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RESUMO

A Doenca de Gaucher (DG) é a doenca de depdsito lisossomal mais comum. Ela é causada
pela deficiéncia da enzima lisossomal glicocerebrosidase, com acumulo de substrato nos
lisossomos de macrofagos, principalmente no figado, baco e medula éssea, podendo afetar
pulmdo, rins e sistema nervoso central. O espectro da doenga € bastante amplo, mas
classicamente sé@o reconhecidos trés tipos. A DG tipo 1 ou forma ndo neuronopatica, é a
forma mais frequente da doenca, com tratamento por terapia de reposi¢do enzimatica (TRE)
ou por terapia de reducdo do substrato (TRS). A quitotriosidase (QT), uma quitinase
humana, esta de 100 a 1.000 vezes mais elevada que o normal em pacientes com DG. A
atividade de QT diminui apds o inicio do tratamento (TRE ou TRS) e aumenta quando ele é
interrompido. Assim, sua atividade é Util para monitoramento da gravidade da doenca e
efetividade do tratamento de pacientes com DG. Entretanto, a literatura relata que
aproximadamente 6% da populacdo geral é homozigota para uma duplicacdo de 24 pb no
éxon 11 de CHIT1 (dup24) e ndo produz QT, o que torna seu uso sem valor. Outros 35% da
populacdo € heterozigota para a mutacédo e produz apenas metade da enzima ativa. Dessa
forma, para que a QT possa ser utilizada como marcador bioquimico em pacientes com DG,
€ importante que o gendtipo de CHIT1 seja conhecido. Com o objetivo de caracterizar
molecular e bioquimicamente a QT nos pacientes com DG tipo 1 em Minas Gerais, uma
amostra de 33 pacientes do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG) foi estudada, todos
ja em tratamento, e comparada com controles normais. A técnica da dosagem enzimatica foi
realizada conforme descrito por Hollak e colaboradores (1994). A genotipagem dup24 foi
realizada por PCR, conforme método proposto por Boot e colaboradores (1998) e os
polimorfismos G102S, G354R e A442V em CHIT1 foram analisados por sequenciamento do
DNA genbémico. De forma geral, a atividade de QT foi 176 vezes mais elevada nos pacientes
com DG tipo 1 do que nos individuos saudaveis. O resultado da genotipagem revelou que
23 pacientes (70%) sdo homozigotos normais (wt/wt), 7 (21%) heterozigotos (wt/mut) e 3
(9%) homozigotos para dup24 (mut/mut). Trés pacientes com DG tipo 1 apresentaram
atividade de QT muito abaixo do esperado e, por isso, foram submetidos a pesquisa de
polimorfismos em CHIT1 associados com reducado da atividade de QT. Dois pacientes com
DG tipo 1 apresentaram um polimorfismo no éxon 4 (G102S) enquanto o outro apresentou
duas alteracfes no éxon 11 (G354R e delecdo de 4pb na juncdo éxon/intron 11). Essa
pesquisa foi desenvolvida para atender a necessidade de melhor acompanhamento dos
pacientes com DG tipo 1 no HC-UFMG e seus resultados mostram a QT como marcador Util

para 82% da populacéo estudada.
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ABSTRACT

Gaucher disease (GD) is the most common lysosomal storage disease. It is caused by
deficiency of the enzyme glucocerebrosidase, with accumulation of substrate in the
lysosomes of the macrophages, mainly in the liver, spleen and bone marrow, which can
affect the lungs, kidneys and central nervous system. The spectrum of disease is broad, but
classically three types are recognized. The GD type 1 or non-neuronopathic form, is the most
common form of the disease, with possibility of treatment with enzyme replacement therapy
(ERT) or substrate reduction therapy (SRT). The chitotriosidase (ChT), a human chitinase, is
100 to 1,000 times higher than normal in patients with GD. The ChT activity decreases after
initiation of therapy (ERT or SRT) and increases when it is stopped. Thus, their activity is
useful for monitoring disease severity and effectiveness of treatment of patients with GD.
However, the literature reports that approximately 6% of the population is homozygous for a
duplication of 24 bp in exon 11 of CHIT1 (dup24) and does not produce ChT, which makes
this enzyme useless in this case. Another 35% of the population is heterozygous for the
mutation and produces only half the active enzyme. Thus, for the ChT can be used as a
biochemical marker in patients with GD, it is essential that the CHIT1 genotype is known. In
order to characterize molecular and biochemically the ChT in patients with GD type 1 in
Minas Gerais state, a sample of 33 patients from Hospital das Clinicas (HC-UFMG) was
studied, all under treatment, and compared with normal controls. The enzyme measurement
assay was implemented and standardized at the Laboratory of Inborn Errors of Metabolism
(HC-UFMG) and genotyping, performed at the Laboratory of Animal and Human Genetics
(UFMG). In general, the ChT activity was 176 times higher in patients with GD type 1 than in
healthy individuals. The result of genotyping revealed that 23 patients (70%) are
homozygous normal (wt/wt), 7 (21%) heterozygous (wt/mut) and 3 (9%) were homozygous
for dup24 (mut/mut). Three patients showed no correlation between dup24 genotype and
ChT activity and, therefore, were tested for polymorphisms in CHIT1. Of these, two showed a
polymorphism in exon 4 (G102S) while another had two polymorphisms in exon 11 (G354R
and 4 pb deletion at the junction of exon/intron 11). This research was performed due the
need for better monitoring of patients with GD type 1 in the HC-UFMG and the results show

the ChT as useful marker for 82% of this population.
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1.2 Doenca de Gaucher

A Doenca de Gaucher (DG) é a doenca de depdsito lisossomal mais comum. Ela é
causada por mutacdes que afetam o gene B-glicosidase acida (GBA), que codifica a enzima
lisossomal B-glicosidase acida ou glicocerebrosidase (GCase) (fig.1), responsavel pela

degradacéo de glicocerebrosideo em residuos de glicose e ceramida (BRADY et al., 1965).

Gangliosideo G,

l/ B-galactosidase  *GANGLIOSIDOSE Gy

Gangliosideo G2

l B-hexosaminidase A *DOENGA DE TAY-SACHS

Gangliosideo G 3

l reuraminidase ¥ STALIDOSE

Ceramidadi-hexose

J

Glicocerebrosideo

l B- glicosidase dcida  * DOENGA DE GAUCHER

Ceramida

i ceramidase ¥ DOEMNCA DE FARBER

Esfingosina + dcido
graxo

Fig. 1. Catabolismo dos esfingolipi dios e doencas associadas com deficiéncias na
degradacdo. A viarepresenta os passos do metabolismo dos esfingolipideos. Os esfingolipideos sédo
representados pelas caixas; a enzima responsavel pela etapa e a doenca associada sdo mostradas

ao lado das setas.
Fonte: modificado de Glew et al. (1985).



16

O glicocerebrosideo € um esfingolipidio derivado do catabolismo de hemacias e
leucécitos (PARKIN e BRUNNING, 1982 apud BUSSINK et al., 2006). Ele & composto pelo

aminoalcool esfingosina, acido graxo e uma molécula de glicose (BRADY, 1997) (fig.2).

A R
H p-glicosidase \ OH HO_
H o
HO -8 H20 H o | .~ R
HO o HO + o i
" o oy . H . ’ r
. | b @ OH oH—c—\ R
H B g H H H c
S E
oH—g—\ R ; i
H/\c/ glicose ceramida

H
Glicocerebrosideo

R,R'=(CH:)13-21CH3

Fig. 2: Metabolismo do glicocerebrosideo. O glicocerebrosideo é degradado, pela acdo da enzima
B-glicosidase acida, em residuos de glicose e ceramida.
Fonte: modificado de Dvir et al. (2003).

A deficiéncia da atividade de GCase causa acumulo de seu substrato nos lisossomos
de macroéfagos, principalmente no figado, baco e medula 6ssea (revisto por GUGGENBUHL
et al., 2008). Em casos mais agressivos, pode afetar pulmdo, rins e sistema nervoso central
(revisto por KRUG, 2007).

As células com acumulo de deposito lisossémico apresentam nucleo excéntrico e
aspecto de “papel amassado” devido a presenca macica de lipideos em depdsito tubular.
Tais células sdo chamadas células de Gaucher e podem ser utilizadas para diagndstico da
doenca através de sua visualizacdo em aspirados de medula e bidpsia hepatica (revisto por
BUSSINK et al., 2006 e SIDRANSKY, 2004). Embora apresentem um tamanho anormal, as
células de Gaucher ndo s&o células inertes. Elas sdo metabolicamente ativas, com
capacidade de produzir e secretar proteinas que podem conduzir 0S processos
fisiopatologicos da doenca (BUSSINK et al., 2006).

1.2.1 Classificagcéo da doenca e fisiopatologia

A DG pode ser dividida em trés tipos principais, de acordo com a auséncia ou

presenca e nivel de envolvimento neurolégico. Apesar de ser monogénica, é bastante
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complexa, resultando em uma gama muito grande de fendtipos com multiplas patologias
associadas, que ainda ndo sao totalmente entendidas (MEIKLE et al., 2008).

A DG néo-neuronopdética ou tipo 1 (MIM 230800) é a forma mais frequente da
doenca. E caracterizada clinicamente por hepatomegalia, esplenomegalia, citopenia e
lesbes Osseas. Os sintomas podem ser observados em qualquer idade, mas tipicamente
ocorrem apos a infancia e, em alguns casos, somente se manifesta na idade adulta. Nessa
forma, ndo h& sintomas neurolégicos (revisto por GOLDBLATT, 1988).

A forma neuronopética aguda ou tipo 2 (MIM 230900) € a forma mais grave da
doencga, evoluindo para Obito antes dos pacientes completarem dois anos de idade. Tal
forma é caracterizada por hepatomegalia, esplenomegalia, regressdo do desenvolvimento e
comprometimento do crescimento, devido ao acometimento neuroldgico (revisto por STONE
et al., 2000).

O tipo 3 da doenca ou forma neuronopatica crénica (MIM 231000) é responsavel por
sintomas semelhantes ao tipo 1 e pode ter envolvimento neurolégico limitado. Os pacientes
podem apresentar crises convulsivas, ataxia ou deméncia e geralmente vivem até a
segunda ou terceira década de vida (revisto por MARTINS et al., 2009).

Duas variantes raras da DG sado conhecidas. Uma delas, chamada forma letal-
perinatal, é caracterizada por hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hidropsia fetal e ictiose.
Os pacientes geralmente tém morte no Utero ou dentro de poucos dias apds 0 nascimento
(STONE et al., 1999; TAYEBI et al., 1997). A outra forma, também conhecida por forma
cardiovascular, € caracterizada por calcificagcdo das vélvulas mitral e aortica (BOHLEGA et
al., 2000). Entretanto, os pacientes podem apresentar apraxia oculomotora, opacidade
corneana e esplenomegalia leve (GEORGE et al., 2001). Por estes pacientes apresentarem
sintomas atipicos da DG e um fendtipo intermediario aos tipos 2 e 3, alguns autores
sugerem a existéncia de um continuo fenotipico nas formas neuronopéticas da doenca
(EBLAN et al., 2005; GOKER-ALPAN et al., 2003; SIDRANSKY, 2004).

O envolvimento neuroldgico nos tipos 2 e 3 da DG € alvo de muitos estudos. Alguns
deles demonstraram a presenca de altas concentracdes de glicosilesfingosina no cortex
cerebral e cerebelar de pacientes tipo 2 e 3, ndo sendo observado, portanto, em pacientes
com DG tipo 1. O aumento sugere a participacdo deste lipideo na degeneracédo do sistema
nervoso central (NILSSON et al., 1985; NILSSON e SVENNERHOLM, 1982). A composicao
dos acidos do glicocerebrosideo também foi demonstrada ser diferente entre os depdsitos
do cérebro e dos sistemas periféricos, havendo prevaléncia de &cido estearico no sistema
nervoso central e 4cido palmitico no glicocerebrosideo de tecidos periféricos. Isto implica em
diferentes origens metabdlicas ou celulares para o glicolipide, podendo ter alguma relagéo

com a patogénese da doenca (GORNATI et al., 2002).
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A fisiopatologia da doenca também néo estd completamente esclarecida. Ainda nao
se sabe como o acumulo de glicocerebrosideo nos lisossomos leva a patologia celular e se
a funcdo alterada dos macrdfagos é responsavel por todas as manifestacées patologicas
observadas nos pacientes ou se mudangas bioquimicas secundarias desencadeadas pelo
processo de deposicdo de glicocerebrosideo também desempenham algum papel no
desenvolvimento patologico (JMOUDIAK e FUTERMAN, 2005). Mizukami e colaboradores
(2002) atribuem estes fatos, em grande parte, a auséncia de modelos animais viaveis.

Parece claro que a patologia ndo é causada apenas pela carga de material lipidico
depositado no interior dos lisossomos, mas também por um processo de ativacdo de
macrofagos e consequente inflamacgao tecidual. Altos niveis de interleucina-1B, antagonista
do receptor de interleucina-1, interleucina-6, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e receptor
soltvel de interleucina-2 foram encontrados no soro de pacientes com DG (BARAK et al.,
1999). Hollak e colaboradores (1997) descreveram também altos niveis do fator estimulador
de colbnias de macrofagos, interleucina-8 e um marcador de ativacdo de macrofagos, CD14,
em amostras de soro ou plasma destes pacientes. Mizukami e co-autores (2002)
observaram gque camundongos com deficiéncia parcial de GCase apresentaram inflamacéao
multissistémica com infiltracdo celular em vérios 6rgdos. Estes estudos mostram algumas
evidéncias que reforcam a teoria de ativacdo de macrofagos e inflamacéo tecidual na DG.

Outras anormalidades bioquimicas no plasma destes pacientes sdo o aumento de
fosfatase acida 5b (TUCHMAN et al., 1956 apud ROBINSON e GLEW, 1980), enzima
conversora de angiotensina (FROISSART, 2006), hexosaminidase e lisozima. Porém, a
relacdo dessas alteracbes com a patologia da doenca ainda ndo estd elucidada. Assim,

estudos mais detalhados s@o necessérios para o total entendimento da fisiopatologia da DG.

1.2.2 Fatores genéticos e moleculares

A DG é herdada de forma autossémica recessiva causada por mutacdes que afetam
0 gene GBA, situado no cromossomo 1g21 (MIM 606463) (GINNS et al., 1985). O gene GBA
possui 11 éxons e corresponde a cerca de 7,6 kb do genoma (HOROWITZ et al., 1987 apud
ROZENBERG, 2006) (fig.3). Ap0s o0 processamento e traducdo, o gene codifica um
polipeptideo de 497 aminoacidos (TSUJI et al., 1986), contendo cinco sitios de glicosilacédo
(BERG-FUSSMAN et al., 1993) e peso molecular variando de 59 a 67 kDa nos tecidos
devido ao remodelamento glicosidico diferencial (BERGMANN e GRABOWSKI, 1989).



19

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Fig. 3: Desenho esquem é&tico do gene GBA. As caixas pretas e os niumeros de 1 a 11 representam

0s éxons. As retas representam os introns.
Fonte: modificada de Beutler et al. (1994).

O gene GBA apresenta um pseudogene nao funcional (psGBA), também localizado
no cromossomo 1. O psGBA tem 5,7 kb e esta localizado a 16 kb downstream de GBA,
apresentando, por sua vez, 96% de homologia com o gene funcional (WINFIELD et al.,
1997; ZIMRAN et al., 1990). E importante ressaltar que a presenca de psGBA pode levar &
formacdo de alelos recombinantes, principalmente por conversdo génica e erros de
recombinacdo, como crossing-over desigual. Um dos principais alelos recombinantes ja
descritos € RecNcil, que contém as mutacBes L444P, A456P e V460V (ZIMRAN et al.,
1990). A maioria dos pseudogenes jA descritos sdo transcricional e traducionalmente
inativos. Entretanto, psGBA apresenta alto nivel de transcricdo, mas, aparentemente, ndo
leva a producdo de GCase ativa (SORGE, 1990).

