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RESUMO 
 

DINIZ, Gabriella Macedo Mascarenhas. Caracterização ex vivo e in vivo da 
enzima β-glicosilceramidase lisossomal recombinante e clonagem celular da 
linhagem humana com produção permanente dessa molécula. 2018. 114 f. 
Dissertação (Mestrado em Genética) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 

A doença de Gaucher (DG) é a doença mais comum dentre as disfunções de 
armazenamento lisossomal, sendo decorrente de mutações no gene que codifica a 
enzima β-glicosilceramidase (GBA). A terapia de reposição enzimática com GBA 
recombinante é a principal forma de tratamento para pacientes com DG, mas ainda é 
um medicamento de alto custo. Resultados recentes em nosso grupo de pesquisa 
mostraram, por meio da produção transiente, que a molécula mutGBA está 
relacionada com elevada atividade biológica e, assim, foi gerada a linhagem celular 
humana L16_293-FT-P2-mutGBA com produção permanente dessa enzima. Neste 
trabalho, o objetivo foi continuar a caracterização dessa molécula por meio de ensaios 
ex vivo e in vivo e realizar a clonagem dessa linhagem celular. A primeira etapa foi 
realizar o escalonamento da produção da enzima recombinante mutGBA pela 
linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA. Assim, após o cultivo em larga escala foi possível 
obter 9677 U GBA no sobrenadante da cultura celular, um aumento de 217 x em 
relação ao cultivo em pequena escala. Na segunda etapa, a molécula mutGBA foi 
caracterizada por meio de ensaios ex vivo e in vivo em modelo de camundongo 
condicional para DG e fibroblastos de pacientes. OS fibroblastos de indivíduos 
saudáveis e indivíduos com DG foram caracterizados quanto o nível das três enzimas 
GBA (GBA lisossomal, GBA2 e GBA3). Com o uso de inibidores específicos (CBE e 
NB-DNJ) foi possível demonstrar que fibroblasto de indivíduo saudável produz cerca 
de 70,9 (+ 3,1) U GBA/mg de proteína e que 30% da atividade enzimática avaliada 
pelo ensaio fluorimétrico com o substrato sintético 4-MU são relativas as outras 
enzimas GBAs não lisossomais, sendo desses 70% GBA2 e 30% GBA3. Fibroblastos 
de pacientes com DG produzem cerca de 6,9 (+ 1,5) U GBA/mg de proteína e a 
relação para o nível das 3 enzimas GBAs foi a mesma relatada para indivíduos 
saudáveis. Em seguida, ensaios de uptake da enzima mutGBA e da enzima 
recombinante comercial (VPRIV) mostraram que as mesmas não são absorvidas por 
fibroblasto até 6 h de incubação. Análises ex vivo da atividade da enzima GBA em 
macrófagos em 6 tempos após a infusão de 19 U de mutGBA mostraram que a mesma 
é biologicamente ativa em macrófagos com pico mais elevado da atividade biológica 
no tempo de 1:30 h (46,5 U GBA/mg proteína) ou 30 min. (4 U GBA/mg proteína) em 
macrófago derivado de camundongo controle e camundongo com DG, 
respectivamente. Ensaios preliminares in vivo também foram investigados. A análise 
da atividade biológica da enzima GBA em baço, fígado e leucócitos após 1 hora da 
infusão de 19 U da enzima mutGBA permitiu mostrar um aumento de 1,4x, 1,5x e 1,8x, 
respectivamente, o que sugere a internalização da enzima mutGBA nesses tecidos. 
Por fim, foi possível realizar a clonagem celular e identificação de dois clones com 
maior produção de GBA em relação a população mista (p<0,05). O clone 5, com maior 
produção de mutGBA no sobrenadante, cerca de 301,4 (+ 4,35) U GBA/mL ou 207 (+ 
3,23) U GBA /106 células e o clone 13, com maior produção de mutGBA intracelular, 
cerca de 622 (+ 4,35) U GBA/mg de proteína ou 325,5 (+ 3,23) U GBA/106 células Em 
conclusão, os dados apresentados mostram que a linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA 



 
 

 
 

apresenta elevados níveis de produção de β-glicosilceramidase recombinante, é 
capaz de ser internalizada por macrófagos e biologicamente ativa in vivo, sendo 
assim, uma linhagem de produção promissora para uso na TRE. 
 
Palavras-chave: Doença de Gaucher, Esfingolipidose, Glicosilceramidase 

Recombinante, Linhagem Celular Humana, Camundongo Condicional para Doença 

de Gaucher (Mx1/Cre/LoxP). 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

DINIZ, Gabriella Macedo Mascarenhas. Ex vivo and in vivo characterization of 
recombinant β-glucosylceramidase enzyme and cell cloning of a human cell line 
with stable production of this molecule. 2018. 114 f. Dissertation (Master in 

Genetics) - Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 
2018. 
 
Gaucher disease (GD) is the most common disease among lysosomal storage 
disorders, and is caused by mutations in the β-glucosylceramidase (GBA) enzyme 
encoding gene. Enzyme replacement therapy is the main treatment for GD patients, 
but recombinant GBA is expensive. Recent results in our research group showed, 
through transient production, that the mutGBA molecule possess high biological 
activity, so the human cell line L16_293-FT-P2-mutGBA was generated with 
permanent production of this enzyme. In this work, the aim was to continue the 
characterization of this molecule using ex vivo and in vivo assays and perform single 
cell cloning. First, we enhanced the production of the recombinant mutGBA enzyme 
from L16_293-FT-P2-mutGBA cell line. After large-scale culture we obtained 9677 U 
GBA in the supernatant of the cell culture, which is an 217x increase in relation to the 
small-scale culture. The level of the three GBA enzymes (GBA lysosomal, GBA2 and 
GBA3) were characterized in fibroblasts from healthy individuals and GD patients. 
Using specific inhibitors (CBE and NB-DNJ) we were able to show that healthy 
fibroblast produces 70.9 (+ 3.1) U GBA / mg protein and that 30% of the enzymatic 
activity evaluated by the fluorimetric assay with the synthetic substrate 4-MU are other 
non-lysosomal GBA enzymes. Of the non-lysosomal 30%, 70% are GBA2 enzyme and 
30% are GBA3 enzyme. GD patients’ fibroblasts produce about 6.9 (+ 1.5) U GBA / 
mg protein and the ratio for the level of the 3 GBAs enzymes was the same as reported 
for healthy subjects. Next, we did mutGBA enzyme uptake assays with mutGBA and a 
commercial recombinant enzyme (VPRIV), both molecules didn’t show any enhanced 
GBA activity up to 6 h of incubation. Then, the mutGBA molecule was characterized 
by ex vivo and in vivo assays in a GD mouse model. Ex vivo analyzes of GBA enzyme 
activity in macrophages with infusion of 19 U mutGBA showed that the enzyme is 
biologically active in macrophages. The biological activity highest peak was after 1:30 
h (46.5 U GBA / mg protein) or 30 min. (4 U GBA / mg protein) incubation in 
macrophage derived from mouse control and GD mouse, respectively. Preliminary in 
vivo assays were also investigated. The GBA biological activity in spleen, liver and 
leukocytes after 1h infusion with 19 U of mutGBA enzyme showed an increase of 1.4x, 
1.5x and 1.8x, respectively, suggesting mutGBA internalization in these tissues. 
Finally, it was possible to perform single cell cloning and identification of two clones 
with higher GBA production in relation to the heterologous population (p <0.05). Clone 
5 showed the highest production of mutGBA in the supernatant, 301.4 (+ 4.35) U GBA 
/ ml or 207 (+ 3.23) U GBA/ 106 cells and clone 13 with the highest intracellular 
production, about 622 (+ 4.35) U GBA / mg protein or 325.5 (+ 3.23) U / 106 cells. In 
conclusion, L16_293-FT-P2-mutGBA line shows high levels of recombinant β-
glycosylceramidase production, and the enzyme is active and capable of being 
internalized by macrophages and biologically active in vivo, thus being a promising cell 
line for use in ERT. 



