificar e quantificar a GliCer em amostras de plasma de indivíduos com DG 

comparando-os com amostras de indivíduos normais. Além disso, conseguimos 

comparar a quantidade de GliCer em indivíduos com DG em tratamento por TRE 

com aqueles não submetidos ao tratamento. A precisão da metodologia desenvolvida 

foi determinada pela reprodutibilidade dos experimentos.   

 

5.1.    Caracterização das amostras através das atividades das enzimas beta 

glicosidase e quitotriosidase 

Este trabalho contou com amostras de plasma de pacientes com Doença de 

Gaucher, cujo diagnóstico foi confirmado através da determinação enzimática 

leucocitária da enzima -glicosidase ( -gli). Este diagnóstico foi realizado utilizando-

se tampão-fosfato pH 5,5 e o substrato 4-metilumbeliferil-β-D-glicosídio (Peters et 

al,1976), como citado por Michelin  e colaboradores (2005).   
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Pacientes homozigotos para a DG tipo I são usualmente diagnosticados pela 

determinação da atividade enzimática, resultando em uma atividade quase nula ou 

nula da enzima β-gli (Cheng e Wang, 2008). No presente estudo, observou-se que os 

indivíduos com DG tipo I apresentaram uma diminuição na atividade da - 

glicosidase aproximadamente de 95% em leucócitos em relação à atividade média 

dos indivíduos normais (Figura 7), o que está de acordo com Michelin e 

colaboradores (2004). Beutler e Saven (1990) também já haviam observado uma 

variação na atividade desta enzima na faixa de 10% a 30% abaixo do normal em 

pacientes com Doença de Gaucher. 

Todavia os autores abaixo listados destacam que a deficiência relativa da 

atividade da β-gli, utilizando-se para essa medida substratos artificiais em leucócitos 

ou em fibroblastos cutâneos cultivados, não possui valor preditivo confiável para 

avaliar a gravidade clínica (prognóstico) e tampouco permitem distinguir os subtipos 

e variantes neurológicos e não neurológicos da DG (Basu et al., 1984; Glew et al., 

1985; Grace et al., 1993). 

Com ênfase ainda na caracterização das amostras do presente estudo 

realizamos a avaliação da atividade da enzima quitotriosidase no plasma dos 

indivíduos analisados.  

A quitotriosidase (QT), também conhecida como quitinase humana (EC 

3.2.1.14) é uma glicosil hidrolase secretada exclusivamente por macrófagos ativados, 

está usualmente presente no fígado, rins, baço, pulmão e medula óssea (Hollak et 

al., 1994; Guo et al., 1995; Korolenko et al., 2000; Aerts et al., 2008). Acredita-se 

que, por ser sintetizada por macrófagos, a QT reflete processos inflamatórios (Van 

Eijk et al., 2005), o que está de acordo com achados prévios, demonstrando uma 

elevada atividade da QT em neonatos com infecções fúngicas e bacterianas 
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(Labadaridis et al., 2005; Wajner et al, 2007; Muzzarelli, 2010). Estes mesmos 

autores destacam que apesar dos vários estudos já realizados, não se sabe ainda as 

funções da QT em seres humanos e tampouco são conhecidos os mecanismos 

exatos pelos quais a QT é produzida em alta quantidade na DG e em outras 

esfingolipidoses.  

Relativo ao aumento da atividade da QT em doenças lisossomais tem sido 

postulado que este aumento seja decorrente da ativação de macrófagos em virtude 

do acúmulo de esfingolipídios que podem gerar ceramida, a qual é considerada 

imunogênica (Ballou et al., 1996; Lee, 2009; Muzzarelli, 2010). 

No presente estudo, verificamos que nos indivíduos com DG a atividade 

plasmda QT apresentou-se muito acima da normalidade (em média 500 vezes) 

(Figura 8), como já havia sido descrito na literatura por Hollak e colaboradores 

(1994), Wajner e colaboradores (2007) e Muzzarelli (2010). 

No trabalho em discussão a caracterização dos pacientes com DG através das 

atividades enzimáticas da β-gli em leucócitos e da quitotriosidase no plasma foi 

eficiente, entretanto, convém salientar que a atividade destas enzimas ou outros 

marcadores bioquímicos não devem ser utilizados isoladamente na avaliação da 

gravidade da doença (Robinson e Glew, 1980; Giraldo et al., 2000; Cox, 2001; Aerts 

et al., 2008). 

Segundo Rodrigues e colaboradores (2004) e Aerts e colaboradores (2003), 

aproximadamente 6,5 % da população possuem deficiência na atividade da QT. 

Nestes pacientes, o uso de outro biomarcador para DG torna-se necessário. Como a 

GliCer está em concentração aumentada na DG e, conforme o tratamento vai se 

tornando eficaz, sua concentração diminui (Barton et al., 1990;  Fost et al., 2003; 

Groener et al., 2008) seu uso como biomarcador poderia ser postulado. Sendo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Muzzarelli%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Muzzarelli%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Muzzarelli%20RA%22%5BAuthor%5D
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assim, os dados obtidos na quantificação de GliCer poderiam  ser usados tanto como 

um método auxiliar no diagnóstico como um parâmetro de monitoramento do 

tratamento. 

No contexto acima, outros biomarcadores possivelmente úteis para o 

diagnóstico da DG encontram-se em investigação, como a proteína quemoquina 

CCL18/PARC (Whitfield et al., 2002; Boot et al., 2004; Chang et al., 2010).  

 

5.2.    Extração, purificação, detecção e quantificação de glicosilceramida 

A avaliação da GliCer, acumulada na doença de Gaucher, é um forte 

candidato como biomarcador bioquímico. Neste trabalho nós propomos uma 

metodologia para avaliação de GliCer, possível de ser desenvolvida em laboratórios 

clínicos, baseada na extração e purificação deste glicoesfingolipídio, a partir de 600 

L de plasma e com posterior quantificação densitométrica da banda de GliCer 

isolada por HPTLC. 

Aelson e colaboradores (2009) destacam que a extração de lipídios é uma 

determinação importante em estudos bioquímicos. Os autores salientam que existem 

diversos procedimentos para extração de lipídeos, porém todos têm em comum a 

utilização de solventes orgânicos.  Segundo Christie (1993), existe um grande 

número de procedimentos para extração lipídica, variando, por exemplo, na natureza 

dos solventes empregados, na sua proporção numa mistura, no método de 

purificação. O mesmo autor ressalta que a metodologia escolhida deverá ser a mais 

prática e a que apresentar o melhor rendimento extrativo. 