A maioria das muta¢fes causadoras da DG sdo mutagdes de ponto (GRACE et al.,
1994). Estas afetam principalmente os éxons 8 e 11. Entretanto, muta¢cdes de mudanca de
matriz de leitura, inser¢des, delecdes, mutagdes em sitios de splice e alelos recombinantes
contendo inimeras mutagfes j& foram descritas (BEUTLER et al.,, 1994; HRUSKA et al.,
2008; SIDRANSKY, 2004; TAYEBI et al., 2003). Tais muta¢cdes podem diminuir totalmente
ou parcialmente a atividade catalitica da enzima ou reduzir sua estabilidade (GRACE et al.,
1994).

Na populacdo de judeus Ashkenazi, onde a DG tem uma frequéncia
significativamente alta, as mutacdes mais comuns sdo N370S, 84GG, L444P e IVS2*. Entre
pacientes ndo-judeus, as mutacfes L444P e N370S séo responsaveis por cerca de 60-75%
dos casos de DG (GRABOWSKI et al., 1996). Entretanto, a maioria das mutacdes sdo raras
ou restritas a poucas familias e estdo geralmente presentes em heterozigose composta
(BUSSINK et al., 2006; GRACE et al., 1994; SIDRANSKY e GINNS, 1997). Esta condicao
dificulta a determinacdo precisa do efeito das substituicbes de aminoacidos nas
propriedades da enzima (GRACE et al., 1994). Atualmente, mais de 300 mutacdes foram
descritas para o gene GBA (MARTINS et al., 2009).

A correlacdo gendtipo-fenétipo € limitada na DG, entretanto algumas mutagfes sao
conhecidas por predispor a certos tipos da doenca. Ja é sabido que a maioria dos pacientes

gue apresentam a mutagdo N370S possui formas mais leves da doenca, pois ela parece
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conferir uma ‘protecdo’ contra as formas neuronopaticas. 1sso ocorre porque o alelo N370S
expressa quantidade de enzima suficiente para evitar as manifestacées neuroldgicas
(BEUTLER, 1992; GRACE et al., 1994; JIMOUDIAK e FUTERMAN et al., 1994; KOPRIVICA
et al., 2000). Isto sugere que esta mutacao cause mudangas relativamente menos drasticas
na estrutura e, portanto, na atividade catalitica de GCase (JMOUDIAK e FUTERMAN et al.,
1994).

Por outro lado, a mutacdo L444P, quando ndo estd em heterozigose com uma
mutacdo leve, € altamente associada com as formas mais graves da DG, nas quais as
manifestacdes neurologicas sdo comuns (GRABOWSKI et al, 1996; JMOUDIAK e
FUTERMAN et al., 1994; SIBILLE et al., 1993).

Rozenberg (2006) relata que h&d uma correlacdo entre a atividade da enzima
deficiente e os trés tipos da doenca, apesar de tais medidas ndo serem confidveis para o
prognéstico. Ha, ainda, grande sobreposicdo entre os valores obtidos para individuos
heterozigotos com aqueles de pacientes e individuos saudaveis, por isso, a atividade
enzimatica ndo deve ser utilizada para a deteccdo da heterozigose (BRADY, 1997,
RAGHAVAN et al., 1980; ROZENBERG, 2006).

Embora muitos avangos tenham sido obtidos com os estudos de correlacdo
genotipo-fendtipo para a DG, ainda existem questdes bastante controversas. Dessa forma,
utilizar o gendtipo do paciente para determinar o progndstico, necessidade de tratamento e
um aconselhamento genético preciso para a doenca ainda é um desafio (SIDRANSKY,
2004).

1.2.3 Diagnostico e tratamento

O método primeiramente utilizado no diagnéstico da DG foi a pesquisa de células de
Gaucher em bidpsias de figado e bagco ou aspirados de medula 6ssea (CHEN e WANG,
2008). Entretanto, células aparentemente similares, chamadas ‘células pseudo-Gaucher’,
podem ser observadas em outras doencas, como leucemia granulocitica crénica
(KATTLOVE et al.,, 1969), mieloma multiplo (COSTELLO et al., 2006), infeccdes por
Mycobacterium (KAHN e PHELPS 1999), dentre outras. Além de ndao ser um método
especifico, os estudos histolégicos sdo invasivos, fatos que limitam seu uso no diagndstico e
monitoramento do progresso terapéutico em pacientes com DG (GRABOWSKI et al., 1996).

Atualmente, a maioria dos pacientes é diagnosticada devido as alteragbes

hematoldgicas e hepatoesplenomegalia. Neste ultimo, o figado pode atingir um volume de
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até 10 vezes maior que o normal, enquanto o baco pode aumentar até 70 vezes
(ROZENBERG, 2006).

Diante da suspeita clinica, o diagnostico da doenga é pela medida da atividade total
de GCase em leucdcitos, fibroblastos cultivados da pele ou amostras de urina. Individuos
com DG apresentam de 10 a 30% da atividade normal dessa enzima nos leucdcitos. A
principal vantagem deste método €é que o diagndstico pode ser estabelecido
independentemente da mutagao causadora da doenca (DE FOST et al., 2003).

O diagnéstico também pode ser realizado por analises moleculares. A vantagem
desta andlise é a possibilidade de se fornecer algum progndstico da doenca, nos casos
onde a mutacdo apresenta uma correlagdo com o fenétipo conhecida. Entretanto, o grande
namero de mutacdes raras envolvidas torna a dosagem enzimatica mais acessivel (DE
FOST et al., 2003; MICHELIN et al., 2004).

O tratamento da maioria dos pacientes sintométicos com DG era realizado por
administracdo de analgésicos e transfusfes sanguineas, caracterizando um procedimento
de suporte clinico (FERREIRA et al., 2008; MARTINS et al., 2009). Em casos de citopenias
e envolvimento esplénico grave, a esplenectomia era um procedimento indicado.
Atualmente, € realizada apenas em casos de trombocitopenia grave e organomegalia nao
responsiva as outras formas de tratamento (JMOUDIAK e FUTERMAN, 2005).

A partir dos anos 90, a terapia de reposicdo enzimatica (TRE) tornou-se possivel. A
primeira TRE desenvolvida para o tratamento da DG foi realizada por meio de infusbes
regulares da enzima GCase purificada da placenta humana (GRABOWSKI et al., 1995). A
alglucerase ou Ceredase® (forma comercial da GCase placentaria), produzida pela empresa
americana Genzyme, por ser uma enzima nativa, possuia 497 aminoacidos e foi modificada
para atingir sitios receptores de manose nos macrofagos e outras células. Tal medida foi
realizada uma vez que estudos demonstraram que os macréfagos ligam-se a glicoproteinas
ou glicoconjugados sintéticos que apresentam residuos de manose, N-acetilglicosamina ou
glicose terminal em sua cadeia de oligossacarideos (STAHL et al., 1978).

O tratamento com Ceredase® levou a regressao significativa das manifestacdes
clinicas envolvidas na DG (BARTON et al., 1990; BEUTLER et al., 1991). Entretanto, seu
uso foi limitado devido a possibilidade de contaminagéo da placenta durante sua preparacao
e do numero de placentas disponiveis para a obtencdo da enzima. Estima-se que, para cada
paciente, seriam necessarias 10 a 12 toneladas de placenta ou cerca de 50.000 por ano
como fonte de material para a Ceredase® (GRABOWSKI et al., 1995).

Devido a estas limitacbes, uma nova técnica utilizando tecnologia do DNA-
recombinante foi desenvolvida para obtencdo da enzima GCase. A técnica utiliza células de
ovario de Hamster chinés (células CHO) para a producdo da enzima recombinante. A

enzima, que recebeu o nome comercial de Cerezyme® ou imiglucerase, € uma glicoproteina
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monomérica com 497 aminoacidos. A imiglucerase difere da alglucerase por apenas um
aminoacido na posi¢ao 495, onde a histidina é substituida por arginina (GENZYME, 2010). A
imiglucerase também é modificada para apresentar um residuo terminal de manose na
cadeia de oligossacarideos (GRABOWSKI et al.,, 1995). A remodelagem da cadeia de
oligossacarideos melhora o enderegcamento e a internalizacdo da enzima pelos macréfagos
(FUTERMAN e ZIMRAN, 2006 apud BRUMSHTEIN et al., 2010).

Outra forma de TRE disponivel é a velaglucerase alfa, produzida pela empresa
anglo-americana Shire. Sua producéo é feita por ativacdo génica em uma linhagem celular
humana. Esse processo de ativagdo génica envolve um evento de recombinagcdo com um
promotor que ativa o gene GBA enddgeno na linhagem celular humana selecionada. A
velaglucerase alfa € secretada como uma glicoproteina monomérica de cerca de 63 kDa
com uma sequéncia de aminoacidos idéntica a enzima nativa, também apresentando
residuos de manose-terminal (ZIMRAN et al., 2007).

A empresa israelense Pfizer também desenvolveu uma enzima recombinante para o
tratamento da DG. Esta enzima recebeu o nome de taliglucerase alfa, produzida em células
de raiz de cenoura transgénica (AVIEZER et al., 2009). A taliglucerase alfa, assim como a
imiglucerase, possui uma mutacdo no residuo 495 e, além disso, contém sete residuos de
aminoacidos adicionais na regido C-terminal e dois residuos adicionais na regido N-terminal
(BRUMSHTEIN et al., 2010).

A dose eficaz no tratamento da DG com TRE deve ser ajustada individualmente pelo
médico, de acordo com o quadro clinico e a resposta ao tratamento. A dose varia
geralmente de 15 a 60 UI/Kg de peso, aplicada via endovenosa a cada duas semanas
(MARTINS et al., 2009). Vérios estudos tém sido realizados mostrando que a TRE melhora
significativamente as manifestacdes clinicas associadas a DG e, além disso, contribui para a
qualidade de vida dos pacientes (BRUNEL-GUITTON et al., 2009; COX-BRINKMAN et al.,
2008; WEINREB et al., 2002). Entretanto, ela ndo impede a progressao das manifestacbes
neuroldgicas, por ndo ser capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica. Dessa forma,
sua aplicacdo, até o momento, esté restrita ao tratamento de pacientes com DG tipo 1 ou 3.

Por se tratar de uma terapia bastante onerosa, 0 acompanhamento da resposta ao
tratamento é de fundamental importancia para se avaliar corretamente a dose eficaz minima
da enzima para cada paciente. A medicacdo € adquirida por meio de processo centralizado
no Ministério da Saude.

Atualmente, uma nova terapia tem sido desenvolvida para o tratamento de doencas
de depdsito lisossomal. A terapia de reducéo do substrato (TRS) para a DG é baseada no
principio da reducdo da quantidade de glicocerebrosideo depositado nos lisossomos ao

invés de reposicao da enzima responsavel pela degradagéo (BECK, 2010).
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O acucar n-butildeoxingjirimicina (Zavesca® ou miglustat) tem a propriedade de inibir
a enzima ceramida glicosiltransferase, que sintetiza glicocerebrosideo. Dessa forma, a
sintese do elemento de depdsito da DG é inibida (PLATT et al.,, 1994). O tratamento é
realizado por administracéo oral da medicacéo (300mg/dia), o que elimina a necessidade de
infusdes quinzenais. A TRS é indicada para pacientes com manifestagfes clinicas de leve a
moderada da doenca, para os quais a TRE nao é indicada (BECK, 2010; WEINREB et al.,
2005). Devido ao seu pequeno tamanho, o acucar n-butildeoxinojirimicina € capaz de cruzar
a barreira hemato-encefalica e assim, apresenta potencial para o tratamento das formas
neuronopaticas da DG (ALFONSO et al., 2005).

A TRS é eficaz quando o paciente apresenta algum nivel de atividade de GCase in
vivo. Entretanto, se nenhuma hidrélise existe, a TRS ira apenas retardar o processo de
acumulo de glicocerebrosideo nos lisossomos (TYLKI-SZYMANSKA et al., 2007).

As chaperonas quimicas também sdo opcles terapéuticas que estdo sob
investigacdo para varias doencas de depdsito lisossomal, incluindo a DG. Elas recebem este
nome por serem moléculas de baixo peso molecular que mimetizam a acdo de chaperonas,
importantes moléculas envolvidas no dobramento e funcdo apropriada das proteinas
(ALFONSO et al., 2005). Elas séo capazes de estabilizar a enzima deficiente e permitir sua
transferéncia do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi e, entdo, para o
lisossomo (GUGGENBUHL et al.,, 2008). Alguns estudos mostraram que as chaperonas
guimicas aumentam a atividade residual da GCase mutada, tendo, portanto, papel
promissor no tratamento de pacientes com DG (ALFONSO et al.,, 2005; SAWKAR et al.,
2002).

Outras formas de tratamento promissoras estdo em desenvolvimento, como o
transplante de células-tronco e a terapia génica. O primeiro tem obtido sucesso em alguns
pacientes, com reversdo da deficiéncia enzimética, regressdo das visceromegalias e
melhora no quadro geral de salde. Entretanto, € um procedimento de alto risco com
complicacbes graves e geralmente ndo é recomendado para pacientes com quadros leves
da doenca (BARRANGER et al., 1997; DE FOST et al., 2003; GRABOWSKI et al., 1996).

A terapia génica, por sua vez, tem obtido alguns resultados satisfatérios. Hong e
colaboradores (2004), por exemplo, transfectaram um vetor viral contendo o cDNA da
GCase humana em fibroblastos provenientes de pacientes com DG. A atividade de GCase
nestes fibroblastos teve um aumento significativo e foi mantida por mais de 20 semanas.
Entretanto, a transfeccdo destes vetores em células hematopoiéticas tem se mostrado uma
tarefa dificil. Além disso, a expressdo constitutiva da enzima ainda ndo foi alcancada, pois,
aparentemente, as células transfectadas ndo apresentam nenhuma vantagem proliferativa
sobre as células Gaucher (HUGHES e PASTORES, 2010). Assim, a probabilidade da
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terapia génica tornar-se uma opcao terapéutica para a DG num futuro préximo ainda é muito
pequena (JMOUDIAK e FUTERMAN, 2005).

1.3 Quitotriosidase

A quitotriosidase (QT) foi descrita pela primeira vez no ano de 1994, por um grupo de
pesquisadores da Holanda (HOLLAK et al., 1994). A QT pertence a familia das quitinases,
um grupo de enzimas que apresentam capacidade de hidrolisar quitina (RENKEMA et al.,
1995). A quitina, por sua vez, € um glicopolimero de N-acetil glicosamina que faz parte da
composicao estrutural de muitas espécies, tais como fungos, nematdédeos parasitarios,
protozoarios, insetos e crustaceos (LEE et al., 2007).

Durante muitos anos se pensou que mamiferos eram incapazes de sintetizar
endoglicosaminidases que fragmentassem quitina (AGUILERA et al., 2003; RENKEMA et
al.,, 1995). Todas as quitinases deste grupo descritas até o momento nao apresentam
capacidade quitinolitica, devido a auséncia de aminoéacidos criticos em seu sitio catalitico.
Assim, a fungcdo destas enzimas ainda é desconhecida (BOOT et al., 1995; RENKEMA et
al., 1995; RENKEMA et al., 1998). A QT humana, por sua vez, € a primeira enzima com
essa capacidade descoberta em mamiferos.