 
 

 
 

Key words: Gaucher disease. Sphingolipidosis. Recombinant Glucosylceramidase. 
Human Cell Line. Cre-Lox conditional GBA mutation mouse. 
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Nota de esclarecimento 

 

Espera-se que o produto desse projeto de pesquisa gere uma patente. Para 

evitar a quebra de novidade, atividade inventiva e suficiência descritiva, requisitos 

mínimos de patenteabilidade, os resultados foram apresentados sem mencionar as 

mutações geradas (mutações não caracterizadas). 
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1  Introdução 

 

1.1. Doença de Gaucher 

 

A doença de Gaucher (DG) (OMIM: 230800; 230900; 231000) é uma 

esfingolipidose herdada de forma autossômica recessiva, sendo a mais frequente 

entre as Doenças de Acúmulo Lisossomal (LSD, Lisosomal Storage Disease). A DG 

tem prevalência de 1:40.000 nascimentos no mundo (MEIKLE et al., 1999; ZIMRAN; 

ELSTEIN, 2015) sendo caracterizada pelo aumento visceral progressivo, afetando 

principalmente o baço, o fígado e pulmões, acompanhado de alterações na medula 

óssea e, em alguns casos, danos no sistema nervoso central (COX, 2010). O quadro 

clínico é consequência da mutação em ambos os alelos do gene da β-

Glicosilceramidase (GBA) que resulta na baixa atividade da enzima β-

Glicosilceramidase (GBA) (BRADY; KANFER; SHAPIRO, 1965). A inatividade da GBA 

gera o acúmulo de seu substrato, a glicosilceramida (GlcCer), nos lisossomos dos 

macrófagos e promove respostas inflamatórias em vários tecidos (BARTON et al., 

1991; PANICKER et al., 2014).  

A etiologia da DG é o foco de diversos estudos desde sua descrição por Phillip 

Gaucher, em 1882 (BRADY, 1966), sendo que, apenas em 1901, foi introduzido o 

termo "Doença de Gaucher" (BRILL, 1901). Considerando as manifestações clínicas, 

DG é geralmente dividida em três classes denominadas Tipo I, Tipo II e Tipo III 

(GRABOWSKI; ZIMRAN; IDA, 2015). O Tipo I da doença é o mais frequente, 

representando 94% dos casos (CHARROW et al., 2000). Nessa classe os portadores 

possuem mutações que inviabilizam parcialmente a atividade da GBA e não 

apresentam comprometimento do sistema nervoso central (SNC) (COX, 2010). Já em 

indivíduos com mutações que resultam em deficiência severa da atividade enzimática, 

a doença é classificada como Tipos II e III, e nesses casos há manifestações 

neurológicas por consequência da incapacidade de degradar glicoesfingolipídeos 

presentes nos neurônios (NILSSON; SVENNERHOLM, 1982). O Tipo II é 

caracterizado pelo comprometimento neurológico grave e precoce, sendo chamado 

de infantil devido à expectativa de vida curta dos indivíduos afetados. Já o Tipo III, é 
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considerado o tipo crônico da doença, nesse grupo os pacientes apresentam 

diferentes níveis de atraso cognitivo e tempo de vida variável (SOUZA et al., 2010).  

Segundo Mistry e colaboradores (2015), a DG é uma doença com grande 

variação fenotípica, muito heterogênea, com idade de início dos sintomas incerta e 

um amplo espectro clínico de severidade, podendo ser letal durante a infância ou ter 

início dos sintomas em idosos. Pacientes com Gaucher tipo I podem apresentar 

combinações variáveis de esplenomegalia, hepatomegalia, retardo de crescimento e 

doença óssea. Além disso, entre os órgãos a gravidade das manifestações é diferente, 

por exemplo, a osteopenia pode ocorrer sem doença hematológica ou visceral 

significativa (SIDRANSKY, 2004). Muitos aspectos da DG não são totalmente 

compreendidos, incluindo aspectos do tipo neuropático, a patogênese da doença 

óssea e a variabilidade das manifestações entre pacientes do mesmo genótipo 

(CAPABLO et al., 2008; SIDRANSKY, 2004). Além disso, mutações na GBA têm sido 

consideradas fatores de risco para outras doenças como câncer (DE FOST et al., 

2006; LO et al., 2010), e neuropatias (SCHAPIRA; GEGG, 2018; VELAYATI; YU; 

SIDRANSKY, 2010). Mutações na GBA são o maior fator de risco para o 

desenvolvimento da Doença de Parkinson idiopática, considerando apenas um gene 

individualmente. A análise de 5.691 pacientes com Doença de Parkinson, e 4.898 

controles, mostrou que a chance desses pacientes possuírem um alelo mutante da 

GBA é 5,4 vezes maior comparado aos controles saudáveis (SIDRANSKY et al., 

2009). 

1.2 β-Glicosilceramidase 

 

A β-Glicosilceramidase (GBA, OMIM # 606463) é uma enzima lisossômica que 

hidrolisa a glicosilceramida, um esfingolipídio presente na membrana plasmática de 

células de mamíferos. O gene GBA é constituído por 11 éxons e 10 íntrons, que se 

distribuem em 7,6 kb, localiza-se no cromossomo 1q21 (BARNEVELD et al., 1983; 

GINNS et al., 1985) e apresenta um pseudogene homólogo localizado a 16kb a 

jusante do gene funcional (Figura.1A) (HOROWITZ et al., 1989; WINFIELD et al., 

1997; ZIMRAN et al., 1990). O pseudogene da GBA (GBAP1) possui mais de 96% de 

similaridade de sequência na porção exônica com a GBA, entretanto é mais curto 

devido a exclusão de 55 pb no éxon 9 no GBAP1, e também as várias inserções de 

sequências Alu em regiões intrônicas na GBA (HOROWITZ et al., 1989; SORGE et 
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al., 1990). O alto grau de similaridade e proximidade física entre o GBAP1 e a GBA, 

têm como consequência eventos de recombinação, resultando em fusões, 

duplicações e deleções no gene funcional que podem causar a DG (LATHAM et al., 

1991; MARTÍNEZ-ARIAS et al., 2001).  

De acordo com o The Human Gene Mutation Database, mais de 400 mutações 

da β-Glicosilceramidase já foram descritas, e as mutações mais frequentes 

mundialmente são c.1226A> G (N370S), c.1448T> C (L444P) (Figura 1A) (SCOTT et 

al., 2000). No Brasil, um estudo envolvendo 221 indivíduos afetados com DG mostrou 

que o genótipo mais frequente é o heterozigoto composto, N370S/L444P, enquanto 

no resto do mundo é N370S/N370S (SOBREIRA et al., 2007). Outra mutação que se 

destaca na população brasileira é a c.1246G>A (G377S), em especial em Tabuleiro 

do Norte – Ceará. Nessa região, a frequência de indivíduos afetados com DG é de 

1:4000, na qual Chaves e colaboradores (2015) sugerem que tenha ocorrido um caso 

de efeito fundador (CHAVES et al., 2015). Embora a correlação genotípica e fenotípica 

seja complexa na DG, alguns alelos têm um padrão clínico já conhecido, e assim as 

mutações são divididas em três grupos de acordo com o seu efeito fenotípico, sendo 

então mutações nulas, severas e leves (BEUTLER; GELBART; SCOTT, 2005). 

Mutações nulas são aquelas que não produzem nenhum produto proteico com 

atividade enzimática, como a mutação 84GG, exclusiva de descendentes de judeus 

Ashkenazi, que causa uma alteração no quadro de leitura (BEUTLER; GELBART; 

SCOTT, 2005). O N370S é considerado um alelo de efeitos leves, sendo que 

geralmente um único N370S, independentemente de segunda mutação, é suficiente 

para evitar a doença neuropática aguda. Já a L444P é uma mutação severa, e, na 

ausência de um alelo N370S, é frequentemente associado a danos neurológicos de 

início precoce correlacionados a um fenótipo neuropática típico do tipo III da doença 

(BALWANI; GRACE; DESNICK, 2011; SCOTT et al., 2010). O alelo G377S, pode ser 

considerado leve, pois em homozigoze acarreta em pacientes os sintomas do tipo I 

da doença, mas quando em heterozigotos compostos pode culminar no tipo 

neuropático da DG (ROZENBERG et al., 2006). 