Para Schnaar (1994), outro aspecto crítico na escolha da metodologia para 

extração e detecção é a natureza do glicoesfingolipidio a ser isolado.  O autor 

salienta que por razões pragmáticas os glicoesfingolipídios podem ser classificados 
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em 4 categorias: glicoesfingolipídios neutros com poucas unidades de 

monossacarídeos – 5 ou menos; glicoesfingolipídios neutros com muitas unidades de 

monossacarídeos – 5 ou mais; glicoesfingolipídios ácidos – gangliosídeos e 

glicoesfingolipídios sulfatados. 

Descrito no trabalho de Aelson e colaboradores (2009), um dos procedimentos 

de extração mais versáteis e efetivos ainda é a metodologia de Bligh e Dyer (1959) 

que corresponde a uma versão simplificada do procedimento clássico, usando 

clorofórmio-metanol, proposto por Folch e colaboradores (1957).  

 Aelson e colaboradores (2009), Schnaar (1994) e Christie (1993) destacam 

em seus trabalhos que, apesar de algumas desvantagens, como a toxicidade dos 

solventes usados e a indesejável extração dos contaminantes não-lipídicos da fase 

orgânica, os métodos de Folch e colaboradores (1957) e Bligh e Dyer (1959) são 

largamente utilizados, tanto como propostos originalmente, quanto modificados. 

Levando isto em consideração, escolhemos basear a extração de GliCer de nossas 

amostras na utilização de clorofórmio-metanol. 

No presente trabalho obtivemos, no processo de extração de GliCer, 

resultados compatíveis com métodos já estabelecidos encontrados na literatura 

pertinente, entretanto convém salientar que utilizamos apenas 600 L de plasma, 

enquanto que os trabalhos pesquisados utilizaram um volume igual ou superior a 50 

mL de plasma. A GliCer foi extraída do plasma conforme descrito previamente por 

Doering e colaboradores (1999) com adequações necessárias ao volume de 600 L 

de plasma de cada amostra analisada. Os três sistemas de solventes, utilizando 

clorofórmio-metanol, foram eficientes para alcançarmos uma boa extração (Figura 6).  

A fim de purificar o extrato lipídico total, eliminando os lipídios neutros e os 

fosfoglicerídios para o isolamento de GliCer, procedemos as etapas de purificação de 
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acordo com a metodologia preconizada pelos autores Ullman e McCluer (1977) - 

Coluna de ácido silícico e Metanólise alcalina - e Wiliiams e McCluer (1980) - Coluna 

Sep-Pack . Os extratos lipídicos assim purificados foram analisados por HPTLC e a 

identidade da banda de GliCer foi confirmada por imunorevelação. Isto nos deu 

segurança de que estávamos realmente trabalhando com o glicolipídio de interesse 

(Figura 9 e Figura 10).  

O sistema eluente utilizado na coluna Sep-Pack  para eliminação de sais e 

compostos de baixo peso molecular obtidos na metanólise alcalina foi a mistura 

C:M:água), comumente utilizado para análise de glicolipídios neutros (Lepage, 1964). 

As proporções utilizadas neste sistema foram 3:48:47 e 60:30:4,5 (Wiliiams e 

McCluer, 1980). No primeiro sistema são eluídos íons e compostos polares de baixa 

massa molecular (palmitato, estearato, fosfato, colina, etanol-amina, etc) enquanto 

no segundo sitema são eluídos compostos menos polares de massa molecular 

superior aos do primeiro eluato (glicolipídios e esfingomielina). A Figuras 11 e 12 

demonstram que a GliCer em baixa quantidade é eluída com o sistema C:M:água 

(60:30:4,5). Entretanto, quando a quantidade de GliCer no plasma é elevada, como 

no caso de DG, parte da GliCer também é eluída no primeiro sistema (C:M:água - 

3:48:47). Por isto os dois eluatos foram reunidos, e esta mistura foi denominada de 

extrato lipídico purificado o qual foi analisado por HPTLC. A interferência dos sais na 

migração cromatográfica foi pequena e não prejudicou a revelação e quantificação 

da GliCer.  Este procedimento mostrou-se eficiente nas condições padronizadas uma 

vez que eluiu GliCer. 

Para análise por cromatografia em camada delgada de alta resolução (HPTLC), 

do extrato lipídico purificado obtido da coluna Sep-Pack , foram utilizados dois 

sistemas de solventes: o primeiro consistiu em C:M:água (65:25:4) e o segundo em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McCluer%20RH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McCluer%20RH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
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hexano / éter etílico / ácido acético (50:50:1). Estes sistemas de solventes, 

documentados na literatura por Tani-ichi e colaboradores (2005), são utilizados para 

separação cromatográfica de lipídios neutros, dentre eles GliCer. Estes sistemas de 

solventes mostraram ser eficientes uma vez que a banda correspondente a GliCer foi 

separada das demais bandas correspondentes a outros glicolipídios. A confirmação 

da identidade da banda de GliCer foi realizada por imunorevelação, usando anticorpo 

primário feito em coelho anti-glicosilceramida humana e anticorpo secundário anti-

coelho (IgG) conjugado com peroxidase obtido em cabra.  

De acordo com Morrison (1986), a diferente mobilidade cromatográfica 

observada para glicoesfingolipídios neutros está relacionada ao número de oses 

constituintes, à natureza dos ácidos graxos presentes, bem como ao tipo de álcool 

ou base aminada presente.  Neste trabalho verificamos uma mobilidade diferenciada 

na migração do padrão de GliCer no sistema eluente recomendado para lipídios 

neutros, bem como na migração das bandas correspondentes a GliCer de plasma. 

Considerando-se que foram tomadas todas as precauções no intuito de 

padronizar todos os parâmetros para o isolamento e identificação cromatográfica de 

GliCer, a qual foi ainda confirmada por imunorrevelação, sugerimos que esta 

diferença no perfil (Rf) de migração deve-se, principalmente, a diferenças na 

concentração do glicoesfingolipídio nas bandas analisadas.  

Após os ajustes na purificação de GliCer numa única fração, conforme 

observado na figura 14, associado ao estudo da linearidade da detecção e 

quantificação de GliCer (Figura 13), testamos se as condições experimentais 

estipuladas poderiam ser utilizadas como diagnóstico complementar e como 

monitoramento do tratamento da DG.  