A clonagem do cDNA correspondente e a identificacdo da sequéncia de aminoacidos
da regido interna e N-terminal da QT mostraram que a enzima é um anélogo humano da
familia 18 das quitinases. Essa familia também inclui quitinases presentes em organismos
ndo-mamiferos, tais como bactérias, nematoédeos, fungos, plantas e insetos. Devido a sua
capacidade quitinolitica, foi proposto que a QT humana é mais proximamente relacionada a
quitinases dessas espécies do que a aquelas ja descritas em mamiferos (BOOT et al., 1995;
RENKEMA et al., 1995).

Devido a sua descoberta relativamente recente, varios estudos foram realizados com
0 objetivo de caracterizar melhor essa enzima quanto a sua origem e funcdo. Bouzas e
colaboradores (2003) estudaram a atividade de QT em amostras de plasma, lisados de
células mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) de individuos saudaveis. Os
autores observaram que a atividade da enzima foi significativamente maior nas células PMN
do que nas demais amostras avaliadas. Além disso, alta correlacdo entre a atividade de QT
em plasma e em células PMN foi observada, sugerindo que a QT plasmética em individuos
saudaveis pode ser, pelo menos em parte, devido a secre¢do da enzima pelas células PMN

circulantes.
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Os dados acima foram corroborados pelo estudo conduzido por van Eijk e
colaboradores (2005). Eles avaliaram a atividade de QT e niveis da proteina em sangue
total, células PMN e células MN de individuos saudaveis e observaram que a principal fonte
da enzima sao as células PMN, apesar dos macrofagos também produzirem QT. Além
disso, a expressao e liberacdo de QT dos granulos ocorrem apés estimulos especificos
pelas células PMN.

Em certas condi¢cdes patoldgicas, tais como a DG, os macrofagos produzem e
secretam QT, gerando um aumento significativo nos niveis séricos da enzima. Quando
isolados do sangue periférico e cultivados ex vivo, os mondcitos sofrem diferenciacéo
espontdanea em macréfagos ativados (RENKEMA et al.,, 1997). Diante disso, Hollak e
colaboradores (1994) estudaram a producéo e secre¢cdo da enzima durante a diferenciacdo
de mondcitos em macréfagos de pacientes com DG tipo 1. Eles observaram que nos
primeiros cinco dias de cultura, a atividade de QT foi ausente. Porém, apds a diferenciacéo
morfolégica dos monécitos em macréfagos, a QT passou a ser produzida e secretada em
guantidades significantes. Estes dados foram reproduzidos um ano mais tarde, num estudo
conduzido por Boot e colaboradores (1995), os quais avaliaram a expressao do mRNA da
enzima em uma cultura de mondcitos. Os pesquisadores observaram, atraveés de analises
de Northern blot, que somente apds o sétimo dia de cultura o mRNA pdde ser detectado.

A funcdo de QT ainda ndo estd completamente entendida, mas existem dados
sugestivos do possivel papel na defesa contra patdgenos contendo quitina e na resposta
imune do hospedeiro. Choi e colaboradores (2001) estudaram a influéncia de polimorfismos
genéticos na susceptibilidade a infeccdo com Wuchereria bancrofti em populacdes
residentes de areas endémicas. Este nematddeo, um dos agentes etioldégicos da filariase
linfatica, d& origem a microfilarias que sao circundadas por uma membrana contendo quitina
em sua composic¢ao, tornando-se assim, um possivel alvo para a QT. Neste estudo, os
autores observaram que individuos homozigotos para uma duplicacdo de 24 pb (dup24) no
gene CHIT1 sdo mais susceptiveis a infeccdo com W. bancrofti do que individuos com o
gendtipo selvagem. O alelo dup24, por sua vez, codifica uma proteina inativa que,
aparentemente, tem importante consequéncia para a infeccao filarial humana.

van Eijk e colaboradores (2005) mostraram que QT foi capaz de inibir o crescimento
de Cryptococcus neoformans, causar lise do apice das hifas de Mucor rouxii e impedir a
transicdo da forma de levedura para a forma de hifa em Candida albicans. Além disso, ao
administrar QT humana recombinante em modelos de camundongos neutropénicos de
candidiase e aspergilose sistémicas, observaram que a taxa de sobrevivéncia dos animais
melhorou expressivamente. Gordon-Thomson e colaboradores (2009) também verificaram a
inibicdo do crescimento de Aspergillus niger, C. albicans e C. neoformans quando exposto a

QT humana recombinante. Além disso, camundongos modelo de criptococose mostraram
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um aumento da longevidade quando tratados com QT humana recombinante em
comparag¢ao com animais controle.

Di Luca e colaboradores (2007) estudaram o papel da QT na infeccdo de
Plasmodium falciparum no mosquito Anopheles. Eles observaram que mosquitos
alimentados com sangue de pacientes com DG ou sangue com adicdo de quitinase
comercial de P. falciparum tem a formagdo da membrana peritréfica prejudicada. Esta
membrana, composta por quitina e proteinas, entre muitas outras func¢des, impede a invaséo
de P. falciparum ao intestino do mosquito. Dessa forma, o dano causado & membrana
permite que o patégeno complete seu ciclo de vida no vetor, contribuindo assim, para a
manutencdo da malaria. Todos estes estudos reforcam a importancia da enzima na
degradacéo de quitina e consequentemente, na defesa contra patégenos.

Malaguarnera e colaboradores (2005) e Di Rosa e colaboradores (2005) estudaram,
de forma independente, o efeito de interferon gama (IFN-y), lipopolissacarideo (LPS), TNF-a
na sintese da QT por macrofagos humanos. E sabido que macrofagos tratados com IFN-y,
TNF-a e LPS apresentam capacidade citocida frente a microorganismos unicelulares. Os
pesquisadores observaram, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo
real, que macréfagos estimulados com IFN-y, LPS e TNF-a tiveram um aumento da
expressao do gene CHIT1 e da atividade da enzima. O estudo de Di Rosa e colaboradores
(2005), adicionalmente, verificou o papel da interleucina 10 (IL-10), um importante supressor
das funcgBes efetoras dos macréfagos. Eles observaram que macréfagos estimulados com
IL-10 tiveram tanto a expressao génica quanto a atividade da enzima suprimidas.

Em adicdo, Malaguarnera e colaboradores (2004) demonstraram o papel da
prolactina na expressdo génica de CHIT1 em macréfagos humanos. A prolactina, um
hormdnio secretado pela glandula pituitaria, modula a expressdo de genes cruciais para a
fungéo dos leucocitos, mostrando-se um importante fator na resposta imune. Neste estudo,
0s autores observaram que macrofagos expostos in vitro a prolactina apresentam niveis
elevados de atividade de QT e do seu mRNA.

Tais dados sugerem que a QT, além de ser um importante marcador de ativacdo de
macrofagos, pode estar envolvida na resposta imune celular, tendo, assim, papel crucial

para os hospedeiros.

1.3.1 Aspectos moleculares e genéticos

O gene da QT, CHIT1, esta localizado no cromossomo 1g31-g32 (BOOT et al., 1998;
EIBERG e DEN TANDT, 1997). Boot e colaboradores (1998) identificaram a presenca de 12
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éxons, com tamanho variando de 30 a 461 pb. Entretanto, atualmente € considerado um
gene com 13 éxons e tamanhos variando de 30 a 1.055 pb (NG_012867.1, National Center
for Biotechnology Information - NCBI, 2012).

CHIT1
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Fig. 4: Desenho esquematico do gene CHIT1. As caixas pretas representam os éxon de 1 a 13.
Fonte: NCBI (2012), NG_012867.1.

A clonagem do cDNA de CHIT1 revelou uma open reading frame (ORF) de 1.398 pb.
Tal ORF codifica uma proteina com um peptideo sinal de 21 aminoacidos, que apds ser
removido, gera uma proteina com 445 aminoacidos (BOOT et al.,, 1995; NCBI, 2012;
NP_003456.1).

A QT é heterogénea no que diz respeito a massa molecular e ponto isoelétrico (pl).
Duas isoformas da enzima sdo conhecidas em humanos, uma de 39 kDa e pl de 8,0 e outra
de 50 kDa e pl de 6,5 a 7,2. Entretanto, a sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal
das duas isoformas sdo idénticas, sugerindo que modificacbes pds-traducionais podem
contribuir para a ocorréncia de isoformas distintas de QT (RENKEMA et al., 1995;
RENKEMA et al., 1997).

A QT é inicialmente sintetizada como uma proteina de 50 kDa e, apesar de grande
parte ser secretada, uma proporcao significante é direcionada aos lisossomos, onde €&
proteoliticamente degradada a isoforma de 39 kDa. Essa isoforma apresenta atividade
catalitica, entretanto, somente a isoforma de 50 kDa é capaz de se ligar a particulas de
quitina, sugerindo que o sitio de interagcdo a quitina esta presente no dominio C-terminal de
11 kDa que é removido no processamento proteolitico de QT. Foi especulado ainda que a
presenca deste dominio na regido C-terminal da isoforma de 50 kDa aumenta a degradacao
e afinidade pelo substrato. Assim, sua presenca na isoforma de 39 kDa ndo seria
necessaria, pois ela estd em contato mais proximo com o substrato no interior dos
lisossomos (RENKEMA et al., 1997).

Assim como observado para outras quitinases, a QT humana apresenta glicosilacdo
O-linked. A heterogeneidade dos valores de pl observados para a isoforma de 50 kDa é um
exemplo da ocorréncia de modificacBes poés-traducionais. Essa diferenca foi atribuida a
graus variaveis de acido sialico nas cadeias de oligassacarideos (RENKEMA et al., 1997,
QUINTANA et al., 2006).

Uma terceira isoforma, de 40 kDa, foi descrita em alguns individuos. As células

desses individuos apresentavam, apo0s pouco tempo de cultura, pequenas quantidades




28

dessa isoforma. Essa, por sua vez, € resultante de um processo de splicing alternativo do
pré-mRNA, gerando um mRNA que codifica uma proteina de 40 kDa truncada na regido C-
terminal (RENKEMA et al., 1997). Segundo Boot e colaboradores (1998), o sitio de splicing
alternativo esta presente no éxon 12 de CHIT1. Quando este éxon é mantido no mRNA é
codificada a isoforma de 50 kDa e quando ele é removido, um stop codon prematuro é
introduzido, gerando a isoforma de 40 kDa, quase idéntica a isoforma de 39 kDa (BOOT et
al., 1998).

Ao contrario dos estudos anteriores, Quintana e colaboradores (2006), utilizando
eletroforese bidimensional, identificaram cinco isoformas de QT em plasma de pacientes
com DG tipo 1, as quais foram chamadas de QT1-QT5. Entretanto, nenhuma dessas
isoformas foi identificada no plasma de individuos controle. Os autores encontraram valores
de 52 kDa para as isoformas QT1 e QT4, 51 kDa para a isoforma QT2 e 50 kDa para as
isoformas QT3 e QT5. Os valores estimados de pl para as cinco isoformas variaram de 6 a
6,5. Os autores atribuiram que a divergéncia encontrada nos valores de pl pode ser causada
por diferentes tecnologias utilizadas para o estudo da proteina. Quanto ao peso molecular,
glicosilacdo heterogénea e deglicosilacdo espontanea no plasma podem ser responsaveis
pelas diferencas observadas. Diante desses resultados controversos, mais estudos sao
necessarios para identificar precisamente as isoformas de QT e suas diferencas
(QUINTANA et al., 2006).

Hollak e colaboradores (1994) observaram que alguns pacientes com DG e
individuos controle apresentavam completa auséncia da atividade de QT. Além disso, um
dos pais de um paciente com deficiéncia de QT também ndo apresentava atividade da
enzima, sugerindo uma natureza familiar para a deficiéncia.

Mais tarde essa deficiéncia foi caracterizada. Trata-se de uma duplicagdo de 24 pb
no éxon 11 de CHITL1 (fig. 5), resultando na ativacdo de um sitio de splicing alternativo em
3. Esse processo da origem a um mRNA mais curto com uma delecdo de 87 nucleotideos.
O mRNA curto codifica uma proteina que ndo apresenta os aminoacidos 344 a 372,
caracterizando um trecho de 29 aminoacidos, que por sua vez, sdo importantes para o
dobramento adequado da proteina (BOOT et al., 1998, FUSETTI et al., 2002). Além disso, o
residuo de triptofano na posicdo 358 (Trp-358) € altamente conservado em todas as
quitinases e parece ser importante para a conformacao da enzima durante a hidrélise do seu
substrato. Sendo assim, a delecdo desses aminoacidos leva a formacdo de uma enzima
completamente inativa (FUSETTI et al., 2002).
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t cccct ccct gcacagGIrCAGCTATCTGAAGCAGAAGGGACT GGGCCGEECCATGET
CTGGGCACTGGACTTAGATGACT TTGCCGGCT TCTCCTGCAACCAGGGECCGATACCC
CCTCATCCAGACGCTACGGCAGGAACT GAgt aagt aaggggcccagggcecagt ggt g

Fig. 5: Regido da mutacdo dup24 em CHIT1. As letras minUsculas representam os introns e as
letras mailsculas, o éxon. A regido destacada em cinza representa os 24 pb duplicados. O
nucleotideo G, destacado em vermelho, corresponde ao polimorfismo G354R (G>A, rs9943208). As
regides destacadas em amarelo correspondem aos primers forward e reverse para identificacdo de
dup24. O dinucleotideo AG, destacado em verde, representa o sitio de splicing criptico.

Fonte: NCBI (2012), NG_012867.1.

Estima-se que um em cada trés individuos de diversos grupos étnicos apresenta um
gene de QT anormal com dup24. Aproximadamente 6% da populacdo geral é homozigota
para esta mutacdo, apresentando auséncia total da atividade de QT, enquanto 33-35% da
populacdo é heterozigota para a mutacao (BOOT et al., 1998).

Um estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2010) com 122 brasileiros
voluntarios saudaveis mostrou que 59 individuos (48%) apresentaram gendétipo normal
(wt/wt), 52 individuos (43%) foram heterozigotos (wt/dup24) e 11 individuos (9%) foram
homozigotos para a mutacdo (dup24/dup24). Rodrigues e co-autores (2004) avaliaram a
frequéncia da mutacdo na populacdo portuguesa e observaram que 37% dos individuos

pesquisados foram wt/dup24 e aproximadamente 3% foram dup24/dup24 para a mutacao.

1.3.2 Quitotriosidase como marcador bioquimicodaD G

A limitada correlagdo genotipo-fenétipo na DG estimulou a busca por marcadores
bioquimicos secundarios que possam fornecer informac¢des Uteis sobre a gravidade da
doenca em cada paciente (GRACE et al., 2007). Deegan e colaboradores (2005) destacam
que para que um biomarcador seja ideal ele deve estar bastante elevado na doenca e néo
apresentar sobreposicdo dos resultados entre pacientes ndo tratados e individuos
saudaveis. Este marcador deve, ainda, refletir a gravidade da doenca e sua concentracao ou
atividade deve ser modificada em resposta ao tratamento e a clinica dos pacientes.

Neste sentido, varios marcadores bioquimicos foram utilizados para a DG, como a
fosfatase acida 5b (TUCHMAN et al., 1956 apud ROBINSON e GLEW, 1980), enzima
conversora de angiotensina (FROISSART, 2006), hexosaminidase e lisozima. Entretanto,

tais marcadores sdo pouco sensiveis e apenas moderadamente aumentados quando
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comparados com individuos saudaveis (HOLLAK et al., 2001). Entre as anormalidades
bioquimicas observadas em pacientes com DG, a mais notavel é a elevada atividade de QT.