A enzima GBA é uma hidrolase lisossomal associada à membrana que, com o 

auxílio de Saposina C, cliva a ligação β-glicosil da glicosilceramida, produzindo glicose 

e ceramida, e sua deficiência resulta no acúmulo de seu substrato no lisossomo 

(Figura. 1B)(O’BRIEN; KISHIMOTO, 1991; TAMARGO et al., 2012). Embora a 
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atividade da GBA esteja diminuída em todos os tipos de células dos pacientes com 

DG, no tipo I da doença grandes acúmulos de GlcCer são observados principalmente 

em macrófagos (BUSSINK et al., 2006). As chamadas "células de Gaucher" são 

macrófagos aumentados devido ao acúmulo de GlcCer, e essas são encontradas em 

vários órgãos nos pacientes com DG, embora sejam predominantes na medula óssea, 

fígado e baço (BUSSINK et al., 2006). Acredita-se que esse acúmulo ocorra em 

especial nos macrófagos devido a função dessas células no turn-over celular, 

processo pelo qual os macrófagos endocitam grandes quantidades de GlcCer 

derivado da membrana de eritrócitos e leucócitos (NAITO; TAKAHASHI; HOJO, 1988). 

 

 

Figura 1. A) Estrutura e posição do gene GBA e GBAP1, com destaque para a posição 

das mutações mais comuns no gene, 84GG; N370S; G377S e L444P. B) Reação 
catalisada pela GBA + SaposinaC; Glicosilceramida hidrolisada por GBA+SaposinaC 

gera Glicose e Ceramida. Modificada de Clark et al., 2013 e Dvir et al., 2003. 

 

A enzima GBA, em sua forma madura, contém 497 aminoácidos e possui entre 

59 e 69 kDa, dependendo das modificações após a tradução (GRABOWSKI et al., 

1990). Dvir e colaboradores (2003), por meio de análises de raios X, foram os 
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primeiros pesquisadores a elucidar a GBA estruturalmente e descreveram a presença 

de três domínios. O domínio I, que fica entre os resíduos 1 a 27 e 383 a 414, contendo 

duas pontes de dissulfeto, resíduos 4-16 e 18-23, que são necessárias para a 

conformação tridimensional. Além disso, nesse domínio o aminoácido N19 é 

glicosilado, característica essencial para a atividade catalítica in vivo da GBA (BERG-

FUSSMAN et al., 1993). O Domínio II corresponde aos resíduos 30-75 e 431-497 e o 

Domínio III, entre os resíduos 76-381 e 416-430, ele também contém o sítio catalítico 

e possui três cisteínas livres nas posições 126, 248 e 342. As cisteínas presentes na 

molécula têm grande participação na estabilidade da proteína e atividade enzimática, 

em especial a cisteína 342, devido a sua proximidade ao sítio catalítico (Figura 2A). A 

estrutura quaternária da GBA não é completamente compreendida, assim, ainda não 

se sabe a conformação da GBA in vivo (SMITH; MULLIN; SCHAPIRA, 2017).  

 

Figura 2. Estruturas de raios-X da β-glicosilceramidase ácida (Protein Data Bank, 
3GXD). A) Domínio I, em rosa, com os átomos de enxofre representados por esferas 
amarelas. Domínio II, em verde claro. Domínio III, em verde-azulado, o domínio 
catalítico, contém as três cisteínas livres representadas por esferas laranja. B) 
Estruturas de raios-X da β-Glicosilceramidase ácida, posições de N-glicosilação. Os 
locais de N-glicosilação estão representados como esferas azuis, o sítio catalítico está 
representado pelas esferas amarelas e vermelhas. Fonte: SMITH; MULLIN; 
SCHAPIRA, (2017) 

 
A GBA é traduzida no retículo endoplasmático (RE), passa por modificações 

estruturais no Complexo de Golgi e, então, é direcionada aos lisossomos por meio da 

proteína lisossômica de membrana integral tipo 2 (LIMP-2) (SMITH; MULLIN; 

SCHAPIRA, 2017; ZUNKE et al., 2016). A LIMP-2 é uma proteína transmembrana 
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essencial para o direcionamento adequado da GBA. A interação das duas proteínas 

ocorre no RE, seguido do tráfego do complexo LIMP2/GBA para as vesículas 

lisossomais (RECZEK et al., 2007; ROTHAUG et al., 2014). Reczek e colaboradores 

(2007), avaliaram a atividade biológica da GBA em camundongos nocaute para LIMP-

2, nessas condições foram observadas diminuições de pelo menos 50% na atividade 

da GBA no baço, fígado e nos pulmões, e aproximadamente 60% de atividade no 

cérebro. Os mesmos autores, realizaram um experimento de imuno-fluorescência em 

cortes de fígado e baço nos camundongos nocaute para LIMP-2, e observaram baixa, 

ou ausência, de fluorescência respectiva da proteína GBA (RECZEK et al., 2007). 

Destacando, assim, a importância de uma LIMP-2 funcional para o direcionamento da 

GBA e sua não depleção (RECZEK et al., 2007; ZUNKE et al., 2016). 

Na via de biossíntese da GBA, a proteína passa por uma fase de maturação, 

onde há a remoção do peptídeo sinal de 19 ou 39 aminoácidos dos 536 ou 516 

aminoácidos iniciais, e é convertida na proteína final com 497 resíduos (SORGE et al., 

1987). Outra modificação pós traducional importante são as glicosilações que ocorrem 

no Complexo de Golgi pois, como diversas enzimas lisossomais, a GBA é glicosilada 

para manter sua estabilidade conformacional e atividade catalítica (RIJNBOUTT et al., 

1991). Os cinco sítios potenciais de N-glicosilação são Asn 19, Asn 59, Asn 146, Asn 

270 e Asn 462 (Figura 2B), e geralmente os 4 primeiros são mantidos glicosilados 

(DVIR et al., 2003). Como esperado para uma enzima lisossomal, o pH ótimo para a 

atividade da GBA é de 4,7–5,9 (TAN et al., 2014) e em pH neutro (~ 7,4), semelhante 

ao lúmen do RE, a atividade enzimática é completamente interrompida (LIEBERMAN 

et al., 2007). O pH ácido do lisossomo proporciona estabilidade à conformação 

tridimensional da enzima GBA. 

A GlcCer é degradada por três hidrolases diferentes, sendo a GBA uma enzima 

lisossômica, a GBA2 e GBA3 enzimas não-lisossômicas. Embora os genes que 

codificam para GBA, GBA2 e GBA3 não tenham similaridade na sequência gênica, 

elas possuem atividade catalítica similar (YILDIZ et al., 2013). O gene que codifica a 

enzima GBA2 localiza-se no cromossomo 9p13 (MATERN et al., 2001), e essa é uma 

proteína citosólica associada a membrana, encontrada na superfície RE e Complexo 

de Golgi (BOOT et al., 2007; KÖRSCHEN et al., 2013). A GBA2 é importante em 

respostas de sinalização e como contribui para a atividade da GBA1 (KÖRSCHEN et 

al., 2013; WOESTE; WACHTEN, 2017). Indivíduos com mutações em ambos os alelos 
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da GBA2, apresentam uma combinação variável de ataxia cerebelar, paraplegia 

espástica e comprometimento cognitivo (YILDIZ et al., 2013). Já o gene que codifica 

para a GBA3, está localizado no cromossomo 4p15. Essa é uma enzima citosólica 

solúvel presente no rim, fígado, baço, intestino e linfócitos de mamíferos e compartilha 

domínios similares às proteínas da família Klotho, diferindo das mesmas por se 

apresentar como a única proteína desse grupo com atividade beta-Glicosilceramidase 

(CHEN et al., 2018; HAYASHI et al., 2007). Outra diferença entre as hidrolases de 

GlcCer é a forma pela qual elas podem ser inibidas, a GBA é inibida de forma 

específica e irreversível pelo epóxido de conduritol B (CBE), enquanto esse composto 

não afeta as GBAs não-lisossômicas (GRABOWSKI et al., 1984). Já a atividade da 

GBA2 é muito sensível à inibição por análogos de desoxinojirimicina hidrofóbicos, 

como por exemplo, o N-butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ), que em altas concentrações 

afeta também a GBA (PLATT et al., 1994). Por consequência dessa inibição seletiva 

das GBAs, quando o CBE e o NB-DNJ são acrescentados ao método convencional 

de mensuração da atividade enzimática da GBA-total é possível analisar a atividade 

biológica específica de cada GBA. 