Os resultados apresentados na Figura 14 e Tabela 1 demonstram um 
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aumento nos níveis plasmáticos de GliCer em pacientes com DG sem tratamento por 

TRE (linhas 4, 5 e 7) enquanto os níveis plasmáticos de GliCer em indivíduos 

normais (linhas 9 e 10) e em indivíduos com DG em tratamento por reposição 

enzimática (linhas 6 e 8) foram similares estatisticamente, apresentando 

comparativamente aos pacientes sem tratamento uma redução na concentração do 

glicoesfingolipídio. Todos os grupos analisados mostraram um comportamento 

semelhante ao discutido na literatura (Vance and Sweeley 1967; Ullman and McCluer 

1977; Gornati et al., 2002).  

Com a metodologia aqui proposta, nós conseguimos diferenciar indivíduos 

normais daqueles pacientes com DG submetidos ou não ao tratamento por TRE. A 

metodologia testada não necessita utilização de equipamentos especializados e 

caros e pode ser aplicada simultaneamente em um número considerável de 

amostras. Outra vantagem do nosso método quando comparado a metodologias 

mais antigas (Vance and Sweeley 1967), foi a padronização para análise de pequeno 

volume de plasma e a reprodutibilidade nos experimentos realizados. 

Alguns autores mencionam que os níveis de GliCer, em pacientes com DG, 

podem estar modificados, tanto em concentração quanto em distribuição percentual, 

como conseqüência na mobilização de GliCer entre lipoproteínas plasmáticas, 

eritrócitos e células brancas do sangue. Este fato sugere alterações nos 

componentes sangüíneos como hemácias e plaquetas modificando desta maneira o 

padrão de distribuição de glicolipídeos no plasma (Dawson et al., 1976; Van Den 

Bergh e Tager 1976; G. Dawson e Oh 1977; Wennekes, 2009). No presente trabalho, 

observamos uma concentração de GliCer no plasma de pacientes com GD sem 

tratamento em torno de 17 vezes maior do que aquela de indivíduos normais. 
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Segundo Whitfield e colaboradores (2002), pacientes com DG apresentam, 

em média, 16,3 mol/L de GliCer no plasma enquanto indivíduos normais 

apresentam 7,4 mol/L. Para Groener e colaboradores (2008) a concentração de 

GliCer em plasma de pacientes não tratados ficou em 17,5 nmol/mL, com intervalo 

de 6,5-45,5 nmol/mL, sendo que a média do grupo controle foi estabelecida em 5,9 

nmol/mL  e o intervalo de 4,0-8,6 nmol/mL. Estes valores evidenciam uma 

sobreposição entre pacientes e controles, dificultando assim a avaliação entre os 

grupos analisados. Nosso método não demonstrou sobreposição da concentração 

de GliCer entre os indivíduos normais (0 a 0,15 mol/L) e pacientes com DG sem 

tratamento (0,44 a 1,77 mol/L).  

Nossos resultados mostraram que indivíduos com DG sem TRE possuem em 

média 1,59 mol/L e indivíduos normais 0,07 mol/L de GliCer no plasma. Embora 

estes resultados sejam 10 vezes menores que aqueles encontrados por Whitfield e 

colaboradores (2002) e tendo uma recuperação de GliCer de aproximadamente 12%, 

a  metodologia aqui descrita permite a observação de uma grande diferença entre os 

grupos estudados em relação ao conteúdo de GliCer. A literatura pertinente mostra 

que existem métodos de detecção que determinam quantidades menores de GliCer 

(Groener et al., 2007; Ghauharali-van Der Vlugt et al., 2008 ). No entanto, 

ressaltamos que o método descrito no presente trabalho permitiu com a extração de  

pequeno volume de plasma (600 L) detectar diferenças entre controles e pacientes 

DG  com e sem tratamento por TRE, dados importantes que podem ser utilizados na 

comprovação do  diagnóstico bem como  parâmetro no monitoramento do tratamento 

da doença. 
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5.3. Quantificação da quemoquina CCL18/PARC 

Loetscher e colaboradores (2000) pontuam que quemoquinas são citocinas 

quimiotáticas de baixo peso molecular (7 – 12K Da) envolvidas entre outras funções 

com a migração de leucócitos durante a resposta inflamatória, a maturação de 

linfócitos, a angiogênese e o crescimento tumoral. Zlotnik e Yoshie (2000) e Gerard e 

Rollins (2001) lembram que já foram descritas mais de 50 quemoquinas humanas, 

sendo classificadas em 4 famílias com base no número e na localização dos 

resíduos de cisteína N-terminais 

As quemoquinas, de acordo com os autores acima citados, podem ainda ser 

separadas em duas categorias dependendo da forma como são expressas: 1) 

constitutivas ou, 2) induzidas. As quemoquinas constitutivas são produzidas 

normalmente em vários tecidos e recrutam leucócitos, principalmente linfócitos, para 

esses tecidos na ausência de inflamação. As quemoquinas induzidas (ou 

inflamatórias) são produzidas por várias células em resposta a estímulos 

inflamatórios e recrutam leucócitos para locais de inflamação. 

Quemoquinas atuam através de receptores trans-membranas de alta afinidade 

expostos na superfície de células circulantes. Onze receptores diferentes para 

quemoquinas CC (chamadas CCR1 a CCR11) e seis para quemoquinas CXC 

(chamadas CXCR1 a CXCR6) já foram identificados. Os receptores de quemoquinas 

possuem sítios de ligação que podem ser específicos (CCR9, CXCR6), mas, 

comumente, o mesmo receptor pode ser alvo de ligação de várias quemoquinas do 

mesmo grupo (Murphy et al., 2000). 

Segundo Murphy e colaboradores (2000) o estudo das quemoquinas tem 

mostrado uma possibilidade de utilização destas substâncias como marcadores da 

atividade inflamatória de determinada doença de forma mais específica do que os 
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marcadores atualmente utilizados, como a proteína C.  

Os autores citados abaixo sugerem que a quemoquina CCL18/PARC pode ser 

uma provável marcadora para pacientes diagnosticados com doença de Gaucher e 

de importância fundamental para o acompanhamento clínico daqueles pacientes que 

são deficientes na atividade da enzima quitotriosidase (Moran et al., 2000; Boven et 

al., 2004; Boot et al., 2004; Deegan et al., 2005; Kzhyshkowska et al., 2007; Chang et 

al., 2010). 

Os resultados experimentais obtidos com avaliação da quemoquina 

CCL18/PARC em nosso trabalho está documentado no item 4.3.  e na figura 15.  

Nossos resultados reforçam os dados encontrados pelos autores acima 

mencionados os quais, também, encontraram níveis de CCL18/PARC bastante 

elevados no plasma de pacientes com doença de Gaucher.  