Foi demonstrado que a atividade plasmatica de QT esté significativamente elevada
em pacientes com DG tipo 1 (HOLLAK et al., 1994). As amostras de soro ou plasma destes
pacientes apresentaram capacidade de 100 a 1.000 vezes mais elevada de hidrolisar 4-
metilumbeliferil(4-MU)-quitotriosideo, um substrato artificial da enzima (AGUILERA et al.,
2003; HOLLAK et al., 1994). Além disso, a atividade da enzima diminui apds o inicio do
tratamento (TRE ou TRS) e aumenta quando ele é interrompido. Assim, sua atividade é Uutil
para monitoramento da gravidade da doenca e efetividade do tratamento de pacientes com
DG (COX et al., 2000; HOLLAK et al., 1994; HOLLAK et al., 2001; MISTRY e ABRAHAMOV,
1997). Por ser secretada por macréfagos contendo depésito de lipideos nos lisossomos, a
QT é também utilizada para monitorar a carga de células de Gaucher nos pacientes
(BUSSINK et al., 2006).

No ano de 2004, o International Collaborative Gaucher Group (ICGG) recomendou
formalmente a inclusdo da QT como biomarcador para avaliacdo destes pacientes
(BUSSINK et al., 2009). Atualmente, é indicado que a dosagem de QT seja realizada a cada
trés ou seis meses ou quando o paciente demonstrar agravamento dos sintomas clinicos
(CABRERA-SALAZAR et al., 2004)

O conhecimento da atividade de QT permite que seja tragcado um perfil para cada
paciente, que por sua vez, pode ser utilizado pelos médicos para estabelecer um regime de
dosagem 06timo na intervencédo terapéutica. Bussink e colaboradores (2006) e Hollak e co-
autores (2001) destacam que a atividade de QT direciona o médico no inicio do tratamento e
gue uma reducdo de menos de 15% na sua atividade ap6s um ano deve ser um fator
importante para se considerar um aumento da dose da medicagdo. Os autores destacam
ainda que qualquer alteragdo da QT durante o tratamento deve alertar 0 médico para a
possibilidade de agravamento do estado de saude do paciente. O uso da QT para estes
propdsitos levou a uma melhora dos cuidados clinicos aos pacientes e reducao consideravel
dos custos associados ao tratamento (SCHOONHOVEN et al., 2007; VELLODI et al., 2005).

Apesar de estar elevada e ser utilizada para monitoramento dos pacientes, a QT nao
€ especifica para a DG. Um aumento da atividade da enzima foi registrado em varias outras
patologias, tais como Doenca de Niemann-Pick (BRINKMAN et al., 2005), gangliosidose
GM1 (MALAGUARNERA, 2006), B-talassemia (BARONE et al., 1999), sarcoidose (BOOT et
al., 2010), malaria (BARONE et al., 2003), aterosclerose (ARTIEDA et al., 2003; BOOT et
al., 1999), infec¢des fungicas e bacterianas (IYER et al., 2009; LABADARIDIS et al., 1998).
Entretanto, tais doencgas apresentam atividade de QT pouco aumentada quando comparada

com a atividade de pacientes com DG.
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O uso da QT como marcador bioquimico para DG apresenta algumas limitacdes, o
que torna sua determinacdo e interpretacdo dificultadas. Uma desvantagem envolve a
presenca de dup24 no gene CHIT1. Individuos homozigotos para esta alteracdo né&o
produzem enzima ativa e ndo podem ser monitorados quanto a sua presenca no plasma.
Por outro lado, individuos heterozigotos produzem apenas metade da enzima ativa, o que
pode levar a uma subestimacédo da gravidade da doenga (BUSSINK et al., 2009). Uma vez
que aproximadamente 6% e 35% da populacdo geral € homozigota e heterozigota para
dup24, respectivamente, a identificacdo do gendtipo de cada paciente é fundamental para a
interpretacdo da atividade de QT bem como para a interpretacdo das subsequentes
variacdes em reposta ao tratamento (GRACE et al., 2007).

Algumas outras alterac6es no gene CHIT1 também foram caracterizadas. G354R, no
éxon 11, representa uma transicdo de guanina para adenina na posicdo 1.060 do cDNA com
consequente substituicdo de glicina para arginina na posicdo 354 do polipeptideo
(c.1.060G>A; p.G354R; rs9943208). A442V, no éxon 13, representa uma transicdo de
citosina para timina na posicao 1.325 do cDNA levando a uma substituicdo de alanina para
valina na posicdo 442 do polipeptideo (c.1.325C>T; p.A442V; rs1065761). Estes dois
polimorfismos estdo associados a baixa atividade de QT (GRACE et al., 2007; LEE et al.,
2007).

Adicionalmente, Grace e colaboradores (2007) descreveram a presenca de outros
polimorfismos em CHIT1 que apresentam associagdo com a reducdo da atividade de QT,
tais como o alelo complexo E/I-10, que compreende trés mutacdes: G354R, L385L e uma
delecéo de 4 pb no intron 11; e 0 G102S (transicdo de guanina para adenina no cédon 102
do éxon 4, c.304G>A; p.G102S; rs2297950). Este ultimo apresentou uma frequéncia
relativamente alta (em torno de 30%), tanto em pacientes com DG quanto nos controles.
Embora Grace e colaboradores (2007) tenham registrado uma reducédo na atividade de QT
em amostras de individuos portadores do polimorfismo G102S, isto ndo foi observado no
estudo de Lee e colaboradores (2007), fazendo com que seu papel ainda ndo seja
completamente entendido.

Outra limitacdo acerca da dosagem enzimatica é a utilizacdo de 4-MU-quitotriosideo
como substrato para a QT. Um estudo realizado por Aguilera e colaboradores (2003)
mostrou a existéncia de aparente inibicdo do substrato, devido a atividade de
transglicosilacdo da enzima. Em concentracbes saturantes de 4-MU-quitotriosideo, a QT
ndo apenas cliva as moléculas do substrato e concomitantemente libera 4-MU fluorescente,
mas também transfere quito-oligbmeros para as moléculas de substrato. Esse processo de
transglicosilacdo resulta na formacao de 4-MU-quito-oligbmeros e prejudica a liberacao de

4-MU fluorescente. Dessa forma, quando séo utilizadas altas concentragdes dos substratos,



32

a formacdo de 4-MU fluorescente ndo é proporcional & concentracdo da enzima e sua
atividade pode ser subestimada (AGUILERA et al., 2003).

Para superar esta limitagdo, usa-se uma concentracdo subsaturante do substrato 4-
MU-quitotriosideo. Como opc¢dao, pode-se utilizar um substrato desenvolvido recentemente,
chamado 4-MU-deoxiquitobiosideo. Esse substrato é somente hidrolisado e ndo pode agir
como um aceptor na transglicosilacdo, aumentando a sensibilidade e reprodutibilidade da
técnica (AGUILERA et al., 2003).

Diante da existéncia desses substratos, Bussink e colaboradores (2009) fizeram uma
importante observacéo no que diz respeito ao polimorfismo G102S. Este polimorfismo, que
prediz uma substituicdo de glicina para serina, afeta diferencialmente a atividade de QT
dependendo do substrato utilizado na dosagem enzimética. Quando o substrato 4-MU-
quitotriosideo € utilizado, a QT contendo Serl02 apresenta reduzida eficiéncia catalitica.
Entretanto, quando o substrato 4-MU-deoxiquitobiosideo é utilizado, a eficiéncia catalitica da
enzima € normal. Dessa forma, a utilizacdo de 4-MU-quitotriosideo frente ao polimorfismo
G102S também pode levar a uma subestimacéo da atividade de QT.

O conhecimento dos gendtipos de CHIT1 ajuda na interpretacdo da atividade
enzimatica além de personalizar este biomarcador para monitoramento da gravidade da
doenca e resposta a terapia (GRACE et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004).



33

JUSTIFICATIVA
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Em 2010, estavam cadastrados 92 pacientes com DG tipo 1 para tratamento com
imiglucerase no estado de Minas Gerais. Os pacientes adquirem este medicamento junto a
Geréncia de Medicamentos Excepcionais da Superintendéncia de Assisténcia Farmacéutica
da Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais por meio de processo centralizado pelo
Ministério da Saude. Do total de pacientes, 38 fazem acompanhamento periddico no
Ambulatério de Hematologia do Hospital das Clinicas (HC-UFMG).

Segundo o Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos do
Ministério da Saude (DAF/SCTIE/MS), em 2003 o custo anual médio do tratamento com
imiglucerase de um paciente com peso de 60 kg foi de 864 mil reais. Assim, por ser a DG
doenca rara com tratamento de alto custo, estudos que possam contribuir para a melhoria
do acompanhamento e tratamento dos pacientes, além de acdes que possam diminuir 0s
gastos com a TRE séo altamente relevantes.

Os pacientes com DG tipo 1 atendidos pelo HC-UFMG néo dispunham do controle
regular da QT, jA que era necessario 0 envio das amostras para o Servico de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), tornando sua realizacdo bastante
dificultada. O desenvolvimento deste trabalho contribuiu para a implantacéo e padronizacdo
da técnica de dosagem de QT no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM/HC-
UFMG). O uso da quitotriosidase para controle de pacientes com DG tipo 1 é um exame
complementar adicional que tem levado a uma melhora dos cuidados clinicos aos pacientes
podendo até reduzir os custos associados com a terapia (SCHOONHOVEN et al., 2007).

Entretanto, pacientes portadores de dup24 em CHIT1 ndo apresentam a enzima
ativa e, portanto, ndo podem ser monitorados quanto a sua presenca no plasma. Assim, tais
pacientes, atraveés da genotipagem, serdo excluidos do controle regular da atividade de QT
como marcador bioquimico do tratamento.

Além disso, a implantacdo desta técnica abrira caminho para a implantacdo de
métodos para atividade enzimatica de outras doencas lisossomais por fluorimetria no LEIM
(HC-UFMG).



35

OBJETIVOS



36

3.1 Objetivo geral

* Avaliar o perfil bioquimico e molecular da QT em pacientes com DG tipo 1 em

acompanhamento no HC-UFMG.

3.2 Objetivos especificos

« Implantar e padronizar a técnica de dosagem da atividade de QT por fluorimetria no
LEIM (HC-UFMG);

* Realizar dosagens da atividade de QT para os pacientes com DG tipo 1;

* Genotipar os pacientes com DG tipo 1 quanto ao polimorfismo dup24 no gene CHIT1
e, quando necessario, genotipa-los quanto a presenca de polimorfismos no gene;

» Verificar a frequéncia do polimorfismo dup24 entre os pacientes com DG tipo 1;

e Comparar os resultados obtidos para os pacientes com DG com o grupo controle;

e Comparar os resultados obtidos com outros trabalhos da literatura mundial.
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais sob os numeros ETIC 625/07 e ETIC 0414.0.203.000-09.

4.1 Pacientes

O Ambulatério de Hematologia do HC-UFMG é responsavel pelo acompanhamento
de 38 pacientes com DG tipo 1. No presente estudo, o consentimento informado (apéndice

1) foi obtido de apenas 33 pacientes com DG tipo 1.

4.2 Grupo controle

O grupo controle foi formado por 33 voluntarios sadios. Todos eles assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, apéndice 2) e responderam a um
guestionario de estado de saude (apéndice 2) para afastar quaisquer condigbes patoldgicas

que pudessem influenciar os resultados obtidos.

4.3 Amostras e processamento

Foram coletados 8 mL de sangue de vaso periférico em tubos tipo vacutainer estéril
com EDTA de cada paciente com DG tipo 1. Destes, 4 mL foram centrifugados por 5
minutos a 2.000 rpm para obtencdo do plasma. Coleta de 4 mL de sangue periférico em
EDTA foi realizada nos individuos do grupo controle. O sangue foi centrifugado por 5
minutos a 2.000 rpm para obtencdo do plasma. As amostras de plasma foram mantidas
congeladas a - 20 C até a realizacao da dosagem da atividade de QT no LEIM (HC-UFMG).

A extracdo de DNA foi realizada em 4 mL de sangue periférico, conforme método
descrito por Miller e colaboradores (1988), ou kits de raspado bucal (kit BuccalAmp™ DNA
Extraction, Epicentre). As amostras de DNA foram mantidas congeladas a - 20 € até a
realizacdo dos ensaios no Laboratério de Genética Animal e Humana (LGAH) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG.
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4.4 Atividade de quitotriosidase

4.4.1 Estabelecimento de parametros para fluorimetr  ia

A técnica foi realizada por fluorimetria no Fluorimetro Hitachi F-2500. Para isso,
alguns parametros foram estabelecidos para o substrato utilizado na dosagem enzimatica de
QT, 4-MU-quitotriosideo. Os parametros foram: comprimento de onda de emisséo (EM) e
excitacdo (EX), fenda de passagem de luz (slit) de EM e EX e coeficiente de variacdo (CV)
maximo permitido no ensaio.

Para o estabelecimento do comprimento de onda de EX e EM, 10 pL de uma solucéo
contendo 0,001 mM de 4-MU (Sigma) em tampédo glicina/NaOH (0,3 M) foi utilizada para
uma varredura (scan) na faixa de 220 a 800 nm do fluorimetro Hitaschi F-2500, a fim de
detectar em quais comprimentos de onda seriam obtidos os maiores picos de EX e EM do
substrato. Para os valores dos slits de EX e EM, todas as combina¢cfes possiveis foram
testadas (2,5; 5; 10; 20 nm de EX e 2,5; 5; 10; 20 nm de EM). O CV foi escolhido baseado
em trabalhos da literatura mundial.

ApOGs o estabelecimento desses parametros, algumas amostras de pacientes com
DG tipo 1 foram enviadas para dosagem de QT ao Laboratério de Bioquimica y Biologia
Molecular y Celular da Universidade de Zaragoza (Espanha) e para o Servico de Genética
Médica do HCPA (Rede Erros Inatos do Metabolismo Brasil) para controle de qualidade

externo.

4.4.2 Dosagem da atividade de quitotriosidase em pl  asma

A dosagem da atividade de QT em plasma foi realizada no LEIM (HC-UFMG),
conforme técnica descrita por Hollak e colaboradores (1994). 5 uL de plasma diluido (1:10
ou 1:50) foi incubado com 200 pL de uma solucao contendo 0,022 mM do substrato artificial
4-MU-quitotriosideo em solugdo tampdo de citrato-fosfato (0,1/0,2M), pH 5,2, por 15
minutos, a 37 C. A reacéo foi parada pela adicdo d e 2 mL de tampéao glicina 0,3M, pH 10,6.
A formacdo de 4-MU fluorescente foi medida em fluorimetro Hitachi F-2500 com
comprimento de onda de EM: 446 nm e EX: 366 nm e slit de EM e EX de 5 nm. Todos os

testes foram realizados em duplicata, com o CV maximo permitido de 5% (CANUDAS et al.,
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2001; COMABELLA et al., 2009; VELLODI et al., 2005). A atividade de QT foi medida como

nanomols de substrato hidrolisado por mL por hora (nmol/h/mL).