 

1.3 Terapia de reposição enzimática 

 

A DG foi a primeira doença de acúmulo lisossomal na qual foi criada uma terapia 

específica, sendo até hoje considerada como modelo para o desenvolvimento de 

tratamentos para doenças do erro inato do metabolismo. Atualmente existem duas 

principais opções de tratamento para DG, terapia de reposição enzimática (TRE) e 

terapia de redução de substrato (TRS) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). A TRE é 

basicamente a reposição da enzima deficiente através da infusão intravenosa aos 

pacientes a cada 15 dias. A TRS consiste na inibição da formação da GlcCer nas 

células para que não ocorra seu acúmulo. O miglustate (Zavesca®, Actelion 

Pharmaceuticals), por exemplo, é um análogo à glicose que inibe a glicosilceramida 

sintase, que é a primeira enzima na síntese da glicosilceramida, tendo como 

consequência a redução da GlcCer nas células (PLATT et al., 2001). Embora exista 

essa segunda opção terapêutica disponível, a grande maioria dos pacientes são 

tratados com TRE. No Brasil, por exemplo, dos 670 pacientes com DG cadastrados 
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no Sistema Único de Saúde, 96% utilizam a TRE e 4% TRS (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014).  

A terapia de reposição enzimática para doenças de acúmulo lisossomal foi 

sugerida em 1964 por Christian de Duve, na qual o autor propôs que substâncias 

absorvidas intracelularmente em um processo endocítico poderiam alcançar os 

lisossomos com facilidade (DE DUVE, 1964). Os primeiros tratamentos utilizavam a 

GBA purificada da placenta humana, entretanto, mesmo sendo observada a redução 

de GlcCer no fígado, a proteína era de difícil obtenção e elevado custo (GRABOWSKI, 

1995). Apenas em 1994, com o avanço da tecnologia e manipulação do DNA, uma 

GBA recombinante (rGBA) foi disponibilizada para grande parte dos pacientes e, 

desde então, a TRE revolucionou a forma de tratamento e mudou a qualidade de vida 

de pessoas com DG (GOLDMAN; CLARKE; GARBER, 1992).  

Atualmente no Brasil, são comercializados 3 tipos de rGBAs, a imiglucerase 

(Cerezyme®, Genzyme Corporation, Cambridge, MA), a taliglucerase alfa (Elelyso®, 

Protalix Biotherapeutics, Carmiel, Israel) e a alfa-velaglucerase (VPRIV®, Shire HGT, 

Cambridge MA). As enzimas diferem-se pela forma de produção, a sequência de 

aminoácidos e ao padrão de glicosilação, o que pode afetar a eficiência de 

internalização e propriedades imunogênicas das moléculas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014). As rGBAs são administradas aos pacientes em doses de aproximadamente 15 

unidades / kg a 60 unidades / kg de peso corporal (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Assim, considerando a dose média de 30 U/kg/infusão a cada 15 dias para um adulto 

de 70 kg, anualmente cada paciente receberia 50.400U da enzima (Relatório da 

Conitec [Comissao Nacional de Incorporção de Tecnologias SUS], 2014). 

Considerando que o custo da dose de 400U de imiglucerase é, atualmente, 

U$1.664,34, então cada paciente adulto requer aproximadamente U$ 210.000,00 por 

ano. 

A TRE é eficaz na maioria dos pacientes, com redução no volume de fígado e 

baço, aumento das concentrações de hemoglobina e contagem de plaquetas, sendo 

que os pacientes com DG atingem um patamar clínico estável, após os primeiros anos 

de tratamento. Existem poucos efeitos colaterais, pode ser observado o aumento de 

peso temporário, resistência à insulina, com poucas reações de hipersensibilidade e 

casos raros de anafilaxia (MISTRY et al., 2017; STARZYK et al., 2007). Embora a TRE 

seja padrão ouro para o tratamento de DG, seu benefício é apenas para indivíduos 
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com DG tipo I. Em pacientes com a variante neuropática pouco ou nenhum efeito é 

observado no sistema nervoso, pois as enzimas administradas não atravessam a 

barreira hematoencefálica (BHE), por consequência do grande tamanho da GBA, 

(BRADY; YANG; ZHUANG, 2013).  

Mesmo a TRE sendo o padrão ouro para o tratamento para pacientes com DG, 

o alto custo de produção dificulta a manipulação de doses elevadas da enzima para 

os pacientes (DANDANA et al., 2016). E, além disso, a comercialização das rGBA 

está sob monopólio de grandes empresas internacionais como a Genzyme 

Corporation, a Shire Human Genetic Therapies e a Protalix Biotherapeutics. 

Considerando essas deficiências na TRE atual, fica clara a importância da produção 

de novas proteínas com funções e produção otimizadas, para fornecer melhores 

condições aos pacientes com um baixo custo para o país. 

 

1.4 Métodos de produção de β-Glicosilceramidase recombinantes 

 

Até a década de 90, antes da implementação da terapia de reposição enzimática 

com GBA, os tratamentos disponíveis aos afetados com DG eram limitados à 

amenização dos sintomas secundários, com transfusões de sague, administração de 

analgésicos, oxigenoterapia e repouso (GOLDMAN; CLARKE; GARBER, 1992; 

STARZL et al., 1993). Em casos mais graves, eram realizados transplantes de medula 

óssea (RAPPEPORT; GINNS, 1984) e porções do baço e do fígado eram retirados 

por procedimentos cirúrgicos ou até transplantados. Entretanto, ambas as 

intervenções resultaram pouca, ou nenhuma, melhora do quadro clínico a longo prazo 

(AYTO et al., 2010; FLESHNER et al., 1991; GROTH et al., 1971; STARZL et al., 

1993). A sugestão de utilizar-se a proteína GBA purificada de outros tecidos como 

alternativa de tratamento foi definida por Roscoe O. Brady (1966), na década de 60, 

mas apenas em 1973, Pentchev e colaboradores, foram capazes de extrair e purificar 

a GBA de placentas humanas, sendo mais tarde chamada de alglucerase 

(Ceredase®) (BRADY, 1966; GOLDMAN; CLARKE; GARBER, 1992; PENTCHEV et 

al., 1973). No ano seguinte, Brady e colaboradores (1974) realizaram o primeiro teste 

clinico da Alglucerase, no qual foi administrado a dois pacientes com DG, 

aproximadamente, 1,6x106 U de GBA por dois dias consecutivos. Uma biópsia do 

fígado dos pacientes, após 24h da infusão, mostrou a redução dos níveis de 
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glicosilceramida em 26%, em ambos os casos. Já os leucócitos desses pacientes 

foram avaliados após 72h, e também foi detectada uma redução de glicosilceramida 

de 16,2% e 10,3% (BRADY et al., 1974). Com esses resultados iniciais positivos, nos 

anos seguintes, foi conduzida uma serie de análises clinicas da Alglucerase e o 

aperfeiçoamento de sua purificação, até que, em 1991, o FDA aprovou a 

administração de Alglucerase em pacientes com DG tipo I (GOLDMAN; CLARKE; 

GARBER, 1992). Entretanto, a principal limitação desse tratamento era 

disponibilidade do produto bruto. Conforme descrito por Grabowski et al 1995, para o 

tratamento anual de cada paciente eram necessárias aproximadamente 50.000 

placentas humanas (GRABOWSKI, 1995). Assim, sabendo da eficácia da TRE para o 

tratamento de pacientes com GD e a dificuldade de obtenção da GBA extraída da 

placenta, foi estudada a possibilidade da produção de GBAs recombinantes a partir 

de plataformas de expressão de proteínas (GOLDMAN; CLARKE; GARBER, 1992; 

GRABOWSKI, 1995). 

Um fator crítico na produção eficiente de uma proteína recombinante é a escolha 

do sistema de expressão, GBAs recombinantes já foram produzidas em várias 

plataformas incluindo células de mamíferos como CHO, células de inseto, leveduras, 

células de raiz de cenoura, tabaco transgênico e células humanas, HEK 293 (utilizada 

no atual estudo) e linhagens de fibrosarcoma (BANDARANAYAKE; ALMO, 2014; 

LALONDE; DUROCHER, 2017). Cada sistema tem suas próprias vantagens, 

entretanto para a produção de proteínas administradas em seres humanos, como a 

GBA, é importante que o modelo celular tenha semelhança com processo de 

enovelamento de proteínas, além dos tipos modificações pós-traducional e padrões 

de glicosilação, que podem ser alcançados com a utilização de células humanas 

(WALSH, 2010). A falta de fidelidade nesses processos pode afetar a estabilidade da 

proteína, diminuir a afinidade pelo substrato, levar ao aumento da imunogenicidade e 

gerar rápida desnaturação da enzima (LALONDE; DUROCHER, 2017; WALSH; 

JEFFERIS, 2006). Em especial para GBA, as modificações pós transducionais e 

padrões de glicosilação são essenciais para internalização por macrófagos em 

manutenção da atividade enzimática (SATO; BEUTLER, 1993; SMITH; MULLIN; 

SCHAPIRA, 2017). Em sistemas de produção que não reproduzem a estrutura da 

GBA humana, etapas adicionais para gerar as modificações pós traducionais são 



27 
 

 
 

acrescidas ao processo de produção, entretanto isso eleva o custo e o tempo de 

produção (GRABOWSKI, 1995).  