 Nossos resultados referentes à análise da concentração da quemoquina 

CCL18/PARC realizada em plasma de indivíduos normais e pacientes com DG com 

e sem tratamento por TRE corrobora com o trabalho de Boot e colaboradores (2004), 

onde os valores encontrados para concentração da quemoquina em pacientes com 

DG sem tratamento  foi 29 vezes superior aos valores de indivíduos normais.  

Em nosso trabalho os pacientes com DG sem e com tratamento por TRE 

mostraram um aumento na concentração plasmática da CCL18/PARC de 28 e 17 

vezes, respectivamente, quando comparadas aos indivíduos normais. Outro dado 

importante no presente estudo foi que não ocorreu sobreposição entre os valores 

encontrados para os grupos analisados (pacientes com DG sem e com TRE e 

indivíduos normais). Esta reprodução dos resultados, comparativamente aos 

resultados de Boot e colaboradores (2004) fornecem evidência importante e reforçam 
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nossa expectativa de que esta proteína possa atuar como importante marcador para 

DG no monitoramento da intervenção terapêutica adotada.  

 

5.4. Correlação entre as avaliações realizadas neste trabalho (quitotriosidase, 

GliCer e CCL18/PARC) 

Apesar da importância já demonstrada da quitotriosidase e da possibilidade da 

utilização da CCL18/PARC no monitoramento da DG, estes marcadores precisam de 

estudos mais intensos no sentido de sua aplicabilidade na fisiopatologia da doença 

de Gaucher, uma vez que apresentam grande variabilidade nas suas habilidades 

para refletir idealmente a condição clínica da doença (Chien et al., 2010).  

A análise da quitotriosidase como marcador bioquímico esbarra, conforme 

citado anteriormente, no fato de que aproximadamente 6,5% dos pacientes 

homozigotos para DG não apresentam nenhuma atividade para esta enzima, como 

decorrência de mutação no gene da QT, situado no cromossomo 1q31-q32 (Boot et 

al., 1998; Aguilera et al.,2003).  

Após revisão criteriosa na literatura podemos sugerir no que tange a 

quemoquina CCL18/PARC, que nosso trabalho é um dos poucos relacionados à 

pesquisa desta proteína em plasma de pacientes com DG (Boot et al., 2004; van 

Breemen et al., 2006; Maire et al, 2007), sendo o único com pacientes brasileiros. 

Entretanto, conforme dados da literatura esta condição não é especifica para DG. 

Foram encontrados níveis elevados da CCL18/PARC em trabalhos realizados em 

pacientes com aterosclerose, hepatite C ativa, hipersensibilidade alérgica de contato, 

carcinoma séptico, bem como artrite reumatóide (Reape et al., 1999;   Goebeler et 

al., 2001). 
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Tendo em vista o conjunto de resultados acima descritos e levando-se em 

consideração as peculiaridades dos marcadores já estabelecidos e os que ainda 

necessitam de mais pesquisas, sugerimos que os dados obtidos na quantificação de 

GliCer de pacientes com DG poderiam  ser usados tanto como um método auxiliar no 

diagnóstico e como parâmetro de monitoramento do tratamento. 

De acordo com Meikle e colaboradores (2008) a análise de lipídios na doença 

de Gaucher pode ser utilizada para monitorar a terapia e correlacioná-la com a 

severidade da doença. Devemos salientar também que o nível elevado de GliCer em 

pacientes com DG e sua diminuição nos pacientes em tratamento por TRE reflete 

condições clínicas exclusivas desta patologia. Em nosso estudo isto também foi 

comprovado, pois indivíduos com DG em tratamento apresentaram um nível inferior 

de GliCer comparado com aqueles com DG sem tratamento. Alem disso neste 

trabalho foi possível detectar uma redução de 90% da concentração de GliCer e de 

40% na concentração de CCL18/PARC nos pacientes com DG com TRE em 

comparação com as respectivas concentrações nos paciente com DG sem 

tratamento.  

Finalmente, a metodologia estabelecida neste trabalho permitiu extrair, 

purificar, separar, detectar e quantificar glicosilceramida no plasma de pacientes com 

DG com e sem tratamento por TRE, bem como, GliCer de indivíduos normais. Tanto 

a quantificação da GliCer quanto a dosagem de CCL18/PARC permitiram identificar, 

através dos respectivos valores obtidos de plasma, os diferentes grupos de 

indivíduos analisados. Portanto, estas duas avaliações podem ser associadas às 

determinações da atividade enzimática da quitotriosidase como biomarcadores da 

DG. 
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6.  CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS: 

 

6.1. Conclusões: 

 

De acordo com os objetivos estabelecidos para este trabalho, obtivemos as 

seguintes conclusões: 

 

 

Objetivo 1: 

Medir a atividade das enzimas beta-glicosidase e quitotriosidase em plasma 

de pacientes com Doença de Gaucher sob tratamento ou não por reposição 

enzimática (TRE) e em plasma de indivíduos normais, de modo a caracterizar nossa 

amostra. 

 

Conclusões: 

1. A atividade em leucócitos da beta-glicosidase nos pacientes com DG mostrou-se 

aproximadamente 95% menor em relação à atividade média dos indivíduos normais, 

confirmando o diagnóstico inicial dos pacientes; 

 

2. A atividade da enzima quitotriosidase mostrou-se muito aumentada em plasma de 

pacientes com DG, cerca de 500 vezes, auxiliando na confirmação do diagnóstico. 
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Objetivo 2: 

Extrair, purificar e quantificar a glicosilceramida de amostras de plasma de 

pacientes com doença de Gaucher com e sem tratamento por reposição enzimática 

(TRE) e de plasma de indivíduos normais. 

 

Conclusões: 

1. Baseado na literatura estabeleceu-se um método de extração lipídica total a 

partir de um volume pequeno de plasma (600 µL) usando 3 misturas diferentes 

de clorofórmio-metanol; 

2. Utilizando uma coluna de ácido silícico, metanólise alcalina e uma Coluna Sep-

Pack  purificou-se o extrato lipídico total, eliminado lipídios neutros e 

fosfoglicerídios;  

3. A partir de uma cromatografia por HPTLC, separou-se a banda correspondente 

a  GliCer das bandas correspondentes a outros glicolipídios. A banda de GliCer 

foi detectada por revelação química e foi confirmada por imunorevelação 

usando anticorpo primário específico; 

4. Foi possível identificar-se a banda correspondente à GliCer em plasma de 

indivíduos normais e pacientes com DG submetidos ou não à TRE. A 

quantificação da GliCer foi realizada por comparação das densitometrias do 

cromatograma de cada amostra com as densitometrias de quantidades 

conhecidas de GliCer submetidas simultaneamente a HPTLC. 
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Objetivo 3: 

Comparar o conteúdo de glicosilceramida de pacientes com Doença de 

Gaucher sob tratamento por TRE com aqueles sem TRE e indivíduos normais de 

modo a verificar-se se este é um bom parâmetro na separação entre estes grupos de 

indivíduos.  