4.5 Analise moleculares

Todas as analises moleculares foram realizadas no LGAH do ICB-UFMG. As
sequéncias referéncias do gene CHIT1 e respectivos mRNA e proteina foram retiradas do

banco de dados do NCBI, sob os seguintes nimeros de acesso:

NUMERO DE ACESSO
DNA NG_012867.1
mMRNA NM_003465.2
Proteina NP_003456.1

4.5.1 Duplicagéo de 24 pb em CHIT1

A analise de dup24 foi realizada através de PCR. As reacbes de PCR tiveram um
volume final de 20 uL, contendo tampdo de PCR 10x, 0,2 mM de dNTP, 0,2 mM dos
iniciadores foward (5-AGCTATCTGAAGCAGAAG-3) e reverse (5'-
GGAGAAGCCGGCAAAGTC-3) (BOOT et al., 1998), 1,25 mM de MgCl,, 0,5 U da enzima
Taq DNA Polimerase (Sigma) e 50 ng de DNA gendmico. O DNA foi desnaturado
inicialmente a 95 °C por 2 minutos e amplificado em 95 °C por 20 segundos, 56 °C por 20
segundos e 72 °C por 30 segundos, por 35 ciclos em termociclador (PxE, Thermo Scientific).
O produto da amplificacdo foi separado em gel de agarose 2%, e as bandas visualizadas
através de coloracdo com Gel Red (2 pL/100mL) ou brometo de etidio 1%. O gendtipo foi

determinado pela presenca ou auséncia das bandas tipo-selvagem (75 pb) e mutante (99
pb).
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4.5.2 Polimorfismos G102S, G354R e A442V em CHIT1

4.5.2.1 Desenho dos iniciadores

A sequéncia dos éxons 11 e 13 do gene CHIT1 foi obtida a partir do banco de dados
do NCBI (NG_012867.1). Os primers foram desenhados manualmente ou com auxilio da
ferramenta Primer3 (v.0.4.0) (ROZEN e SAKALETSKY, 2007,
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). A qualidade dos iniciadores foi testada com o auxilio do
programa NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

Na tabela 1 estdo detalhados todos os primers utilizados para a amplificacdo das

regides de interesse.

Tabela 1 — Primers utilizados para analise dos polimorfismos em CHIT1

Tamanho do Temperatura de

Primers Sequéncia (5'a 3’) Produto Anelamento Referéncia
f: ACATAGGCACTTTCACACGTC

G102S  r: AACAGCCTGGAGCAAAGCTC 380 pb 56 T Lee etal. (2007)
f: GAATCTACAGCCACTCACAGG

G354R  r: CAGGTAAGAGAGGAACAAGG 551 pb 56 T -
f: GGGGAGCCTTGGTTGAATCT

A442V r: TGAGAGCAGAAAGCCTGGATA 423 pb 56 C -

4.5.2.2 Reacao de sequenciamento

A andlise dos polimorfismos G102S, G354R e A442V em CHIT1 foi realizada por
sequenciamento (forward e reverse), utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI
3130 (Applied Biosystems).

As amostras de DNA foram amplificadas por PCR em um volume final de 40 uL,
contendo tampéo de PCR 10x, 1,5 mM de dNTP, 0,2 mM dos iniciadores foward e reverse,
2,5 mM de MgCl,, 1 U da enzima Tag DNA Polimerase (Sigma) e 100 ng de DNA genbmico.

O DNA foi desnaturado inicialmente a 95 °C por 2 minutos e amplificado em 95 °C

por 20 segundos, 56 °C por 20 segundos e 72 °C por 30 segundos, por 35 ciclos em
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termociclador (PxE, Thermo Scientific). O produto da amplificacdo foi separado em gel de
agarose 2%, e as bandas visualizadas através de coloracdo com brometo de etidio 1%.

Os produtos amplificados foram purificados utilizando um protocolo contendo
polietilenoglicol (PEG 8000 20% NacCl 2,5M). Foram adicionados 35 pL da solugcéo de PEG
ao PCR e os tubos, incubados a 37 € por 30 minutos . As amostras foram centrifugadas a
13.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante, descartado. Em seguida, foram adicionados
125 pL de etanol 80% e, apés repouso de 1 minuto, os tubos foram centrifugados a 13.000
rpm por 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante, as amostras foram colocadas em banho
seco para evaporacao do etanol residual. O pellet foi ressuspendido em 15 pL de agua Milli-
Q e colocados em banho-maria, a 37 C, por 30 minut os.

Apbés o processo de purificacdo, as amostras foram submetidas a reacdo de
sequenciamento, contendo 1 puL de BigDye Terminator v3.1 Cycle; 1 uL de tampéo de
BigDye Terminator v1.1; 2 uL de iniciadores a 0,8 pmol/uL; 1 pL de DNA genémico e agua
Milli-Q para completar o volume final de 10 uL. A reacédo foi submetida a termociclagem (MJ
96+, Biocycler) utilizando os seguintes parametros: 96 T por 1 minuto, seguido de 25 ciclos
de 96 C por 10 segundos, 50 € por 5 segundos e 60 T por 4 minutos.

Apoés a termociclagem, os produtos foram precipitados, utilizando 1 yL EDTA 125
mM, 1 yL de acetato de sodio 3 M e 25 pL de etanol absoluto. A solucdo foi agitada e
mantida a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a reacdo foi centrifugada a
6.000 rpm por 25 minutos, a 25 €. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o
precipitado, lavado com 35 pL de etanol 70% e novamente centrifugado a 4.500 rpm por 10
minutos (4 ). Em seguida, o sobrenadante foi desc artado e o precipitado, submetido a
secagem a temperatura ambiente.

O produto do sequenciamento foi ressuspendido em 10 uL de formamida e aplicado
no sequenciador de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems). A analise dos eletroferogramas

obtidos foi realizada utilizando o programa Codon Code Aligner v.3.7.1. DEMO.

4.5.2.3 Clonagem

Para confirmar a presenca de heterozigose do polimorfismo G102S, foi realizada a
clonagem do produto de PCR correspondente ao plasmideo PCR®II-TOPO® utilizando o kit
TOPO TA Cloning (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), conforme as
recomendacdes do fabricante.

A reacéo de ligacéo foi realizada com 1 pL do vetor pCR 2.1 TOPO a 50 pg/uL, 1 pyL
de solucédo salina (1,2 M de NacCl, 0,06 M de MgCl,) diluida 4x e 4 pyL do produto de PCR,
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totalizando 6 uL de reacgdo. A reacgdo de ligacéo foi realizada overnight, a 4 °C. ApGs esse
periodo, foi realizada a transformacdo das bactérias Escherichia coli eletrocompetentes
linhagem XL1 Blue (Phoneutria). Para isso, 2 uL da reacéo de ligacédo foram adicionados a
50 pL das células eletrocompetentes e deixadas em repouso por 1 minuto em banho de
gelo. As células foram, entdo, transferidas cuidadosamente para uma cubeta de
eletroporacdo e submetidas a uma voltagem de 1800 mV, corrente de 25 pF, e resisténcia
de 200 Q em eletroporador e, em seguida, foi adicionado 1 mL de meio de cultura S.O.C.
(Phoneutria). As células foram transferidas para um tubo falcon estéril de 15 mL e incubadas
por 1 hora a 37 °C.

Apbs o periodo de incubacgéo, 100 pyL da suspensao celular foi plagueada em meio
de cultura LB-adgar fundido em placa de Petri, contendo o antibiético canamicina
(Phoneutria). As placas foram incubadas overnight a 37 °C. As colénias que cresceram
foram transferidas separadamente para tubos falcon contendo 10 mL de meio LB-caldo com
canamicina e incubadas overnight a 37 °C, sob agitacao.

Apbés este periodo, as amostras foram submetidas a extracdo plasmidial por lise
alcalina. Os tubos falcon contendo as colbnias bacterianas foram centrifugados a 3.000 RCF
durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 200 pL
da solucédo | (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM de EDTA pH 8,0). As
amostras foram, entéo, transferidas para um novo tubo estéril e agitadas com auxilio de um
vortex. Em seguida, foram adicionados 300 yL de solucéo Il (0,2 N de NaOH e 1% de SDS)
e as amostras, agitadas por inversdo até a lise celular. Apés, 300 pL de solugéo Il (300 mM
de acetato de sodio e 11,5% de acido acético glacial) foram acrescentados, as amostras
agitadas lentamente e em seguida, incubadas em banho de gelo por 10 minutos.

Os tubos contendo a suspenséo foram centrifugados a 16.000 RCF por 10 minutos.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo estéril, onde foram adicionados 600 uL de
isopropanol absoluto. As amostras ficaram em repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente, e depois, novamente centrifugadas a 16.000 RCF por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado com etanol 70%. O DNA ficou em
repouso até sua secagem e apos, ressuspendido em 40 pyL de TE, contendo 10 pyg/mL de

RNAse. As amostras foram incubadas a 37 °C, por 2 horas.

4.5.2.3.1 Analise das amostras

Todas as amostras obtidas foram submetidas a PCR para confirmagéo da presenca

do inserto, conforme descrito no item 4.5.2.2. As amostras contendo o0 inserto foram



submetidas ao sequenciamento, contendo 0,5 pL de BigDye Terminator v3.1 Cycle; 1,5 pL
de tampé&o de BigDye Terminator v1.1; 2 pL de iniciadores a 0,8 pmol/uL; 300 ng de DNA
gendmico e 4gua Milli-Q para completar o volume final de 10 pL. A reacéo foi submetida a
termociclagem (MJ 96+, Biocycler) utilizando os seguintes parametros: 96 C por 2 minutos,
seguido de 44 ciclos de 96 T por 30 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 € por 4
minutos. Apds a reacdo, as amostras foram precipitadas utilizando EDTA 125 mM, acetato
de sodio 3 M e etanol absoluto.

O produto do sequenciamento foi ressuspendido em 10 uL de formamida e aplicado
no sequenciador de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems). A analise dos eletroferogramas

obtidos foi realizada utilizando o programa Codon Code Aligner v.3.7.1. DEMO.

4.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS v.14.0. Os resultados
sdo apresentados como mediana e intervalo de variacdo (minimo e méaximo). Quatro
pacientes com DG tipo 1 e trés voluntarios saudaveis ndo apresentaram atividade de QT
detectavel e, por isso, foram excluidos das andlises estatisticas (Canudas et al., 2001). O
teste ndo-paramétrico de Friedman foi realizado para avaliar diferencas entre as atividades
de QT obtidas nos diferentes laboratorios. O teste de Mann-Whitney foi usado para avaliar
diferencas na atividade de QT entre os pacientes com DG tipo 1 e o grupo controle e entre
pacientes e grupo controle agrupados por genétipo de dup24. O mesmo teste foi utilizado
para verificar o efeito do género na atividade enzimética. As relagfes entre atividade de QT
e idade foram testadas pelo coeficiente de correlagdo de Spearman. O teste do qui-
gquadrado foi realizado para avaliar diferencas na frequéncia do genétipo de dup24 entre os
géneros nos pacientes com DG tipo 1. Em todos os testes, o nivel de significAncia adotado
foi p<0,05.
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RESULTADOS



Intensidade de fluorescéncia
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5.1 Atividade de quitotriosidase

5.1.1 Estabelecimento de parametros para fluorimetr  ia

O método mais utilizado para a dosagem da atividade de QT em plasma foi descrito
no ano de 1994 por Hollak e colaboradores. Ele é baseado na hidréolise de um substrato
especifico, 4-MU-quitotriosideo, pela acdo da QT presente no plasma. Esta reacéo resulta
na formacdo de uma molécula fluorescente, 4-MU, que por sua vez, é quantificada em um
fluorimetro. Para uma medida confiavel da atividade da enzima, o estabelecimento dos
parametros fluorimétricos € um processo critico (CAl et al, 2007).

O trabalho de Hollak e colaboradores (1994), entretanto, ndo descreve como 0S
parametros utilizados foram selecionados para a otimizacdo do experimento. Por isso, varios
comprimentos de onda foram propostos para a dosagem de QT (CAl et al., 2007; GUO et
al., 1995; HOLLAK et al., 1994; KURT et al., 2007; SCHOONHOVEN et al., 2007). Diante
disso, sentimos necessidade de padronizar nossa técnica de forma a obter os parametros
mais adequados para a dosagem e resultados confiaveis.

Para o estabelecimento dos comprimentos de onda de EX e EM, foi realizada uma
varredura na faixa de 220 a 800 nm do fluorimetro Hitachi F-2500. O comprimento de onda
de EX méximo foi obtido em 362 nm, enquanto o comprimento de onda de EM méaximo foi
em 450 nm (fig.6 A e B).
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Fig. 6: Resultado do scan para estabelecimento dos comprimen tos de onda de EX e EM.

Os picos mostram a EX (A) e EM (B) méaxima obtida para o 4-MU.
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Para os nossos ensaios, os comprimentos de onda de EX e EM adotados foram 366
e 446 nm, respectivamente. Esses parametros foram escolhidos de forma a minimizar
possiveis erros no ensaio, uma vez que 0 pico maximo é muito instavel, podendo gerar
bastante variabilidade entre as amostras.

Para o estabelecimento do slit, todas as possiveis combinagfes do fluorimetro foram
testadas. Como a atividade de QT é esperada estar bastante elevada em pacientes com DG
tipo 1, padronizamos um valor intermediario do slit (5 nm para EX e EM), permitindo que
altos niveis de fluorescéncia pudessem ser obtidos sem, no entanto, aumentar o fator de
diluicdo das amostras.

O CV méximo permitido entre as duplicatas foi de 5%, o que torna o ensaio
altamente reproduzivel (CANUDAS et al., 2001; COMABELLA et al., 2009; VELLODI et al.,
2005).

Apés o estabelecimento de todos os parametros fluorimétricos necessarios,
encaminhamos 4 amostras de plasma de pacientes com DG tipo 1 para o Laboratério de
Bioguimica y Biologia Celular y Molecular (Universidade de Zaragoza, Espanha), um centro
de referéncia para o diagnostico de doencas lisossomais na Espanha, e para o Servico de
Genética Médica do HCPA, um centro de referéncia brasileiro para o diagndéstico de
doencas lisossomais. A tabela 2 mostra os resultados da atividade de QT obtida nos

diversos laboratérios.

Tabela 2 - Atividade de QT nos diferentes laboratdrios

ATIVIDADE DE QT *
PACIENTES LEIM (HC-UFMG) ESPANHA HCPA

Al 5.032 5.127 8.129
A2 19.179 12.679 27.489
A3 2.356 2.113 1.977
Ad 5.092 6.268 4.169

* em nmols/h/mL

Para verificar se houve alguma diferenca estatistica entre os resultados obtidos nos
diferentes laboratorios, o teste de Friedman foi realizado. Nenhuma diferenca

estatisticamente significante foi observada (p = 1,0).
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ABSTRACT

Chitotriosidase (ChT) is a human chitinase secreted by activated macrophages and its
activity is used in therapeutic monitoring of Gaucher disease (GD), the most common
lysosomal storage disease. About 6% of the population is homozygous for a duplication of 24
bp in exon 11 of the CHIT1 gene (dup24), which is the main polymorphism that results in
absence of ChT. As ChT enzyme activity can be used as a biomarker in GD, it is important to
know the CHIT1 genotype of each patient. In this study, ChT activity and CHIT1 genotype
were evaluated in 33 GD type 1 patients under treatment in the state of Minas Gerais, Brazil,
and compared to healthy controls. As expected, the enzyme activity was found to be higher
in GD type 1 patients than in healthy subjects. Four patients had no ChT activity. Their
genotype revealed three patients (9%) homozygous for dup24 allele and one patient with two
polymorphisms in exon 11: G354R and a 4 bp deletion at the exon-intron 11 boundary
(9.16993_16996delGAGT), the later described for the first time in literature. Two other
patients with lower ChT activity presented a polymorphism in exon 4 (¢.304G>A, p.G102S),
without dup24 allele. In conclusion, this study demonstrated that ChT activity can be used for

therapeutic monitoring in 82% of GD patients of the state of Minas Gerais, Brazil.