A primeira descrição de uma β-Glicosilceramidase recombinante foi em 1988, na 

qual Martin e colaboradores realizaram a infecção de células do inseto Spodoptera 

frugiperda (SF9) com o baculovírus AcNPV, contendo a sequência do cDNA da GBA 

humana (MARTIN et al., 1988). Os autores mostraram por meio da produção 

transitória que com o cultivo de 1,2x108 células SF9, infectadas com o baculovirus 

recombinante portador do gene GBA, permitiu a produção de 400,000 U de GBA 

intracelular e 270,000 U em 200 ml de meio de cultura. Então nessas condições, 40% 

da GBA produzida pelas células SF9 estavam no meio de cultura. Nesse estudo, para 

avaliação da atividade específica da enzima GBA, as amostras foram submetidas a 

ensaios de radioatividade para mensurar a quantidade de glicose liberada marcada 

com radioisótopo utilizando o substrato glucocerebrosídeo marcado com 14C conforme 

descrito por Ginns e colaboradores (GINNS et al., 1982). Esse ensaio utiliza-se 70 

mµmoles de 14C-esfingolmielina (158.000 cpm/ µmol) e 1 U de atividade de enzima é 

definida como a quantidade de 1 mµmol de esfingomielina por minuto (GINNS et al., 

1982). Martin e colaboradores demonstraram que a GBA recombinante era altamente 

glicosilada e que a sequência de aminoácidos da porção amino-terminal é idêntica à 

GBA da placenta humana, o que indica que a sequência do peptídeo sinal foi 

reconhecida e apropriadamente removida nas células SF9 (MARTIN et al., 1988). Os 

autores também compararam a GBA obtida do sobrenadante e por meio intracelular, 

quanto aos parâmetros de western blot e atividade biológica. Não houve diferença 

entre a imunoreatividade considerando as duas condições de produção, entretanto a 

detecção do pico de atividade biológica das enzimas variou quando avaliado em 

diferentes condições de pH. No caso da GBA obtida de forma intracelular foi 

observado um único pico de máxima atividade, em pH 5,5, enquanto na GBA presente 

no sobrenadante foram observados dois picos de atividade enzimática máxima, pH 

4,5 e 5,5, sugerindo pequenas diferenças entre ambas enzimas (Martin et al., 1988). 

Em 1994, a imiglucerase (Genzyme®), produzida em culturas de células de ovário 

de hamster chinês (CHO), se tornou a primeira β-Glicosilceramidase recombinante 

aprovada pelo FDA (FRIEDMAN, 1996). Essa rGBA é isolada do sobrenadante das 

células CHO recombinantes e difere-se da alglucerase por um aminoácido na posição 

495, onde a histidina é substituída pela arginina, visando a exposição de resíduos de 
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manose (FRIEDMAN, 1996). Além disso, a produção dessa rGBA também envolve a 

desglicosilação sequencial in vitro, isto é, a remoção sequencial de açúcares siálico, 

galactose e N-acetil-glicosamina das cadeias oligossacarídicas nos locais de N-

glicosilação para terminarem em manose (FRIEDMAN, 1996; FURBISH et al., 1981; 

GRABOWSKI, 1995). No relatório de características da imiglucerase fornecido pelo 

fabricante, é relatado que durante o primeiro ano de terapia aproximadamente 15% 

dos indivíduos tratados com esse fármaco desenvolvem anticorpos IgG contra a 

imiglucerase (GENZYME.LTD, [s.d.]). Atualmente, a Cerenzyme ainda é a proteína 

recombinante mais utilizada na TRE de pacientes com DG no Brasil (FRIEDMAN, 

1996; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Pesquisadores brasileiros também geraram 

uma linhagem CHO com produção de GBA recombinante, para isso foram utilizadas 

as células CHO-DXB11 que são uma linhagem auxotrófica deficiente na atividade da 

diidrofolato redutase (NOVO et al., 2012). Novo e colaboradores (2012) demonstraram 

por experimentos de western blot, a expressão da GBA recombinante intracelular (∼64 

e 59 kDa) e secretada no meio de cultura (63–69 kDa). Para avaliar a estabilidade da 

melhor linhagem heterogênea produtora de GBA, esses autores mantiveram a cultura 

das células recombinantes por 45 dias em meio não seletivo, e observaram uma 

diminuição gradativa na taxa de produção, e ao final do experimento a linhagem 

apresentava o mesmo nível de GBA que as células controles. Então, a linhagem foi 

subclonada e a partir de uma nova seleção do clone com maior produção de GBA 

secretada, obtiveram produção estável com uma média de atividade biológica da GBA 

de 28,54 ± 2,75 µmol 4MU/min/mg (NOVO et al., 2012). 

Reggi e colaboradores, em 2005, produziram e purificaram a enzima GBA a partir 

de sementes de tabaco transgênico (REGGI et al., 2005). Os autores mostraram que 

a enzima recombinante derivada de tabaco foi enzimaticamente ativa, absorvida por 

fibroblastos humanos e isenta de resíduos imunogênicos. Por meio de 

imunomarcação, os autores mostraram localização específica do armazenamento de 

GBA recombinante dentro de vacúolos das sementes (REGGI et al., 2005). A 

internalização por fibroblastos por essa GBA produzida pelas sementes de tabaco foi 

3 vezes menor que a internalização por imiglucerase, entretanto, os autores sugerem 

que isso pode ser que a purificação dessa rGBA foi apenas parcial. A produção 

observada foi de cerca de 720 µmol/min de GBA em 1 kg de sementes de tabaco 

colhidas de 30.000 plantas das 10 melhores linhagens (REGGI et al., 2005). He e 



29 
 

 
 

colaboradores (2012) descreveram a produção de rGBA em outro sistema de 

expressão baseado em plantas, utilizando da Arabidopsis thaliana (HE et al., 2012). 

A rGBA de A. thaliana apresentou um alto conteúdo de N-glicanos terminados em 

manose, mas para a remoção de 15% das rGBA com potencial imunogênico, um 

passo de purificação teve que ser adicionado (HE et al., 2012). He e colaboradores 

geraram 43 linhagens transgênicas com produção permanente de GBA, e foram 

capazes de selecionar uma com produção de GBA estável. Avaliando as sementes 

da a maior produção foi de 1440 nmol/h/mg de proteína total das amostras (HE et al., 

2012). 

Em 2007, a VPRIV (Shire Human Genetic Therapies), produzida em uma 

linhagem celular humana de fibroblastos HT-1080 por meio da tecnologia de ativação 

gênica, foi desenvolvida como uma alternativa de terapia de reposição enzimática 

(DANIEL, 2006). Em contraste com a imiglucerase e a taliglucerase, a velaglucerase 

alfa contém a sequência enzimática humana nativa. Como descrito por Daniel (2006), 

o modelo de produção em células HT-1080 afeta a composição de N-glicanos da GBA, 

o tipo de N-glicano predominante na velaglucerase alfa é o tipo high-manose, com 

nove unidades de manose presentes na molécula, enquanto a alglucerase e a 

imiglucerase contêm principalmente glicanos do tipo complexo (BRUMSHTEIN et al., 

2010; DANIEL, 2006). A alglucerase, por exemplo, possui ~20% das cadeias de 

glicano com alto conteúdo de manose, e assim 80% são predominantemente do tipo 

complexo (TAKASAKI et al., 1984), sendo que essas diferenças podem afetar a 

eficácia de absorção celular das enzimas. Resultados descritos pelo fabricante da 

velaglucerase alfa apontam que a quantidade de pacientes que desenvolve anticorpos 

contra o fármaco é de 1%, após um ano de tratamento (SHIRE, [s.d.]). Brumshtein e 

colaboradores realizaram um experimento com incubação de velaglucerase e 

imiglucerase por 3h utilizando macrófagos derivados de células U937, e nessas 

condições os autores observaram que a velaglucerase alfa foi internalizada 2,5x mais 

rapidamente do que a imiglucerase (BRUMSHTEIN et al., 2010).  