 

Conclusões: 

1. Plasma de pacientes com DG sem tratamento possuem aproximadamente 20 

vezes mais GliCer que plasma de indivíduos normais e 11 vezes mais GliCer 

que indivíduos com DG em tratamento; 

2. Plasma de pacientes com DG em tratamento não diferem na concentração de 

GliCer quando comparados com plasma de indivíduos normais;  

3. A técnica de extração, purificação e quantificação de GliCer proposta permitiu 

diferenciar os 3 grupos de indivíduos. 

 

Objetivo 4: 

 Medir e comparar a concentração de quemoquina CCL18/PARC em plasma 

de pacientes com Doença de Gaucher sob tratamento ou não por reposição 

enzimática (TRE) e em plasma de indivíduos normais. 

 

Conclusões: 

1. Os valores encontrados para concentração da quemoquina em pacientes com 

DG sem tratamento foram 28 vezes superiores aos valores de indivíduos 

normais; 
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2. A concentração de quemoquina CCL18/PARC em plasma de pacientes com DG 

em tratamento por TRE foi 17 vezes maior que aquela de indivíduos normais; 

3. A avaliação da concentração de CCL18/PARC permitiu diferenciar os 3 grupos 

de indivíduos. 

 

Objetivo 5:  

Correlacionar a avaliação da quitotriosidase, análise quantitativa da 

glicosilceramida e níveis plasmáticos da quemoquina CCL18/PARC obtidos neste 

trabalho. 

 

Conclusões:  

1. As três avaliações permitiram distinguir indivíduos normais de pacientes com DG; 

2. A concentrações plasmáticas de GliCer e CCL18/PARC podem ser associadas à 

atividade enzimática da quitotriosidase como biomarcadores da DG. 
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6.2. Perspectivas: 

 

1. Determinar outros fatores pró-inflamatórios séricos em plasma de pacientes com 

Doença de Gaucher com e sem tratamento, comparando-os com a quemoquina 

CCL18/PARC. 

 

2. Estabelecer correlações entre os resultados da analise quantitativa do 

glicocerebrosídeo e dos níveis plasmáticos da quemoquina CCL18/PARC, com o 

genótipo e as manifestações clínicas da doença; 

 

3. Estabelecer correlações entre os resultados da analise quantitativa do 

glicocerebrosídeo, da atividade da quitotriosidase e dos níveis plasmáticos da 

quemoquina CCL18/PARC em diferentes tempos de tratamento por TRE: tempo zero 

e nos tempos 3, 6, e 9 meses; 

 

4. Medir a quemoquina CCL18/PARC em plasma de pacientes com Doença de 

Niemann-Pick, uma doença lisossômica com maniofestações clínicas muito 

parecidas com a Doença de Gaucher.  
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Anexo 2 

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO 

Título da Pesquisa: 

“Comparação entre níveis de glicocerebrosídeo e de quemoquina CCL18/PARC em 

pacientes e heterozigotos para a Doença de Gaucher e indivíduos normais“. 

 

Responsáveis: Maria Viviane Gomes Müller e Janice Carneiro Coelho 

O objetivo geral deste projeto de pesquisa é o de: 

  Extrair, purificar e quantificar a glicosilceramida de amostras de plasma de pacientes 

com doença de Gaucher com e sem tratamento por reposição enzimática (TRE) e de plasma 

de indivíduos normais e após comparar o conteúdo de glicosilceramida de pacientes com 

Doença de Gaucher sob tratamento por TRE com aqueles sem TRE e indivíduos normais de 

modo a verificar-se se este é um bom parâmetro na separação entre estes grupos de 

indivíduos. 

 

O material a ser coletado consistirá de uma amostra de 10 mL de sangue, de 

indivíduos com Doença de Gaucher com e sem tratamento por terapia de reposição 

enzimática (TRE) e indivíduos normais. Desse material serão separados os leucócitos, para 

avaliação da atividade da enzima -glucosidase, e o plasma para realizar as demais 

pesquisas, que consistirão na identificação de glicosilceramida, avaliação da atividade da 

quitotriosidase e dosagem da proteína CCL18/PARC.  

 O material coletado será identificado somente com as letras iniciais dos integrantes, 

garantindo, desta forma, o sigilo em sua identificação. O material será utilizado 

exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, sendo assegurado ao paciente ou a seus 

familiares acesso necessário aos resultados alcançados. 

  

Pelo presente termo de consentimento, declaro que fui informado, de maneira clara e 

detalhada, acerca do Projeto de Pesquisa. Os pesquisadores responsáveis pelo trabalho são 

a bióloga Maria Viviane Gomes Müller e a professora Janice Carneiro Coelho (tel 51 – 

21018309). Igualmente fui informado da garantia de receber respostas ou esclarecimentos 

sobre a pesquisa a ser realizada, da liberdade de não participar do estudo e, ainda, da 

segurança, do sigilo e do caráter confidencial das informações. 

Data: 

Nome do responsável legal: 

Pesquisador responsável: 
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Quantification of Glucosylceramide in Plasma of Gaucher Disease Patients 
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Gaucher disease is a sphingolipidose that leads to an accumulation of 

glucosylceramide. The objective of this study was to develop a methodology based on the 

extraction, purification and quantification of glucosylceramide from blood plasma which 

could be used in clinical research laboratories.  It was also proposed the comparison of the 

glucosylceramide content in plasma from Gaucher disease patients submitted or not to 

enzyme replacement therapy with that from normal individuals. The glucosylceramide, 
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separated from other glycosphingolipids by high performance thin layer chromatography 

(HPTLC) was chemically developed (CuSO4 / H3PO4) and the respective band confirmed by 

immunostaining (human anti-glucosylceramide antibody / peroxidase-conjugated secondary 

antibody). The chromatogram quantification by densitometry demonstrated that the 

glucosylceramide content in Gaucher disease patients was seventeen times higher than that in 

normal individuals, and seven times higher than that in patients on enzyme replacement 

therapy.  The results obtained indicate that the methodology established can be used in 

complementary diagnosis and in the treatment monitoring of Gaucher disease patients.  