Synopsis: Biochemical and molecular chitotriosidase profiles in Brazilian patients of Minas
Gerais state, affected by Gaucher disease type 1, including the discovery of a new mutation

in CHIT1 gene, are reported.
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INTRODUCTION

Gaucher disease (GD; MIM 230800), the most prevalent of the sphingolipid storage
disorders, is caused by a genetic defect that leads to glucocerebrosidase (B-glucosidade)
deficiency (EC 3.2.1.45) and progressive accumulation of its substrate, glucocerebroside, in
cells of monocyte/macrophage origin (Brady et al 1965; Beutler and Grabowski 1995). Most
patients present progressive visceral enlargement and gradual replacement of the bone
marrow with lipid-laden macrophages, haematological abnormalities, and structural skeletal
changes. Progressive neurologic deterioration develops in a minority (Beutler and Grabowski

1995).

Patients with GD type 1 are commonly treated by enzyme replacement therapy (ERT) with
imiglucerase, only produced by Genzyme Corporation (Cambridge, MA, UK), a high-cost
treatment provided by the Brazilian Ministry of Health. The parameter most frequently
employed to monitor effectiveness of this therapeutic intervention is the activity of
chitotriosidase (ChT) (Cox et al 2000, Hollak et al 1994, Hollak et al 2001, Mistry and
Abrahamov 1997), a chitinase encoded by the chitotriosidase gene (CHIT1; MIM 600031).
The CHIT1 gene is currently known to possess 13 exons with sizes ranging from 30 to 1055
bp (NG_012867.1, National Center for Biotechnology Information, 2012;

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/1118).

The enzyme is synthesized by activated macrophages and is usually highly increased in
serum from GD type 1 patients (Froissart 2006, Hollak et al 1994). However, monitoring
therapeutic response by measuring plasma ChT activity has a pitfall: the complete absence
of enzymatic activity in approximately 6% of individuals (Boot et al 1998). This observation
can be explained by the homozygozity for a duplication of 24 bp in exon 11 of the CHIT1
gene (dup24, rs3831317) preventing formation of active enzyme (Boot et al 1998). However,

dup24, the main mutation described, is not the only one with implications for diagnosis and
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therapeutic monitoring of patients. Some polymorphisms, such as G102S (c.304G>A,
p.G102S, rs2297950), G354R (c.1060G>A, p.G354R, rs9943208) and A442V (c.1325C>T,
p.A442V, rs1065761) have been associated with reduced ChT activity (Bussink et al 2009,

Grace et al 2007, Lee et al 2007).

The relative scarceness of data regarding the incidence of GD in Brazil, the evidence that, as
a group, Brazilian patients may have a more aggressive form of the disease (Sobreira et al
2007), and the high cost of ERT to the public health budget prompted us to study the
biochemical and molecular ChT profiles in an effort to assess treatment efficacy. Indeed, in
2007, about 500 patients with GD type 1 were treated in Brazil with 177,280 bottles of ERT
being purchased at a cost of over US$ 125 million (Souza et al 2010). The effective dose of
imiglucerase is individually adjusted according to the clinical status and treatment response
of the patient. The dose ranges from 15 to 60 U/kg and is supplied every two weeks (Martins
et al 2009). For this purpose we correlated the measure of plasma ChT activity with CHIT1
genotypes of GD type 1 patients from the Hospital das Clinicas of the Universidade Federal
de Minas Gerais (HC-UFMG), and compared with healthy controls. Ultimately we reasoned
that such studies could be valuable for the monitoring of ERT effectiveness and help
physicians to devise the best treatment protocol strategies which would represent a more
adequate use of treatment resources and improvement of therapy results for patients. We
found that 9% of the patients analyzed (P1, P2 and P3) presented null or low ChT activity

levels in spite of homozygous or heterozygous for the dup24 wild type allele.

MATERIALS AND METHODS

Samples

Seventeen female and 16 male GD type 1 patients under treatment (32 in ERT with

imiglucerase and one in substrate reduction therapy - SRT) at the reference center in HC-
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UFMG participated of this study. The median age of the patients was 27 years (range: 5-62
years) and the median treatment time was 11 years (range: 1-14 years). All patients had
diagnosis confirmed by measurement of glucocerebrosidase activity in leukocytes (Beutler
and Kuhl 1970) or cultured fibroblasts (Beutler et al 1971). The control group consisted of 33
healthy volunteers of which 18 were females and 15 were males. The median age of the

control group was 24 years (range: 8-52 years).

Ethics

The study was approved by the Ethics in Research Committee of Universidade Federal de
Minas Gerais, under the numbers ETIC 625/07 and ETIC 0414.0.203.000-09, and informed

consent was obtained from all participants.

CHIT1 genotyping

Samples of 4 mL of peripheral blood were collected from GD type 1 patients in tubes
containing EDTA and immediately subjected to DNA extraction according to the method
described by Miller and coworkers (1988). DNA samples from 33 healthy controls were
collected using buccal swabs and extracted with the BuccalAmp™ DNA Extraction Kit
(Epicentre, Madison, WI, USA). The DNA samples were stored at -20 T until molecular

analysis.

Genotyping for dup24 in CHIT1 gene was performed by PCR using specific primers (ChTF:
AGCTATCTGAAGCAGAAG and ChTR: GGAGAAGCCGGCAAAGTC) as previously
described (Boot et al 1998). The 20 pL reaction contained 1x PCR Buffer (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA), 0.2 mM dNTPs, 0.2 mM of each primer, 1.25 mM MgCl,, 0.5 U Taq
polymerase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) and 50 ng of DNA template. The DNA

was denatured at 95 € for 2 min, and amplification was performed by 35 cycles at 95 T for



55

20 s, 56 € for 20 s and 72 € for 30 s. The amplif ied fragments were separated by
electrophoresis on a 2% agarose gel and visualized by ethidium bromide staining.
Genotypes were determined by the presence or absence of wild type (75 bp) and/or mutant

(99 bp) bands.

The three patients (P1, P2, and P3) who presented null or low levels of ChT activity in spite
of being homozygous or heterozygous for the dup24 wild type allele were screened for three
polymorphisms in CHIT1 that correlate with reduced ChT activity: G102S, G354R and A442V
(Bussink et al 2009, Grace et al 2007, Lee et al 2007). PCR amplification of the regions
containing the polymorphisms G102S (exon 4), G354R (exon 11) and A442V (exon 13) was
performed using specific primers detailed in Table 1. The 40 pL reaction contained 1x PCR
Buffer (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), 1.5 mM dNTPs, 0.2 mM of each primer, 2.5
mM MgCl,, 1 U Taq polymerase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) and 100 ng of DNA
template. The DNA was denatured at 95 T for 2 min, and amplification was performed by 35
cycles at 95 € for 20 s, 56 T for 20 s and 72 € for 30 s. The amplified fragments were
separated by electrophoresis on a 2% agarose gel and visualized by ethidium bromide

staining.

Fragments were purified from the agarose gel using the Promega Wizard® SV Gel and PCR
Clean-up System kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA) as recommended by the
manufacturer. The purified samples were sequenced (forward and reverse direction) in the
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), using the
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA,
USA) as recommended by the manufacturer. Sequences were analyzed and aligned to the
reference sequence of CHIT1 gene NG_012867.1 using the CodonCode Aligner software

(http://www.codoncode.com/ aligner/).



56

To confirm heterozygosity for the G102S polymorphism in patient P2, the fragment
containing the possible alteration was cloned. Cloning was performed on PCR®II-TOPO®
plasmid using the TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

as recommended by the manufacturer.

Plasma ChT activity

Plasma was obtained by centrifugation from peripheral venous blood collected in EDTA and
stored at - 20 C until enzymatic analysis at the L aboratory of Inborn Errors of Metabolism of
HC-UFMG. The measurement of the ChT activity was performed as previously described by
Hollak and coworkers (1994). Briefly, 5 pL of diluted plasma was incubated with 200 yL of a
solution containing 0.022 mM of the artificial substrate 4-methylumbelliferyl-B-D-N-N'"-N"-
triacetylchitotrioside (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) in citrate-phosphate buffer
(0.2/0.2 M) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), pH 5.2, for 15 minutes at 37 C. The
reaction was interrupted by adding 2 mL of 0.3 M glycine buffer (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA), pH 10.6. The fluorescent 4-MU was measured with a spectrofluorometer
Hitachi F-2500 (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan), excitation (EX) at
366 nm and emission (EM) at 446 nm. The slit width was 5 nm, both EM and EX. The
coefficient of variation (CV) between duplicates was 5%, which makes the test highly
reproducible (Canudas et al 2001, Comabella et al 2009, Vellodi et al 2005). ChT activity was

expressed in nanomols of hydrolyzed substrate per hour per mL (nmol/h/mL).

Statistical analysis

Analyses were performed using the statistical software package SPSS 14.0. Results are
presented as median and range (minimum and maximum). Four GD type 1 patients and
three healthy controls showed no detectable ChT activity and therefore were excluded from

further statistical analysis (Canudas et al 2001). The non-parametric Mann-Whitney test was
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used in order to evaluate differences in ChT activity between GD type 1 patients and
controls, and also among patients and control individuals grouped by genotype. The same
test was used to verify the effect of gender on enzyme activity. The relations between ChT
activity and age were tested by the Spearman correlation. Chi-square test was used to
evaluate differences in frequency of dup24 genotype between genders in GD type 1 patients.

In all tests, the level of significance was set at p<0.05.

RESULTS

Of the 33 GD type 1 patients, 23 (70%), seven (21%) and three (9%) were, respectively, wild
type (wt/wt), heterozygous (wt/dup24) and homozygous (dup24/dup24) mutants for the allele
dup24 (Figure 1). Among healthy controls, 15 (45.5%), 15 (45.5%) and three (9%) showed,
respectively, wt/wt, wt/dup24 and dup24/dup24 genotypes. The frequency of the wt and
dup24 alleles among patients was 0.803 and 0.197, respectively, and 0.682 and 0.318 in the

control group. The genotype distribution was in Hardy-Weinberg equilibrium.

As expected, plasma ChT activity was 176 times higher in 29 treated patients with GD type 1
(median: 5092, range: 115-29284 nmol/h/mL) than in control group (median: 29, range: 7-68
nmol/h/mL; p<0.0001) (Table 2). Patients with wt/wt genotype (median: 6011, range: 115-
29284 nmol/h/mL) showed ChT activity 194 times higher than healthy controls with the same
genotype (median: 31, range: 17-68 nmol/h/mL; p<0.0001). Patients with the genotype
wt/dup24 (median: 2496 nmol/h/mL, range: 652-4417 nmol/h/mL) showed ChT activity 119
times higher than healthy wt/dup24 controls (median: 21, range: 7-52 nmol/h/mL; p<0.0001)
(Table 2). GD type 1 patients and controls with the genotype dup24/dup24 presented no ChT
activity. Considering GD type 1 patients with different genotypes, the ChT activity was about
twice lower in patients with the genotype wt/dup24 when compared to patients with the wt/wt

genotype (p<0.05).
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No correlation was observed between ChT activity and age in both populations (p>0.05). No
relationship was noted between gender and ChT activity (p>0.05) or gender and distribution

of dup24 genotype (p>0.05) in GD type 1 patients.

Two homozygous (P1 and P2) and one heterozygous (P3) patients for the dup24 wild type
allele showed lower ChT activity levels than the average reported in their group (Figure 1).
Consequently, they were screened for three polymorphisms that have been shown to reduce
ChT enzyme activity. We found that patient P1 (ChT activity of 115 nmol/h/mL) was
homozygous for the polymorphism G102S, which is a guanine to adenine transition at
position 304 of the cDNA (c.304G>A). Patient P2 (ChT activity of 206 nmol/h/mL) was
heterozygous for the same polymorphism. Cloning confirmed the heterozygosity in this
patient. Patient P3 (null ChT activity) presented two alterations in exon 11. This patient was
found to be heterozygous for the polymorphism G354R, which is a guanine to adenine
transition at position 1060 of the cDNA (c.1060G>A) and for a 4-base deletion in exon-intron
11 boundary (9.16993 16996delGAGT; rs143439055) (Figure 2). This is the first report on

this deletion to date.

None of the patients evaluated presented the polymorphism A442V, which is a cytosine to

thymine transition at the position 1325 of the cDNA (c.1325C>T).

DISCUSSION

To achieve a better monitoring of GD type 1 patients and correlate ChT activity with

treatment efficacy we measured the enzyme levels and correlated them with the CHIT1

genotype of each of the 33 GD type 1 patients under treatment.

Our results showed that the ChT activity was higher in most GD type 1 patients analyzed

than in the healthy controls, which is in accordance with previous studies (Hollak et al 1994,
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Ries et al 2006, Wajner et al 2004, Wajner et al 2007). Wajner and colleagues (2004 and
2007) reported that the ChT activity was around 600-fold greater in untreated GD patients of
Brazilian origin than in healthy individuals. In the present study, GD type 1 patients also
showed an elevation in the levels of enzyme activity, however it was only 176 times higher.
The divergence may be explained by the fact that all patients in our study were under
treatment, whereas patients reported by Wajner and colleagues were receiving no treatment.
We observed that ChT activity in GD type 1 patients homozygous wild-type was
approximately twice higher than in heterozygous patients. This result is in accordance with
Schoonhoven and co-authors (2007), and can be explained by the presence of the null allele

dup24, which does not produce active enzyme (Boot et al 1998).

The causes for this activity increase are not yet established. Some studies suggest that in
GD type 1 patients the accumulation of the immunogenic components in macrophages, such
as ceramide and sphingolipids, causes cellular activation and consequently ChT secretion,
which may mediate the immune response involved (Ballou et al 1996, van Eijk et al 2005).
Increased ChT activity was also recorded in several other diseases, such as Niemann-Pick
(Brinkman et al 2005), GM1 gangliosidosis (Malaguarnera 2003), B-thalassemia (Barone et
al 1999), sarcoidosis (Boot et al 2010), malaria (Barone et al 2003), atherosclerosis (Artieda
et al 2003, Boot et al 1999), and fungal and bacterial infections (lyer et al 2009, Labadaridis
et al 1998). The role of ChT enzyme is unclear, but a possible role in defense against chitin-
containing pathogens and host immune response has been suggested (Choi et al 2001, Di
Luca et al 2007, Di Rosa et al 2005, Gordon-Thomson et al 2009, Malaguarnera et al 2005,

van Eijk et al 2005).

It is estimated that approximately 6% and 33-35% of the general population is homozygous
and heterozygous for the mutation dup24, respectively (Boot et al 1998). In our study, we
found that 9% and 21% of GD type 1 patients present the genotypes dup24/dup24 and

wt/dup24, respectively. Among healthy controls, 9% were dup24/dup24, and 45.5% were
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wt/dup24. The deviations observed can be attributed to the not large enough number of
evaluated samples, and also to selection bias, since among GD type 1 patients there were 6
families, and 12 related individuals. The Hardy-Weinberg test revealed that the frequency of
dup24 genotypes in GD type 1 patients and healthy controls is in equilibrium. However, the p
value observed for the group of GD type 1 patients was p=0.06, which is very close to the
level of significance cut-off. This may also be due to the number of patients genotyped and/or

selection bias.