Em maio de 2012, a FDA aprovou a taliglucerase alfa, que é expressa em células 

em suspensão de raiz cenoura. Esta rGBA é armazenada no vacúolo das células e 

durante o processo de tradução produzem estruturas terminais de manose 

possibilitando a internalização pelos macrófagos (SHAALTIEL et al., 2011; ZIMRAN 

et al., 2018). Sendo assim, nesse sistema de expressão não são necessárias 
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modificações adicionais in vitro, como a Imiglucerase. Entretanto, nessa molécula 

foram feitas modificações na sequência original da GBA, com modificações na porção 

N-terminal e C-terminal (SHAALTIEL et al., 2011). Para avaliar a segurança e a 

eficácia da taliglucerase em pacientes adultos e pediátricos foram realizados estudos 

clínicos em vários centros médicos em todo o mundo, incluindo no Brasil (CRAVO et 

al., 2018; GUPTA; PASTORES, 2017). Os resultados em geral foram positivos e os 

eventos adversos relacionados ao medicamento foram considerados leves ou 

moderados, e transitórios (GUPTA; PASTORES, 2017). Entretanto, na descrição do 

medicamento realizado pela Pfizer Labs, em 2016, é relatado que em um ensaio 

clínico, 21 dos 72 pacientes tratados com taliglucerase (26%) apresentaram efeitos 

adversos com reações de hipersensibilidade e anafilaxia (PFIZER, 2016). Como 

descrito, dentre as enzimas aprovadas pelo FDA a velaglucerase alfa, produzida em 

células humanas de fibrosarcoma, apresenta a menor taxa de formação de anticorpos 

para o fármaco, o que evidência que uma plataforma de expressão baseada em 

células humanas apresenta proteínas com menor imunogênicidade (SWIECH; 

PICANÇO-CASTRO; COVAS, 2012).  

 

1.5 Integração de transgenes e clonagem celular 

 

O projeto genoma humano, concluído em abril de 2003, deixou claro que pouco 

compreendemos sobre a complexidade do genoma. Considerando que a sequência 

de DNA haplóide humana possui 3 bilhões de nucleotídeos e apenas cerca de 23.000 

genes, o que nos torna diferentes não é o número de genes, mas como eles são 

regulados (CONSORTIUM, 2012). Esses conceitos fundamentam os desafios da 

manipulação genética de organismos vivos, pois para a expressão correta de um 

transgene de interesse existem diversos fatores regulatórios e posicionais que podem 

afetar a transcrição e tradução eficiente (BANDARANAYAKE; ALMO, 2014; CHEN et 

al., 2018). Um fator importante para a inserção de um transgene são os tipos de 

vetores, uma opção muito utilizada são vetores virais que podem ser utilizados para 

de transferência um fragmento de DNA de forma transiente ou permanente (CIUFFI, 

2008). O modo de integração por vetores virais de uma sequência de DNA ao genoma 

das células levanta preocupações de segurança com relação a terapia gênica e sobre 

a eficácia de produção em plataformas de expressão.  
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Vetores retrovirais são muito utilizados na transferência de genes e em terapia 

gênica in vivo e ex vivo, em especial por permitirem a inserção de sequências de 

interesse no genoma da célula hospedeira. Os retrovírus se caracterizam por serem 

vírus de RNA que utilizam da transcriptase reversa para transcrever o RNA viral em 

um DNA de fita dupla, que é então, inserido de forma estável no cromossomo do 

organismo hospedeiro (LUSIC; SILICIANO, 2017; WALTHER; STEIN, 2000; CIUFFI, 

2008; PICANÇO-CASTRO et al., 2008). O grupo dos retrovírus podem ser divididos 

em sete gêneros (alpha-, beta-, gamma-, delta-, e epsilon-Retroviridae, Spumaviridae 

e Lentiviridae) e, entre eles, os gamma-Retroviridae (MLV) e o Lentiviridae (HIV) 

possuem os padrões de integração extensivamente caracterizados (POLETTI; 

MAVILIO, 2018). Esses estudos têm mostrado que os gamma-retrovirus possuem 

sítios preferencias de inserção em regiões promotoras e elementos enhancers, 

associado a locais da cromatina enriquecidas em marcas epigenéticas como 

HeK4me1-3 e H3K27ac. Já os lentivírus possuem como sítios preferencias de 

inserção sequências transcricionalmente ativas, se integrando sem diferenciar íntrons 

ou éxons, além de estar associado a regiões do genoma enriquecidas em histonas do 

tipo H3K36me3 (LUSIC; SILICIANO, 2017; POLETTI; MAVILIO, 2018). De fato, 

experiências anteriores em nosso grupo de pesquisa permitiram mostrar as 

preferências diferenciais de sítios de integração no genoma da célula hospedeira entre 

os vetores derivados de gamma-retrovírus (CORREA DE FREITAS et al., 2014; 

CASTILHO-FERNANDES et al., 2015) e os vetores derivados de lentivírus (RUSSO-

CARBOLANTE et al., 2011), bem como sua dependência de acordo com o tipo celular. 

A diversidade observada é, em parte, devido às diferenças da maquinaria responsável 

pela integração desses vetores retrovirais na célula hospedeira (POLETTI; MAVILIO, 

2018). Poletti e Mavilio (2018) mostraram que a integração dos vetores gamma-

retrovirus é dependente da interação das proteínas virais com as proteínas 

remodeladoras de cromatina do tipo BRD2, BR3 e BR4 que são responsáveis por 

alterações epigenéticas nas histonas (DE RIJCK et al 2013; POLETTI; MAVILIO, 

2018). Por outro lado, a integração dos vetores lentivirais é dependente da formação 

de um complexo pré-integração formado pelas proteínas Nup153/ LEDGF/ p75 com 

as proteínas do capsídeo lentiviral (MARINI et al 2015; POLETTI; MAVILIO, 2018). 

Em conjunto, esses estudos têm auxiliado ao constante desenvolvimento de novas 
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gerações de lentivírus para aumentar sua eficácia e segurança dos mesmos em 

protocolos clínicos (CIUFFI, 2008; PICANÇO-CASTRO et al., 2008).  

A terapia gênica ex vivo para a doença de Gaucher já foi realizada com ambos 

tipos de vetores. Dunbar e colaboradores (1998) utilizaram vetores gamma-retrovirais 

para modificação gênica de células mononucleares do sangue periférico e células-

tronco hematopoéticas da medula óssea (CD34+) de três pacientes com DG. Nesse 

estudo, a eficiência da transdução foi da ordem de 1-10% e após o termino da 

transdução, os pacientes foram infundidos com as células autólogas modificadas 

geneticamente. Por fim, a análise da atividade biológica da enzima glicosilceramidase 

em células mononucleares dos pacientes até 3 meses após a infusão não mostrou 

alteração no nível da mesma, mostrando ausência da correção fenotípica (DUNBAR, 

1998). Kim e colaboradores (2004) utilizaram de vetores lentivirais para modificação 

gênica de células de fibroblastos de pacientes com DG do tipo I, II e III. Cinco dias 

após a transdução, os autores observaram níveis elevados de GBA nos fibroblastos 

de pacientes (152 + 3,2 U/mg de proteína) comparado a quantidade de GBA em 

fibroblastos antes da modificação gênica (17,4 + 4,66 U/mg proteína) (KIM et al., 

2004). A análise comparativa desses dois estudos sugere uma maior eficácia no uso 

dos vetores lentivirais para terapia gênica ex vivo em DG quando comparado com os 

vetores retrovirais.  

No trabalho de Kim e colaboradores (2004) e Dunbar e colaboradores (1998), a 

análise das células após a transdução viral foi realizada sem a seleção de uma 

população enriquecida com o transgene. Para gerar linhagens recombinantes com 

produção permanente de proteínas, após a integração do transgene, a cultura passa 

por seleção, geralmente, realizada com antibióticos para que todas as células 

mantidas tenham o gene de interesse. Entretanto, imediatamente após a seleção a 

população celular recombinante gerada ainda é heterogênea, pois é composta por 

diferentes sub-populações com variações no nível de expressão proteica, o que pode 

ser explicado pelo número variável de copias do gene de interesse, variações no sítio 

de integração do genoma, entre outros (BROWNE; AL-RUBEAI, 2007; WILSON; 

BELLEN; GEHRING, 1990). Essa heterogeneidade na linhagem dificulta a 

estabilidade de produção e o rendimento, sendo que, um declínio na produção é 

frequentemente observado com o aumento de passagens devido ao crescimento de 

subpopulações de baixa expressão (BROWNE; AL-RUBEAI, 2007). Se após o 
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tratamento com antibiótico não for realizada a clonagem celular, à medida que as 

células que produzem menos populam a linhagem, a produtividade pode diminuir com 

o tempo e a população irá apresentar atividade e velocidade de crescimento instável 

(BROWNE; AL-RUBEAI, 2007). Assim, a clonagem celular, após a seleção, é 

considerada um pré-requisito para a produção industrial e em larga escala (BROWNE; 

AL-RUBEAI, 2007).  