 

Uniterms: Glucosylceramide. Blood plasma analysis. Gaucher Disease. 

 

A doença de Gaucher é uma esfingolipidose caracterizada pelo acúmulo de 

glicosilceramida. O objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia baseada na 

extração, purificação e quantificação da glicosilceramida plasmática a qual possa ser usada em 

laboratórios de pesquisa clínica. Após o desenvolvimento desta metodologia, foi proposto, 

também, comparar o conteúdo de glicosilceramida presente no plasma de pacientes com doença 

de Gaucher submetidos ou não a tratamento com aquele de indivíduos normais. A 

glicosilceramida, separada de outros glicoesfingolipídios por cromatografia de camada delgada 

de alta performance (HPTLC), foi revelada quimicamente (CuSO4/H3PO4) e a respectiva banda  

foi confirmada por imunorevelação (anticorpo anti-glicosilceramida humana/anticorpo 

secundário conjudado à peroxidase). A quantificação do cromatograma por densitometria 

demonstrou que o conteúdo de glicosilceramida nos pacientes com doença de Gaucher era 17 

vezes maior que aquele de indivíduos normais e 7 vezes maior que aquele dos pacientes com 

doença de Gaucher submetidos a tratamento com terapia de reposição enzimática. Os 

resultados obtidos demonstram que a metodologia estabelecida pode ser usada como 
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diagnóstico complementar e como monitoração do tratamento de pacientes com doença de 

Gaucher. 

Unitermos: Glicosilceramida. Análise plasmática. Doença de Gaucher. 

 

INTRODUCTION 

 

Gaucher Disease (GD) is a sphingolipidosis caused by a disorder in the metabolism of 

glycosphingolipids due to a recessive autosomal mutation in the gene of the acid beta-

glucosidase (β-glu) enzyme. This defect results in the progressive storage of glucosylceramide 

(GluCer) in the cells of the mononuclear phagocyte system, which are then called Gaucher cells 

(Beutler and Grabowski 2001; de Fost et al 2003; Futerman et al 2004; Moyses 2003). Three 

different phenotypes are recognized based on the presence (types 2 and 3) or absence (type 1) 

of neurological involvement. Gaucher Disease Type 1, defined as non-neuropathic, is the most 

common, occurring in about 99% of diagnosed cases (Aerts et al 2003; Jakóbkiewicz-Banecka 

et al 2007). 

Treatment of GD is based on enzyme replacement therapy (ERT) and, more recently, on 

substrate reduction therapy (SRT) (Aerts et al 2003; Brady 2003; Jakóbkiewicz-Banecka et al 

2007). In ERT the recombinant enzyme imiglucerase replaces the defective enzyme and splits 

the accumulated glucocerebroside, while in SRT a small molecule, miglustat (N-

butyldeoxynojirimycin), inhibits the synthesis of substrates accumulated in GD. This 

guarantees that the residual activity of the mutant enzyme is sufficient to avoid the formation of 

pathological storage (Germain 2004; Hollak et al 1994; Zimran and Elstein 2003). 

The methods used to confirm the diagnosis of GD are (i) determination of the -glu 

activity and (ii) molecular characterization (Beutler and Grabowski 2001; de Fost et al 2003; 

Guo et al 1995; Wajner et al 2007). Although chitotriosidase (CT) is often used as a biomarker 

http://en.wikipedia.org/wiki/Phagocytosis
http://en.wikipedia.org/wiki/Cerebroside
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in GD, mainly in treatment monitoring, Moyses (2003) and Aerts et al (2003) state that 

elevated enzyme activity is not a condition specific to this pathology. It has been demonstrated 

that a mutation in the CT gene, consisting of a duplication of 24 base pairs in exon 10, causes a 

deficiency of CT activity in 6% of the world’s population, which invalidates its use as a 

specific biomarker (Guo et al 1995; Hollak et al 1994). In this scenario, it is clear that other 

biomarkers are necessary. 

The quantification of glucosylceramide (GluCer) accumulated in GD is a strong 

candidate as a biomarker for this pathology (Gornati et al 1998). However, it is not widely used 

in practical biochemistry because of the difficulties in the quantification methods. According to 

Groener et al (2007), the quantification of GluCer by mass spectrometry is very laborious and 

costly, and requires sophisticated equipment and specialized operators. These same authors 

suggest that GluCer could be quantified by HPLC (High performance liquid chromatography), 

but this technique also requires sophisticated and costly equipment, which is not always 

available in clinical analyses laboratories. 

 In this study, we proposed a methodology for GluCer evaluation that can be carried out 

in clinical laboratories. It is based on the extraction and purification of this glycosphingolipid 

from blood plasma, with the subsequent quantification by densitometry of the GluCer band 

separated by HPTLC. We also compared the GluCer content from plasma of GD patients 

submitted or not to ERT with that of normal individuals. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Samples 

Peripheral venal blood (5 mL) was collected from 15 individuals using heparinized 

syringes. Blood plasma was separated by centrifugation at 600 x g for 10 minutes and stored at 

http://en.wikipedia.org/wiki/Glucosylceramide
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-40  C until required. The samples of normal individuals (n = 5) came from a blood bank 

supplied by voluntary donors, while the samples of individuals with GD (n = 10) were collected 

from patients diagnosed in the Genetic Medical Service of the Hospital de Clinicas de Porto 

Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul, Brazil according to β -glucosidase activity. β-glucosidase 

activity in all GD patients was between 0 and 5 nmol/h/mg of protein (normal values are 

between 10 and 45 nmol/h/mg of protein). The study was conducted in conformity with the 

Helsinki Declaration of the World Medical Association and was approved by the Committee of 

Ethics of HCPA. All the participating individuals signed an informed consent.  

 

Methods 

 Figure 1 shows a flow-chart of the methodology used in this study. This methodology 

will be described in details below. 

 

Total Lipid Extraction 

Total lipids were extracted according to Doering et al (1999) with the modifications 

required to use plasma samples. Plasma (600 L) of each individual was sequentially treated 

with chlorophorm: methanol (C:M) mixtures in the proportions of 1:2 (1800 L), 1:1 (1200 

L) and 2:1 (1800 L), at 37ºC, for 2 hours under constant shaking. These three extracts were 

mixed and solvent mixtures evaporated. The dry residue obtained was named total lipid extract. 
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Alkaline Methanolysis 
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Pool of Extracts 
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C/M 
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C/M/H2O 
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HPTLC - Immunostaining 

Scanning 
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FIGURE 1 – Flow-chart of the methodology utilized. The details are described in the text. 
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Purification and Isolation of the GluCer 

 Silicic acid column (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA): the total lipid extract 

residue was suspended in 1 mL of chlorophorm (C) / methanol (M) (98:2) mixture and 

submitted to a silicic acid (500mg) column according to Ullman and McCluer (1977).  The 

C/M (98:2) eluate (apolar fraction) (2000 µL) was discarded. The acetone (A) / methanol (M) 

(9:1) eluate (polar fraction) (2000 µL) was evaporated and the dry residue was submitted to 

gentle alkaline methanolysis.  