Genotyping of polymorphisms in the CHIT1 gene for three patients (P1, P2 and P3) who
presented divergent correlation between dup24 genotype and ChT activity revealed that
patients P1 and P2 were, respectively, homozygous and heterozygous for G102S
polymorphism. Grace and co-workers (2007) showed, using 4-MU-chitotrioside as substrate,
that recombinant expressed G102S ChT had only 23% residual activity in relation to the wild-
type ChT. On the other hand, Lee and colleagues (2007) analyzing GD type 1 patients noted
that this polymorphism was not associated with reduced enzyme activity. Bussink and co-
authors (2009) reported that G102S affects differentially the ChT activity depending on the
substrate used for enzyme measurement: when the substrate 4-MU-chitotrioside was used,
the mutated ChT containing Ser102 showed reduced catalytic efficiency; whereas normal
catalytic efficiency of the enzyme containing Ser102 was observed when the substrate 4-MU-
deoxychitobioside (Aguilera et al 2003) was used. In the present study, we used the
substrate 4-MU-chitotrioside, and this may explain the low enzyme activity observed.
Furthermore, the mentioned authors reported a considerable overlap of results and a
relatively high frequency of the G102S allele in different ethnic groups. Thus, we cannot
exclude the possibility that GD type 1 patients that were not genotyped do not present this

polymorphism.

The patient P3 showed more complex changes in CHIT1 gene. Besides presenting the

wt/dup24 genotype, this patient is heterozygous for the G354R polymorphism in exon 11,
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which has been previously associated with reduced ChT activity (Grace et al 2007, Lee et al
2007). Interestingly, this patient presented a 4-base deletion at the exon-intron 11 boundary
(9.16993 16996delGAGT), first reported in this study. This deletion involves the last two
bases of exon 11 and the first two positions of intron 11, altering the 5' donor splice-site. A
similar genotype was described by Grace and colleagues (2007), whose patient with GD type
1 showed three alterations, called ‘complex E/I-10 allele’: a G354R polymorphism, a silent
base change (L385L) in exon 11, and a 4-base deletion in intron 11. The mutation described
in the present study changes the 5' donor splice-site, leading to a splice error which may
underlie the absence of ChT activity observed in patient P3. This mutation may produce a

truncated ChT enzyme, but future studies will be needed to confirm this hypothesis.

In conclusion, this study characterized the ChT activity in 33 GD type 1 patients from Minas
Gerais state under ERT and SRT treatment and described a novel mutation in the CHIT1
gene with important implications for diagnosis and therapeutic monitoring of patients. We
found that ChT activity cannot be used as biomarker in 18% of GD patients evaluated, since
these patients had null (four patients) or low (P1 and P2) ChT activity. Such knowledge can
better planning of treatment aiming at improving the response of GD type 1 patients to ERT

and SRT.
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TABLE 1

Primers used for analysis of the CHIT1 polymorphisms

Polymorphisms Primers (5’ - 3) Fragment Annealing Reference

Size temperature

F: ACATAGGCACTTTCACACGTC

G102S R: AACAGCCTGGAGCAAAGCTC 380 bp 56 C Lee et al (2007)
F: GAATCTACAGCCACTCACAGG

G354R* R: CAGGTAAGAGAGGAACAAGG 551 bp 56 C -
F: GGGGAGCCTTGGTTGAATCT

A442V* R: TGAGAGCAGAAAGCCTGGATA 423 bp 56 C -

* The primers for analysis of the G354R and A442V polymorphisms were based on CHIT1 genomic sequence

from NCBI database (NG_012867.1).



TABLE 2

Dup24 genotype and ChT activity in GD type 1 patients and controls

63

ChT activity (nmols/h/mL)

N°of subjects Genotype (%) Median (minimum -maximum)
GD type 1 33 100 5092 (115-29284)
wt/wit 23 70 6011 (115-29284)
wt/dup24 7 21 2496 (652-4417)
dup24/dup24 3 9 0
Control group 33 100 29 (7-68)
wt/wt 15 455 31 (17-68)
wt/dup24 15 455 21 (7-52)

dup24/dup24 3 9 0
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LEGENDS FOR ILLUSTRATIONS

Figure 1: Levels of ChT activity in 33 GD type 1 patients. Circles represent the ChT activity
in each GD type 1 patient evaluated conform dup24 genotype. The enzyme activity was
undetectable in patients with dup24/dup24 genotype (n=3) and in patient P3 and reduced in

patients with wt/dup24 genotype (n=7). Patients P1, P2 and P3 are highlighted on the graph.

Figure 2: 4-base deletion (g.16993 16996delGAGT) at the exon-intron 11 boundary in
patient P3. This deletion involves the last two bases of exon 11 (GA) and the first two
positions of intron 11 (GT). The nomenclature g.16993 16996delGAGT was based on CHIT1

genome sequence from NBCI (NG_012867.1).
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A QT é uma importante ferramenta para a avaliagdo e monitoramento de pacientes
com DG (BALDELLOU et al., 2004; COX et al., 2000; CZARTORYSKA et al., 2000; HOLLAK
et al., 1994; HOLLAK et al., 2001; MISTRY e ABRAHAMOV, 1997). A técnica para dosagem
de sua atividade foi proposta por Hollak e colaboradores (1994) e, a partir de ent&o, tem sido
amplamente utilizada para acompanhamento do tratamento destes pacientes.

Embora seja bastante utilizado, o estudo de Hollak e colaboradores (1994) néo
descreve como a técnica de dosagem de QT foi padronizada. Por isso, diversos parametros
foram propostos para tal e, estes, geralmente variam de acordo com o fluorimetro disponivel
para o teste. Diante disso, sentimos necessidade de padronizar nosso ensaio de forma a
obter os parametros mais adequados para a dosagem enzimatica e resultados confiaveis.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados utilizando os comprimentos de onda
de EX e EM padronizados neste estudo: 366 e 446 nm, respectivamente. Como pode ser
observado, o valor obtido para o comprimento de onda de EX é menor do que aquele obtido
para a EM. Isso ocorre porque a energia emitida € sempre menor do que a utilizada para
gerar o estado excitado (BARBOSA, 2008). Esse fato pode ser melhor visualizado através

da formula:

E: energia

h: constante de Planck
E=hv,ondev=c/ A _

c: velocidade da luz no vacuo

A: comprimento de onda

Assim, E é inversamente proporcional a A, o que significa que quanto menor o comprimento
de onda, maior a energia do féton de luz. Isso garante que toda a amostra analisada seja
excitada e emita valores reais de fluorescéncia.

Como destacado anteriormente, apds a padronizacdo do nosso ensaio, algumas
amostras de plasma de pacientes com DG tipo 1 foram enviadas para dois laboratérios de
referéncia no diagndstico de doencas lisossomais. Apesar de nenhuma diferenca
estatisticamente significante ter sido observada entre o nosso resultado e aqueles obtidos
nos diferentes laboratorios, uma variacdo entre os valores foi percebida, provavelmente por
pequenas modificagdes da técnica ou mesmo diferencas entre os fluorimetros utilizados no
ensaio. Isso destaca a importancia de se realizar o controle do paciente sempre no mesmo
laboratério e sob as mesmas condicfes experimentais, minimizando possiveis erros na
interpretacdo dos resultados.

No presente trabalho, foram caracterizados 33 pacientes tratados com DG tipo 1 do
estado de Minas Gerais quanto a atividade de QT e gendtipo de CHIT1, sendo 17 (51,5%)

do sexo feminino e 16 (48,5%) do sexo masculino. A média de idade entre eles foi de 29
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anos (de 5 a 62 anos). Todos os pacientes séo atendidos pelo Ambulatério de Hematologia
do HC-UFMG.

A atividade de QT foi, de forma geral, 176 vezes mais elevada nos pacientes
tratados com DG tipo 1 do que nos individuos saudaveis. Este resultado estd de acordo com
estudos anteriores, que mostram que a atividade da enzima esta de 100 a 1.000 vezes mais
elevada nestes pacientes (AGUILERA et al., 2003; HOLLAK et al., 1994; WAJNER et al.,
2004; WAJINER et al., 2007).

Apesar de apresentar um aumento bastante pronunciado, a causa de sua elevagao
ainda ndo estda completamente estabelecida (WAJNER et al., 2007). Alguns estudos
destacam que essa elevacdo pode ser ocasionada pelo acumulo de componentes
imunogénicos nos macréfagos, tais como ceramida e esfingolipideos. Tal acimulo provoca
ativacao celular e consequentemente secrecdo de QT, que, por sua vez, pode mediar a
resposta imunes envolvida nesta patologia (BALLOU et al., 1996; VAN EIJK, et al., 2005).

Os macréfagos sao considerados importantes componentes do sistema imune e é a
principal fonte de QT (MALAGUARNERA, 2006). Em certas condi¢des, a QT € a principal
proteina secretada, representando cerca de 1% do total (BOOT et al., 1995). O papel desta
enzima como elemento do sistema imune emergiu de estudos que demonstraram que sua
atividade esta elevada em individuos infectados por P. falciparum (BARONE et al., 2003) e
em infecc¢des fungicas (GORDON-THOMSON et al., 2009; LABADARIDIS et al., 1998; VAN
EIJK, et al., 2005) e bacterianas (IYER et al., 2009) e que individuos que apresentam
gendtipo dup24/dup24 sdo mais susceptiveis a infeccdes por nematdodeos (CHOI et al.,
2001).

Evidéncias adicionais da possivel participagdo da enzima na resposta imune do
hospedeiro surgiram com a observacdo de que importantes moduladores da resposta
imune, como IFN-y, LPS, TNF-a (DI ROSA et al., 2005; MALAGUARNERA et al., 2005), IL-
12 (LAUW et al., 1999) e prolactina (MALAGUARNERA et al., 2004), aumentam a expressao
de CHIT1 em macréfagos, enquanto IL-10, um importante imunossupressor, provoca a
supressao de sua expressao (DI ROSA et al., 2005). Juntos, esses achados sugerem uma
forte ligacdo entre os eventos envolvendo importantes citocinas imunomodulatérias e
atividade de QT na protecao contra infeccdes.

Além de estar bastante elevada, a atividade de QT mostrou-se altamente variavel
entre 0os pacientes com DG tipo 1 e entre os individuos do grupo controle. A alta
variabilidade pode ser explicada pela influéncia de varios fatores, como massa corporal,
idade e gravidade da doenca.

Giraldo e colaboradores (2001) verificaram uma correlacdo entre a atividade da
enzima e indice de massa corporal dos individuos. Além disso, observaram que individuos

adultos apresentaram atividade de QT maior que criancas. A correlacdo entre atividade de
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QT e idade dos individuos foi observada também por Czartoryska e co-autores (1998), Guo
e colaboradores (1995), e Kurt e co-autores (2007). Entretanto, no presente estudo,
nenhuma correlagdo foi encontrada entre estes parametros, podendo ser atribuida ao
pequeno numero de amostras estudadas quando comparado com outros trabalhos da
literatura.

Outro fator que pode contribuir para a alta variabilidade observada na atividade de
QT é a gravidade da DG entre os pacientes. Foi observado que pacientes com casos mais
graves da doenca apresentam atividade de QT mais elevada do que aqueles com quadros
mais leves (BOOT et al., 2004; CABRERA-SALAZAR et al., 2004; CZARTORYSKA et al.,
2000; HOLLAK et al., 2001; GIRALDO et al., 2001). E importante ressaltar, entretanto, que a
QT néo reflete um sintoma particular, mas é associada com a carga total da doenca (BOOT
et al., 2004; BUSSINK et al., 2006; LUKINA et al., 2010).

Para que a QT possa ser utilizada como biomarcador para a DG, é necessario que o
gendtipo dos pacientes sejam conhecidos. A principal alteracdo descrita para o gene CHIT1
€ dup24, um polimorfismo amplamente distribuido nos diversos grupos étnicos. Estima-se
que, de forma geral, 6% da populacédo seja homozigota para dup24, apresentando atividade
de QT nula, enquanto cerca de 35% € heterozigota, produzindo apenas metade da enzima
ativa (BOOT et al., 1998). As tabela 3 e 4 destacam a grande variedade de frequéncias

observadas entre as diversas populagdes e entre diferentes grupos de pacientes com DG.

Tabela 3 — Frequéncia de dup24 em diversas populagfes

POPULACAO N GENOTIPO REFERENCIA
wt/wt (%)  wt/dup24 (%) dup24/dup24 (%)
Holanda 171 58,5 35,1 6,4 Boot et al. (1998)
Judeus Ashkenazi 68 60,3 33,8 5,9 Boot et al. (1998)
Portugual 295 60 37,3 2,7 Rodrigues et al. (2004)
Espanha 116 54,3 39,6 6,03 Canudas et al. (2001)
Sicilia 100 51,01 44,54 5,45 Malaguarnera et al. (2003)
Sardinha 107 65,56 32,71 3,73 Malaguarnera et al. (2003)
Benin 100 100 0 0 Malaguarnera et al. (2003)
Burkina Faso 100 98 2 0 Malaguarnera et al. (2003)
Sul da india 180 32,2 47,2 20,6 Choi et al. (2001)
Taiwan 82 69,5 30,5 Chien et al (2005)
Papua-Nova Guiné 906 76,6 22,6 0,8 Hise et al. (2003)
Franca 128 59,4 31,3 9,3 Piras et al. (2007)
Italia 99 63,7 34,3 2 Piras et al. (2007)
Turquia 95 66,3 29,5 4,2 Piras et al. (2007)
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Brasil 122 48 43 9 Rodrigues et al. (2010)
Minas Gerais 33 45,5 45,5 9 Presente estudo

Tabela 4 — Frequéncia de dup24 entre os pacientes com DG de diversas populacdes

POPULACAO N GENOTIPO REFERENCIA
wt/wt (%) wt/dup24 (%) dup24/dup24 (%)
Nova York 320 58,8 37,2 4 Grace et al. (2007)
Alemanha 28 68 32 0 Ries et al. (2006)
Israel 91 63,7 36,3 0 Schoonhoven et al. (2007)
Holanda 86 67 27 6 Bussink et al. (2009)
Séo Paulo 14 93 7 Rodrigues et al. (2009)
Minas Gerais 33 70 21 9 Presente estudo

Podemos observar que para os grupos étnicos de Benin e Burkina Faso, uma baixa
incidéncia da mutacao foi encontrada. Malaguarnera e colaboradores (2003) sugerem que a
alta incidéncia de doencas parasitarias na regido africana pode contribuir para a
manutencdo do alelo tipo selvagem na populacdo, uma vez que a enzima atua na defesa
contra patégenos. Esta hipotese foi corroborada pelo estudo de Choi e colaboradores
(2001), os quais observaram que entre a populacdo residente de areas endémicas para a
filariose, individuos homozigotos para dup24 sdo mais susceptiveis a infeccdo do que
individuos que apresentam o gendétipo selvagem.

No presente estudo, também verificamos um desvio da frequéncia relatada na
literatura. Entre os pacientes com DG tipo 1, 70%, 21% e 9% sao wt/wt, wt/dup24 e
dup24/dup24, respectivamente. O desvio encontrado pode ser atribuido ao pequeno nimero
de amostras avaliadas quando comparado com outros trabalhos da literatura ou, ainda, ao
viés de selecdo, uma vez que, entre 0os pacientes com DG tipo 1 existem 7 familias, e
portanto, 14 individuos aparentados. Dessa forma, o presente estudo reforca o proposto por
Malaguarnera (2006), que destacou que a diferenca da incidéncia de dup24 entre os
diversos grupos étnicos é uma questdo bastante instigante e que mais estudos séo
necessarios para determinar se alguma presséo seletiva pode ter influenciado polimorfismos
no gene CHIT1.

O resultado da genotipagem para dup24 mostra que a QT pode ser utilizada como
marcador bioquimico em 82% dos pacientes com DG avaliados, enquanto 18% nao podem
ser monitorados quanto a presenca da enzima no plasma. Apesar de ser a principal

mutacédo ja descrita em CHIT1, dup24 n&o € a Unica com implicagBes para o diagndstico e
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monitoramento terapéutico dos pacientes. Podemos verificar que trés pacientes com DG
ndo apresentaram correspondéncia entre atividade de QT e gendtipo para dup24, sugerindo
a presenca de outras alteracbes moleculares em CHIT1. Dois destes pacientes com o
gendtipo wt/wt (P1 e P2) apresentaram o polimorfismo G102S, apesar de um deles (P2) ser
heterozigoto.