Independentemente do método de isolamento, os clones celulares gerados são 

altamente heterogêneos entre si, assim para a seleção do melhor grupo de clones há 

a análise de diversas propriedades dessas linhagens, além da produtividade 

(BANDARANAYAKE; ALMO, 2014). A caracterização envolve a avaliação da 

qualidade do produto gerado, estabilidade genética, capacidade de crescimento 

celular, as propriedades dos perfis metabólicos e estabilidade de produção 

(NAKAMURA; OMASA, 2015). Além disso, Lai e colaboradores (2013) realizam uma 

análise comparativa das diferentes linhagens celulares recombinantes CHO 

produtoras de proteínas de interesse comercial e discutem os diferentes sistemas 

utilizados para obtenção de uma população celular com produção estável da proteína 

terapêutica, bem como, as diferentes estratégias para a clonagem celular. Em 

conjunto, os dados mostram uma grande diversidade de protocolos e estratégias para 

obtenção de uma linhagem celular com elevados níveis da proteína terapêutica e o 

conhecimento na era genômica tem permitido avanços nessa área (LAI; YANG; NG, 

2013). Spidel e colaboradores (2016), utilizaram da HEK293 para produzir anticorpos 

monoclonais e geraram 40 clones celulares, e observaram expressões aumentadas 

até no máximo 3x em relação à média de todos os clones (SPIDEL et al., 2016). 

Visando a produção da GBA recombinante, Novo e colaboradores (2012), geraram 

uma linhagem com produção permanente de GBA humana em células CHO, utilizando 

o vetor plasmidial por meio da seleção com metotrexato. Após a obtenção da 

população mista, os autores geraram 24 clones celulares e selecionaram os três 

clones, os quais mostraram níveis de GBA, da ordem de 1,84-5,14 pg/célula/dia 

(NOVO et al., 2012). De maneira interessante, considerando consistir em vetor 

plasmidial convencional, os autores realizaram também estudos sobre estabilidade 

clonal. Os clones com níveis mais elevados de produção de GBA, quando submetidos 

ao cultivo durante 45 dias na ausência do tratamento com metotrexato, diminuíram 

gradativamente o nível de produção da enzima, até que ao final do experimento, os 
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níveis de GBA ficaram similares as células controle sem modificação gênica (NOVO 

et al., 2012). Com base nessas informações, em nosso projeto de pesquisa, após a 

recuperação das células do processo de descongelamento optamos pelo tratamento 

da população celular com produção estável de GBA por 5 dias com o antibiótico de 

seleção, antes de prosseguirmos com nossas análises. 

 

1.6 Modelo murino para DG 

 

Um dos grandes desafios da pesquisa em doenças raras é alcançar um número 

adequado de indivíduos para testar métodos de tratamento, intervenções e até mesmo 

delinear o curso natural de desenvolvimento da doença. Modelos animais que 

recapitulam as características clínicas e fisiológicas encontradas em doenças 

humanas são de extrema importância para pesquisa, em especial para doenças 

genéticas raras. Camundongos são especialmente importantes para pesquisas 

genéticas devido à similaridade de seu genoma ao dos humanos e também por sua 

disponibilidade, facilidade de manipulação e reprodução (FAGUNDES; TAHA, 2004). 

Desde os meados da década de 70, diversos grupos tentam desenvolver um modelo 

em camundongos que reproduza o quadro clínico e fisiológico da DG (FARFEL-

BECKER et al., 2009). Os primeiros camundongos desenvolvidos foram classificados 

como quimicamente induzidos, pois o método pelo qual esses modelos foram criados 

baseia-se na inibição da GBA pela administração intraperitoneal diária de CBE aos 

camundongos (KANFER et al., 1975). Após três semanas de tratamento com CBE, 

esse composto inibe aproximadamente 90% da GBA em diferentes tecidos e gera a 

acumulação de GlcCer no fígado, no baço e no cérebro (STEPHENS et al., 1978). 

Apesar da facilidade de reprodução do método, os camundongos quimicamente 

induzidos são considerados modelos limitados, pois não recapitulam todos os 

sintomas clínicos observados em humanos. Em 1992, Tybulewicz e colaboradores, 

desenvolveram o primeiro camundongo GBA-/GBA- utilizando o método Neo cassete 

nos éxons 9 e 10 da GBA, o que resultou em uma drástica redução de atividade da 

GBA nas células de todos os tecidos, mas causou letalidade neonatal (TYBULEWICZ 

et al., 1992). Esse modelo se mostra similar ao tipo neuropático agudo da doença, 

com acúmulo expressivo de GlcCer, principalmente nos macrófagos. A letalidade 

neonatal do camundongo GBA-/GBA- ocorreu pela perda de água trans-epidérmica 
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devido a função da GlcCer na permeabilidade da pele de camundongos, característica 

que até então não havia sido descrita e não é observada em humanos (HOLLERAN 

et al., 1994). 

Com o objetivo de gerar modelos de DG com características mais próximas aos 

sintomas em pacientes e com maior tempo de sobrevivência, o próximo passo foi a 

criação de camundongos com mutações comumente encontradas em humanos como 

L444P e N370S (O’NEILL et al., 1989). Vários camundongos portadores de mutações 

pontuais foram gerados nos últimos anos, mas sem grandes avanços. Enquanto 

algumas das mutações resultaram em letalidade, outras não geraram acúmulo de 

GlcCer, ou não refletiram os fenótipos clínicos da doença. Por exemplo, camundongos 

homozigotos para L444P e N370S morriam após algumas horas de vida, já as 

mutações D409H, D409V ou V394L mostraram poucas características fenotípicas 

similares a DG mesmo com apenas 4-10% da atividade residual de GBA (MIZUKAMI 

et al., 2002; XU et al., 2003).  

Em 2006, o modelo murino de DG desenvolvido por Enquist e colaboradores foi 

capaz de recapitular sintomas clínicos como a hepatomegalia, anemia e a presença 

de células de Gaucher, além de manter o tempo de vida normal dos camundongos. 

Esse avanço foi alcançado com a inativação condicional do gene da GBA no sistema 

hematopoiético e mesenquimal, utilizando o sistema Mx1-Cre-loxP, seguido do 

tratamento com ácido polinosinico-policitidilico (APP) que é responsável por ativar o 

promotor Mx1 (ENQUIST et al., 2006). A administração de APP após o nascimento 

permite a manutenção da atividade de GBA durante o início do desenvolvimento, 

evitando assim os defeitos de permeabilidade na pele. Nesse modelo, os éxons de 9 

a 11 foram deletados logo após o nascimento, por meio da ativação do promotor Mx1. 

Além disso, esse promotor não é ativado no cérebro o que possibilitou a geração de 

um camundongo sem comprometimento do SNC, sendo essa condição similar a 

pacientes com DG do tipo I (ENQUIST et al., 2006).  

Em 2010, Mistry e colaboradores refinaram o modelo murino para aproximá-lo 

mais das características clínicas dos pacientes, em especial quanto ao fenótipo da DG 

nos ossos, característica que não foi detectada no modelo anterior. Utilizando o 

sistema Mx1-Cre-loxP de deleção condicional do gene da GBA, os autores geraram a 

deleção dos éxons 8 a 11 da GBA nos camundongos no segundo dia de vida. Como 

esse método depende da ativação do promotor Mx1, a inativação da GBA ocorreu 
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principalmente em células originadas da linhagem hematopoiética e mesenquimal. Os 

camundongos exibiram hepato e esplenomegalia, anemia, tendência para a 

trombocitopenia, além de também apresentarem baixo colesterol HDL e aumento das 

enzimas hepáticas semelhante à doença humana. Um dos destaques desse modelo 

é sua capacidade de reproduzir os defeitos esqueléticos, incluindo osteonecrose focal 

e osteopenia, ambos relatados em pacientes com DG do tipo I (MISTRY et al., 2010). 