Alkaline methanolysis: The dry residue of the A/M (9:1) fraction obtained from silicic 

acid column was suspended in 1 mL of a 0.6 N NaOH methanolic solution and incubated 

during 90 minutes at 37ºC, as described by Ullman and Mc Cluer (1977). This procedure 

hydrolyzes phosphoglycerolipids, but not glycosphingolipids.  

Sep-pack  with C18 cartridges column (Waters, Milford, MA, USA): The material 

obtained by alkaline methanolysis was evaporated under flowing of nitrogen gas. The residue 

was suspended in C:M (1:1) (1000 µL) and  submitted to the Sep-Pack  column (65 mg) to 

eliminated salts and low molecular mass compounds and purify glycosphingolipids (Williams 

and McCluer, 1980). Two eluates of C/M/water (3:48:47) (3000 µ L) and (60:30:4.5) (1600 

µL) were colleted from the Sep-Pack  column and stored as a pool. This purified material was 

evaporated under flowing of gas nitrogen at 37ºC and the residue analyzed by chromatography. 

Analysis by High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) 

The purified glycosphingolipid fraction was analyzed by HPTLC (Silica Gel 60 A, 20 x 

10 cm plates, Merck, Darmstadt, Germany). In order to allow the application, each residue was 

suspended in 50 µl of C/M (1:1). Two solvent systems were used, according to Tani-ichi et al 

(2005). The first consisted of C/M/water (65:25:4), and the second of hexane/ethylic 

ether/acetic acid (50:50:1). The chromatogram was visualized by spraying with 10% CuSO4 

and 8% H3PO4 in water and heating at 150°C (Doering et al 1999). GluCer (Sigma-Aldrich, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Williams%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Williams%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McCluer%20RH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
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Saint Louis, MO, USA) was used as standard. GluCer was quantified by densitometry 

scanning of the chromatogram with a CS 930 Shimadzu UV/vis densitometer. These results 

were compared with a chromatogram obtained from known quantities of GluCer, according to 

Gonarti et al (2002). We measured recoveries of GluCer by standard addition of this lipid to 

normal plasma. The amount of GluCer was a linear function of the amounts added, and the 

recovery was about 11.2%.  

The linearity of GluCer quantification is shown in Figure 2 (r = 0.98). These data were 

obtained by densitometric scanning of standard GluCer content after chromatographic running. 

The intra-assay CV (n=6) measured in control and GD plasma was <5.3% for GluCer. The 

inter-assay CV (n=6) was <9%.  
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FIGURE 2 - Linearity of the measurement of GluCer in plasma. Area was determined by 

densitometric scanning of GluCer band from chromatogram.  
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Protein quantification 

The proteins were determined from each plasma sample by the Biuret method according 

to the manufacturer’s instructions (Biuret Reagent – total proteins, Labtest, Lagoa Santa, MG, 

Brazil) and described by Gornal et al (1949).  

 

HPTLC-Immunostaining 

The confirmation of the GluCer band identity was carried out by immunostaining using 

the procedure described by Brade et al (2000) with modifications for the blocking buffer 

(Haycock 2003). The immunostaining was started by the chromatogram incubation in a 

blocking buffer (50mM Tris-HCl pH 7.4; 200 mM NaCl; 0.1% Polyvinylpyrrolidone, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA) for two hours at 24 ºC with gentle shaking. Next, the 

chromatogram was incubated with the primary antibody (human anti-glucosylceramide rabbit 

antibody) (Glyco-Tech Produktions und Handelsgesellschaft mbH, Kuelkels, Germany) diluted 

to 1:500 in a washing buffer (50mM Tris-HCl pH 7.4; 200 mM NaCl) for four hours at 24 ºC 

with gentle shaking.  

After five washings with the washing buffer, the chromatogram was incubated with 

peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin (IgG) (heavy and light chain specific, 

Dianova, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA), diluted in a washing buffer (1:1000) for two 

hours, at 24 C with gentle shaking. Next, four washings as described above were performed 

and a fifth washing was conducted with the substrate buffer (0.1 M sodium citrate, pH 4.5).  

Bound antibody was then detected by incubation of the chromatogram for 30 minutes at 

24 ºC in a substrate solution (10 mL) freshly prepared and composed of 8.33 mL of substrate 

buffer; 1.6 mL 4-chloro-1-naphthol (3 mg/mL in MeOH) and hydrogen peroxide (3.3 L in a 

30% solution) (Haycock 2003). The immunoassay results are shown in Figure 3B, lines 1b, 2b 

and 3b. 
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Statistical Analysis 

To determine significant differences between groups (p<0.05) we used the one-way 

ANOVA followed by the Tukey test, when necessary. The tests were conducted using the 

SPSS-PC version 12. 

 

RESULTS 

 

The methodology utilized in this work allowed to extract (C/M), purify (Silicic Acid 

Column, Methanolysis and Sep-Pack column), separate and detect (HPTLC with chemical 

developing) GluCer in the plasma of GD patients receiving and not receiving ERT, as well as 

GluCer of normal individuals (Figure 3A, band 1). The presence of GluCer (band 1) in the 

chromatogram was confirmed by immunostaining with human anti-glucosylceramide 

(primary antibody), followed by goat anti-rabbit immunoglobulin (secondary antibody) 

conjugated with peroxidase (Figure 3B, lines 1b and 2b). This band was detected only in the 

subjects from lines 4, 5 and 7 (Figure 3A), patients with GD without treatment.  

Figure 3A, lines 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10 shows another band (band 2) with migration 

velocity slightly higher than GluCer standard (band 1), with similar content in all samples.  

Band 2 was also immunostained (Figure 3B). This band could be another glucocerebroside 

with a different sphingoid chain that is present in all individuals. 
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FIGURE 3 - Analysis by HPTLC of the purified lipic extracts of plasmas obtained from the 

GD patients on ERT or not, and normal individuals. Band 1 (      ), band 2 (     ). 