Grace e colaboradores (2007) estudaram o efeito deste polimorfismo na eficiéncia
catalitica de QT. Os autores observaram que G102S, que prediz uma substituicdo de glicina
para serina, provoca uma reducdo de aproximadamente cinco vezes na eficiéncia catalitica
de QT guando comparado com a enzima selvagem. Entretanto, Lee e colaboradores (2007)
ndo observaram nenhum efeito deste polimorfismo na atividade da enzima.

Dois anos mais tarde, Bussink e co-autores (2009) fizeram uma importante
observacdo com relacdo a G102S. Quando a atividade de QT foi avaliada utilizando o
substrato 4-MU-quitotriosideo, a enzima recombinante SerQT apresentou reduzida atividade
guando comparada com a enzima recombinante GlyQT selvagem. Entretanto, a atividade de
SerQT foi normal quando avaliada com o substrato 4-MU-deoxiquitobiosideo. Dessa forma,
0 conhecimento do gendtipo de G102S é fundamental para a interpretacdo da atividade de
QT quando é realizada com 4-MU-quitotriosideo. No presente estudo, todas as dosagens de
QT foram realizadas utilizando 4-MU-quitotriosideo como substrato, o que pode explicar a
baixa atividade enzimética obtida para os dois pacientes portadores do polimorfismo G102S.

O paciente P3, por sua vez, apresentou alteracdes mais complexas em CHIT1. Além
de ser heterozigoto para dup24, ele apresentou o polimorfismo G354R no éxon 11, uma
substituicdo de glicina para arginina na posicao 354 do polipeptideo. O polimorfismo G354R
esta associado com reduzida atividade de QT nos pacientes (GRACE et al., 2007; LEE et
al., 2007). Além dessas duas alteracdes, o paciente apresentou uma delecéo de 4 pb na
juncao éxon/intron 11, envolvendo as duas ultimas bases do dltimo codon (codon 385) e as
duas primeiras posic¢des do intron 11.

Grace e colaboradores (2007) descreveram uma mutacdo parecida em um paciente
com DG tipo 1. Este paciente apresentou, além do polimorfismo G354R, uma mudanca
silenciosa da base da terceira posicdo do cédon 385 (L385L) e uma delecéo de 4 pb no
intron 11, alterando o sitio doador de splice em 5. Ao avaliar a expressdo deste alelo
complexo, os autores encontraram seis sequéncias de cDNA derivadas de CHIT1, das quais
duas tiveram alteracdes de splicing. Uma delas ndo apresentava o éxon 11, mas tinha o
éxon 12, raramente utilizado (BOOT et al., 1998), enquanto o outro cDNA ndo apresentava
0s éxons 11 e 12. As quatro sequéncias de cDNA restantes apresentaram splicing normal,
mas continham as duas alteracbes: G354R e L385L. Por se tratar de outro alelo nulo,

nenhuma atividade de QT foi detectada neste paciente.
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A delecéo de 4 pb identificada no paciente P3 também altera o sitio doador de splice
em 5. Como pode ser observado na figura 8, a sequéncia deste paciente pareia em apenas
6 das 9 posicdes da sequéncia consenso do sitio doador de splice em 5. Isso,
provavelmente, leva a um erro de splice e a produgdo de uma enzima truncada, fato que

explica a atividade QT nula observada para este paciente.

Consenso: (A/IC)AGgt(a/g)agt
Referéncia:  TGAgtaagtaagggg

E/I-10: TAAgtaagtaagggg

P3: TGAgtaagtaagggg

Fig. 7: Representacao da juncdo éxon/intron 11 do gene CHIT 1. ‘Consenso’ representa a
sequéncia consenso do sitio doador de splice em 5'. ‘Referéncia’ representa a sequéncia
referéncia do gene CHIT1 (NCBI). ‘E/I-10’ representa a mutacéo identificada por Grace et al.,
(2007); a base destacada em cinza representa o polimorfismo L385L e a regido sublinhada
corresponde a sequéncia deletada. ‘P3’ representa a mutacdo encontrada neste estudo; a
regido sublinhada corresponde aos 4 pb deletados.

Nosso trabalho apresenta dados importantes com relagdo a atividade de QT e
genotipo de CHIT1 dos pacientes com DG tipo 1 de Minas Gerais. Esta doenca, por sua vez,
€ considerada rara e pouco conhecida no meio médico nacional, fato observado pela
demora do diagnéstico apds o paciente ter dado inicio as suas manifestagdes clinicas.
Estudos relacionados a esta doenca podem auxiliar na sua divulgacdo bem como contribuir
para a organizacao e a melhoria da atengdo médica aos seus portadores. Acreditamos que
os dados apresentados neste estudo podem ser utilizados para um monitoramento mais
efetivo da progresséo e efetividade de tratamento da doenca, refletindo, assim, na qualidade

de vida dos pacientes.
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A técnica da dosagem da atividade de QT deve ser padronizada em cada laboratorio

de referéncia a fim de se obter otimizagéo do ensaio.

As dosagens de QT para os pacientes com DG tipo 1 devem ser realizadas sempre
no mesmo laboratério e sob as mesmas condicbes experimentais, minimizando,

dessa forma, erros na interpretacdo dos resultados.

Para uma avaliacdo e monitoramento terapéutico efetivos em pacientes com DG, a

analise molecular em CHIT1 é de fundamental importancia.

A genotipagem revelou que a QT pode ser utilizada como marcador bioquimico em
82% dos pacientes com DG tipo 1 avaliados. 18% dos pacientes apresentaram
alteracdes em CHIT1 e, por isso, ndo podem ser monitorados quanto a presenca da

enzima no plasma.

Em caso de ndo correspondéncia entre atividade de QT e gendtipo de dup24, a
pesquisa de outros polimorfismos deve ser realizada, tendo em vista a importancia

da enzima no diagndstico e monitoramento terapéutico dos pacientes.
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Pesquisa: “ Comparacdo do custo-eficacia do tratamento de Doenga de Gaucher com imiglucerase
antes e apos estruturacdo da atencdo médica e laboratorial ao paciente com DG em Minas Gerais”.
Coordenadora : Profa. Dra. Eugénia Ribeiro Valadares - Tel: (031) 3409-9262

Pesquisadora: Talita Emile Ribeiro Adelino — Tel: (031) 3409-9262

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Anténio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il 2°
andar - SL 2005 - CEP: 31.270-901-BH/MG - Tel: (031) 3409-4592. e-mail: prpg@coep.ufmg.br

Prezado Senhor (a),

Vocé estd sendo convidado para participar de uma pesquisa que propde a
estruturacdo da atencdo médica e laboratorial ao paciente com Doenca de Gaucher. A
proposta é de atendimento clinico descentralizado para a Doenca de Gaucher em Minas
Gerais, que seja orientado e checado por uma equipe competente ndo ligada a industria
farmacéutica, e laboratério centralizado para andlises enziméaticas e moleculares
especificas, com dados clinicos e de exames complementares armazenados num programa
para processamento de banco de dados.

Para participar desta pesquisa é necessario que o Sr.(a) permita que seus dados
clinicos e laboratoriais sejam armazenados por seu médico num banco de dados
computadorizado, sem a identificacdo da sua pessoa e que vocé preencha um questionario
de avaliacdo de qualidade de vida.

O objetivo final deste estudo € o levantamento da evolucao clinica e laboratorial dos
pacientes com Doenca de Gaucher, visando alcancar melhores resultados clinicos no
tratamento com imiglucerase (Cerezyme®), a partir da adequacéao individual de doses com
eficacia terapéutica 6tima e menor custo.

Apoés realizacdo dos exames, as amostras serdo armazenadas durante um ano e
entdo serdo descartadas. E importante que vocé saiba que estes exames fazem parte da
rotina de seu tratamento, hdo constituindo nenhum procedimento adicional.

Se concordar em participar, pedimos que assine esse papel. Se o Sr.(a) deseja mais
esclarecimentos ou se tem qualquer duvida sobre a pesquisa nés estamos dispostos a
responder qualquer pergunta. Se o Sr(a). ndo quiser participar ou se quiser desistir em
qualquer momento, isso ndo vai implicar em nenhum prejuizo de qualquer natureza para a
sua pessoa ou familiares.

Autorizo a utilizagdo e publicacdo dos dados clinicos e laboratoriais analisados e
obtidos nesta pesquisa em revistas cientificas, periddicos, livros, pbsteres, apresentacdes
em slides e na dissertacdo de mestrado na qual este projeto estd vinculado, sem a
identificacdo do meu nome. Estou ciente de que ndo serei remunerado pelo uso destas
informacoes.

Tenho ciéncia do exposto e concordo em participar deste estudo.

Belo Horizonte, de de 20 .

Assinatura do paciente ou responsavel:

Testemunha;

Testemunha;
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HOSPITAL DAS CLINICAS - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MIN AS GERAIS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: “ Comparacdo do custo-eficacia do tratamento de Doenga de Gaucher com imiglucerase
antes e apos estruturacdo da atencdo médica e laboratorial ao paciente com DG em Minas Gerais”.
Coordenadora : Profa. Dra. Eugénia Ribeiro Valadares - Tel: (031) 3409-9262

Pesquisadora: Talita Emile Ribeiro Adelino — Tel: (031) 3409-9262

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Anténio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il 2°
andar - SL 2005 - CEP: 31.270-901-BH/MG - Tel: (031) 3409-4592. e-mail: prpg@coep.ufmg.br

Prezado Senhor (a),

Vocé estd sendo convidado para participar de uma pesquisa que propde a
estruturacdo da atencdo médica e laboratorial ao paciente com Doenca de Gaucher. A
proposta é de atendimento clinico descentralizado para a Doenca de Gaucher em Minas
Gerais, que seja orientado e checado por uma equipe competente ndo ligada a industria
farmacéutica, e laboratério centralizado para andlises enziméaticas e moleculares
especificas, com dados clinicos e de exames complementares armazenados num programa
para processamento de banco de dados.

Para participar desta pesquisa é necessario que o Sr.(a) permita que seus dados
clinicos e laboratoriais sejam armazenados por seu médico num banco de dados
computadorizado, sem a identificacdo da sua pessoa e que vocé preencha um questionario
de avaliacdo de qualidade de vida.

O objetivo final deste estudo € o levantamento da evolucao clinica e laboratorial dos
pacientes com Doenca de Gaucher, visando alcancar melhores resultados clinicos no
tratamento com imiglucerase (Cerezyme®) ou outra medicagdo, a partir da adequacao
individual de doses com eficécia terapéutica 6tima e menor custo.

Apoés realizacdo dos exames, as amostras serdo armazenadas durante um ano e
entdo serdo descartadas. E importante que vocé saiba que estes exames fazem parte da
rotina de seu tratamento, ndo constituindo nenhum procedimento adicional.

Se concordar em participar, pedimos que assine esse papel. Se o Sr.(a) deseja mais
esclarecimentos ou se tem qualquer duvida sobre a pesquisa nés estamos dispostos a
responder qualquer pergunta. Se o Sr(a). ndo quiser participar ou se quiser desistir em
qualquer momento, isso ndo vai implicar em nenhum prejuizo de qualquer natureza para a
sua pessoa ou familiares.

Autorizo a utilizagdo e publicacdo dos dados clinicos e laboratoriais analisados e
obtidos nesta pesquisa em revistas cientificas, periddicos, livros, pbsteres, apresentacdes
em slides e na dissertacdo de mestrado na qual este projeto estd vinculado, sem a
identificacdo do meu nome. Estou ciente de que ndo serei remunerado pelo uso destas
informacoes.

Tenho ciéncia do exposto e concordo em participar deste estudo.

Belo Horizonte, de de 20 .

Assinatura do paciente ou responsavel:

Testemunha;

Testemunha;
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HOSPITAL DAS CLINICAS - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MIN AS GERAIS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: “Comparacédo do custo-eficacia do tratamento de Doenca de Gaucher com imiglucerase
antes e apos estruturacao da atencdo médica e laboratorial ao paciente com Doenca de Gaucher no
Estado de Minas Gerais”

Coordenadora : Profa. Dra. Eugénia Ribeiro Valadares

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG:  Av. Antdnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2°
andar — Sala 2005 — CEP: 31.270-901 — Belo Horizonte - MG — Telefax: (031) 3409-4592 —

e-mail: coep@prpg.ufmg.br

Prezado Senhor (a),

Estamos realizando pesquisa que envolve a dosagem de quitotriosidase no sangue. A
quitotriosidase é uma enzima que tem sido utilizada para ajuda ao diagnéstico e controle de
algumas doencas, como a doenca de Gaucher. Como o método esta sendo implantado no
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do Hospital das Clinicas da UFMG,
necessitamos conhecer os valores de referéncia (valores encontrados em pessoas sadias)
na nossa populacéo.

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario para estabelecermos os valores de
referéncia da quitotriosidase no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do Hospital das
Clinicas da UFMG.

Para participar da pesquisa, é necessario que vocé permita a coleta de 4 ml de sangue
periférico para a realizacdo da dosagem da atividade de quitotriosidase e responda um
guestionario contendo perguntas sobre seu estado de saude. Este questionario, sem
identificacdo do seu nome, sera utilizado para informar se vocé possui alguma condicdo
patoldgica que possa influenciar o resultado do exame. Apds a realizacdo do mesmo, sua
amostra sera armazenada durante um ano e entdo descartada.

Se concordar em participar, pedimos que assine esse papel. Caso deseje mais
esclarecimentos ou se tem qualquer divida sobre a pesquisa nds estamos dispostos a
responder qualquer pergunta. Se vocé ndo quiser participar ou se quiser desistir a qualquer
momento, isso ndo vai implicar em nenhum prejuizo de qualquer natureza para a sua
pessoa ou familiares.

Tenho ciéncia do exposto e concordo em participar deste estudo.

Belo Horizonte, de de 20 .

Assinatura do paciente ou responsavel:

Testemunha;

Testemunha;
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QUESTIONARIO - ESTADO DE SAUDE

Pesquisa: “Comparacao do custo-eficacia do tratamento de Doenca de Gaucher com imiglucerase
antes e apo6s estruturacdo da atencao médica e laboratorial ao paciente com Doencga de Gaucher no
Estado de Minas Gerais”

Coordenadora : Profa. Dra. Eugénia Ribeiro Valadares

1) Identificacdo do voluntéario

Cddigo: Data de nascimento/idade: Sexo: ()F ()M

2) O senhor (a) possui alguma (as) das doencas ou h  &bitos listados abaixo? Caso
positivo, margue com um ‘X’ nos parénteses correspo ndentes.

( ) Hipotiroidismo () Artrite

() Hipertiroidismo ( ) Talassemia
() Diabetes mellitus tipo 1 ( ) Maléria

( ) Diabetes mellitus tipo 2 ( ) Tabagismo
() Dislipidemia ( ) Etilismo

Infeccao fungica
Infeccéo bacteriana
Infeccéo viral
Doenca pulmonar
Doenca cardiaca
Doenca renal

()
()
()
()
()
()
( ) Doencga hepética
()
()
()
()
()

c c
LD

c
Q

Doenca 6ssea
Doenca neuroldgica
Doenca genética
Doenca auto-imune
Neoplasia

rOrOrOrOrOrOrg)rOrOrOrOrO
L

Se o0 senhor (a) possui alguma doenca e/ou habito ndo listada acima, favor citd-lo neste
campo:

3) O senhor(a) esta fazendo uso de algum medicament  0?

() Sim Qual (is):

Agradecemaos sua participacao!