A. Processing in CuSO4 10%/H3PO4 8% (lines 1, 2 and 3 correspond to the GluCer 

standard 0.25 g, 0.5 g and 1.5 g, respectively). Lines 4, 5 and 7 refer to patients 

with GD without treatment while lines 6 and 8 represent patients with GD on ERT. 

Lines 9 and 10 represent samples from normal individuals.  

B. Imunoprocesssing (1b standard GluCer 0.5 g; 2b GD patient without treatment and 

3b normal individual).  

 

Table I shows the GluCer concentrations (relation of GluCer content obtained by 

densitometric analysis and plasma volume or protein content). The data confirm previous 

findings, that is, the concentration of GluCer expressed in different units is significantly 

higher (p<0.001) in GD patients who are not receiving treatment when compared to normal 

individuals or to GD patients who are being treated with ERT. There is no significant 

difference between the plasmatic GluCer levels of normal individuals as compared to that of 

GD patients on treatment. 
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TABLE I - Concentration of GluCer in the plasma of GD patients with and without ERT, 

compared to normal individuals 

Groups  GluCer  

(µg/600µL plasma) 

GluCer  

( mol/L plasma) 

GluCer  

(ng/mg protein) 

Normal (n = 5) 0.03 ± 0.03*  0.07 ± 0.07* 0.67 ± 0.78* 

GD without 

treatment (n = 5) 

0.57 ± 0.24 1.59 ± 0.27 13.7 ± 1.25 

GD with ERT (n = 

5) 

0.05 ± 0.02* 0.11 ± 0.04* 1.23 ± 0.68* 

 

Results are expressed as mean ± SD (n = 5). 

* Statistically different from GD without treatment group, p<0.001 by ANOVA followed by 

Tukey test. 

 

DISCUSSION 

 

Gaucher Disease is the most common lysosomal storage disease. It is an autosomal 

recessive disorder caused by a deficiency in β-glu enzyme that leads to an accumulation of 

GluCer in the lysosomes, mainly in cells of the reticuloendothelial system. In the present 

study, we describe a methodology capable to extract, purify and quantify GluCer in plasma of 

GD patients, and we compare these results with those of normal individuals. In addition, we 

compare the quantity of GluCer of patients with GD receiving treatment with that of patients 

who are not under any form of treatment.  

The procedures described in this work are simple to apply and are economically viable 

for use in clinical analysis laboratories, where equipment required to work with different 

glycosphingolipids is not always available, like mass spectrometer, for example (Groener et al 

2007; Whitfield et al 2002) and HPLC (Ullman and McCluer 1977). The technology herein 
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tested can be applied simultaneously in a considerable number of samples. Also, our method 

is advantageous when compared with other older thin-layer approaches (Vance and Sweeley 

1967), because it was standardized for a small sample volume.  

The results presented in Figure 3 and Table I demonstrate an increased plasmatic 

GluCer levels of GD patients not receiving treatment (lines 4, 5 and 7) while the plasmatic 

GluCer levels of normal individuals (lines 9 and 10) and patients undergoing treatment by 

ERT (lines 6 and 8) are similar. All groups demonstrate the same behavior discussed in the 

literature (Gornati et al 2002; Ullman and McCluer 1977; Vance and Sweeley 1967).  

 Some authors have mentioned that the glucosylceramide levels in GD patients might 

show variations both in concentration and in distribution percentage, as a consequence of the 

mobility of GluCer between the plasmatic and erythrocyte lipoproteins and the white blood 

cells (van den Bergh and Tager 1976; G. Dawson and Oh 1977). This fact suggests that 

alterations in the components of the blood such as erythrocytes and platelets can modify the 

plasmatic distribution pattern of glycolipids. In this present paper, plasmatic GluCer levels of 

GD patients without treatment was about 17 times as high as that of normal individuals.  

 According to Whitfeld et al (2002), mean plasmatic GluCer levels of GD 

patients is 16.3 mol/L, while in normal individuals the value is 7.4 mol/L. In Groener et al 

(2008) GluCer concentration in non-treated patients was observed to vary between 6.5 and 

45.5 nmol/mL (mean = 17.5 nmol/mL), while for the control group it varied between 4.0 and 

8.6 nmol/mL (mean = 5.9 nmol/mL). 

Our results show that the mean plasmatic GluCer level is 1.31 mol/L for individuals with 

GD without ERT and 0.07 mol/L for healthy individuals. In spite of the fact that these values 

are 10 times lower than those found by Whitfeld et al (2002) and that the recovery of GluCer 

was about 11.2%, the methodology herein described afforded to observe a considerable 

difference between the groups studied. We know that there are detection methods that 
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determine smaller GluCer quantities (Groener et al 2007). Nevertheless, we emphasize that 

the method described in the present paper allowed to detect differences between controls and 

GD patients with and without ERT treatment.  

  The method developed in the present study did not reveal overlapping GluCer levels 

between healthy individuals and GD patients (0 to 0.15 µmol/L and 0.44 to 1.76 µmol/L, 

respectively). Yet, GluCer concentration overlapping was indeed observed in a study that 

resorted to mass spectrometry to compare GluCer levels between GD patients (0.2 to 54.2 

µmol/L) and healthy individuals (3.7 to 14.7 µmol/L) (Ghauharali-van der Vlugt et al 2008).  

 According to Meikle et al (2008) the lipid analysis in GD may be used to monitor the 

therapy and correlate it with the severity of the disease. This approach was corroborated by 

the findings of our study, as GD individuals on treatment showed a lower GluCer level than 

those not being treated. Although plasmatic chitotriosidase level is a good biomarker of GD, 

GD patients with deficient chitotriosidase activity have been reported in the literature (Guo et 

al, 1995). In these patients, GluCer quantification gains considerable importance. GluCer 

levels can be used both as an auxiliary diagnosis method for GD and as treatment monitoring 

parameter.  

 Our experiments with primary rabbit anti-bodies for human anti-glucosylceramide 

indicate that the bands observed in the chromatography in fact belong to GluCer (Figure 3B). 

After several repetitions of extraction, purification and quantification steps with one sample, 

the same results were obtained, demonstrating the reproducibility of the techniques.  

 

CONCLUSIONS 

 

In our study, we developed a methodology capable to extract, purify and quantify 

GluCer in plasma from GD patients, and to distinguish values considered pathological from 
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those seen as normal. Also, the technique affords to measure the reduction in the 

concentration of glucocerebroside in response to ERT. Therefore, the evaluation of GluCer 

concentration in symptomatic and asymptomatic GD patients could be used in complementary 

diagnosis and as a means of monitoring the treatment. Our method seems to be advantageous 

when we compared with older thin layer approaches used in the quantification of GluCer.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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