Análises mostraram uma redução de 95% da atividade de GBA nos órgãos sem afetar 

o nível dessa proteína no SNC (MISTRY et al., 2010). Além disso, os camundongos 

com inativação condicional apresentaram um acúmulo de GlcCer cerca de 15 vezes 

maior no fígado e 10 vezes maior no baço quando comparados com o tipo selvagem, 

apesar de o conteúdo geral de lipídios não constituir mais de 1% do peso dos órgãos 

aumentados (MISTRY et al., 2010). Dessa forma, os camundongos modelo 

Mx1/Cre/LoxP recapitulam grande parte das manifestações clinicas características da 

DG, e podem ser utilizados para analisar os aspectos biológicos e fisiológicos da 

doença. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A DG foi descrita em 1882, e apesar de ser a doença de acúmulo lisossomal 

mais frequente no mundo, ainda não possui cura. Segundo o Ministério da Saúde 

(2014), são 670 pacientes com DG no Brasil e 96% deles são tratados com terapia de 

reposição enzimática. Apesar dos grandes benefícios observados com o uso da TRE, 

a terapia atual possui desvantagens que comprometem sua disponibilidade e eficácia, 

em especial o alto custo de comercialização, o que dificulta a manipulação de doses 

elevadas aos pacientes com DG. Em 2007, o tratamento com TRE no Brasil custou 

aproximadamente R$ 250 milhões de reais para o sistema público de saúde, sendo 

que nesse ano apenas 500 pacientes foram tratados e essa terapia deve ser mantida 

por toda a vida do paciente. O Brasil ainda não possui produção nacional dessa 

enzima, e assim, a comercialização depende de grandes multinacionais como a 

Genzyme Corporation® e Shire HGT®. Considerando a situação da TRE para DG no 

Brasil, fica clara a importância de uma produção brasileira otimizada da proteína GBA 

para fornecer melhores condições aos pacientes com um baixo custo ao estado.  

Desde 2013, o laboratório de Doenças Metabólicas Hereditárias da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto-USP trabalha em um projeto de pesquisa na área de 

doença de Gaucher com foco no desenvolvimento de uma nova GBA mutante que 

apresente um nível de produção otimizada. Para isso, foi gerada uma linhagem 

recombinante utilizando um vetor lentiviral codificando para uma sequência mutante 

da enzima GBA, esse vetor foi transfectado na linhagem celular humana 293FT. 

Assim, foi gerada uma linhagem celular denominada L16_293-FT-P2-mutGBA que 

produz níveis de GBA secretada no sobrenadante celular da ordem de 22,24 (+ 2,35) 

nmol/h/mL de GBA, cerca de 3 vezes a quantidade de GBA secretada pela célula 

293FT. Esse trabalho tem como objetivo dar continuidade a caracterização a linhagem 

L16_293-FT-P2-mutGBA por meio da clonagem celular e identificação do clone com 

maior produção de β-glicosilceramidase recombinante (mutGBA) no sobrenadante e 

intracelular, e caracterizar a mutGBA por ensaios funcionais ex vivo e in vivo.  
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3 HIPÓTESE 

 

A enzima lisossomal β-glicosilceramidase recombinante presente no 

sobrenadante da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA com produção 

permanente de GBA apresenta atividade biológica in vivo e ex vivo, e é possível obter 

clones celulares a partir dessa linhagem celular com produção homogênea e níveis 

mais elevados da enzima lisossomal mutGBA comparada com a população 

heterogênea L16_293-FT-P2-mutGBA. 
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4 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar a atividade biológica da enzima lisossomal recombinante mutGBA 

por meio de ensaios in vivo e ex vivo em modelo animal transgênico para Doença de 

Gaucher e realizar a clonagem da linhagem celular humana L16_293-FT-P2-mutGBA 

visando obter uma população celular homogênea para a produção permanente da 

enzima recombinante β-glicosilceramidase, previamente gerada no laboratório de 

Doenças Metabólicas Hereditárias. Selecionar o clone com maior atividade biológica 

in vitro da enzima recombinante presente no sobrenadante da cultura celular, maior 

atividade enzimática específica e maior produtividade. 

 

4.1 Objetivos específicos: 

 

1) Avaliar a produção da enzima lisossomal recombinante mutGBA secretada pela 

linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA após o escalonamento das condições 

de cultivo; 

 

2) Estabelecer cultura primária de macrófagos murinos e realizar a análise 

comparativa da internalização da enzima lisossomal recombinante mutGBA pelos 

macrófagos de camundongos com GBA ativa (LoxP/LoxP) versus macrófagos de 

camundongos com DG (Mx1/Cre/LoxP) em diferentes tempos. 

 

3) Estabelecer cultura primária de fibroblastos de indivíduos saudáveis e indivíduos 

com Doença de Gaucher, determinar a atividade específica da enzima lisossomal 

GBA e investigar se na presença do inibidor conduritol B epóxido (CBE) que induz 

inibição irreversível de GBA, a atividade da GBA lisossomal em fibroblastos é 

alterada;  

 

4) A partir da cultura primária de fibroblastos de indivíduos saudáveis e indivíduos 

com Doença de Gaucher investigar se na presença do inibidor N-

butildesoxinogirimicina (NB-DNJ) de GBA2 e da enzima glicosiltransferase que 

transfere o açúcar para a ceramida, a atividade da GBA lisossomal em 

fibroblastos é alterada;  
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5) Investigar se a enzima lisossomal recombinante mutGBA secretada pela 

linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA pode ser absorvida in vitro por fibroblastos de 

indivíduos saudáveis e fibroblastos de indivíduos com Doença de Gaucher;  

 

6) Investigar a capacidade da enzima recombinante lisossomal mutGBA secretada 

pela linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA ser absorvida in vivo por leucócitos, 

baço, fígado e cérebro em modelo animal transgênico para DG e em 

camundongos controles. 

 

7) Determinar a atividade específica da enzima lisossomal recombinante produzida 

pela linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA; 

 

8) Realizar a clonagem da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA e identificar clones 

com níveis elevados de secreção da enzima recombinante lisossomal mutGBA; 

 

9) Realizar a clonagem da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA e identificar clones 

com níveis elevados de atividade específica da enzima recombinante lisossomal 

mutGBA; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Cultivo e expansão da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA 

 

A linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA foi gerada previamente por 

pesquisadores do laboratório de Doenças Metabólicas Hereditárias, sendo essa uma 

população heterogênea (não clonal) produzida a partir do sistema lentiviral com vetor 

portador da sequência da mutGBA, em células 293FT. A Figura 3 mostra que a 

morfologia da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA manteve o tamanho celular 

e formato alongado com pequenas projeções da linhagem virgem 293FT. Esse 

trabalho dá continuidade à caracterização da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA que 

apresenta produção permanente de uma variante da GBA. 

 

 

Figura 3. Morfologia das linhagens celulares humanas em cultura (A) 293FT virgem 
(100 µm) (B) L16_293-FT-P2-mutGBA com produção permanente de mutGBA (200 
µm). 

 

O cultivo da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA foi realizado em meio DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) da GIBCO® com 10% de soro fetal bovino 

(SBF) da Hyclone® previamente inativado a 56ºC por 30 minutos, e 1% de antibiótico, 

penicilina e estreptomicina da GIBCO®. Para alguns experimentos, que serão 

descritos, o meio DMEM foi utilizado sem adição de SBF, para garantir que as 

proteínas contidas no mesmo não gerassem variações nos experimentos de atividade 

biológica. As células foram incubadas em estufa a 37ºC com suplementação de 5% 

de CO2, sendo que as condições de cultivo foram mantidas estáveis por todos os 

tratamentos.  

A      B 
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5.2 Escalonamento de produção da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA 

 

Ensaios anteriores realizados por pesquisadores do laboratório de Doenças 

Metabólicas Hereditárias descreveram a análise comparativa do nível de produção da 

mutGBA pela linhagem celular humana L16_293-FT-P2-mutGBA em pequena escala. 

Para essa quantificação da atividade biológica da enzima, a linhagem celular 

recombinante humana L16_293-FT-P2-mutGBA e a célula virgem 293FT, foram 

plaqueadas em triplicata em placas de 6 poços, com 3x105 células por poço. Após 48 

horas, o meio dessas células foi trocado por novo meio com SBF, e após 48 horas 

adicionais, o sobrenadante foi coletado, centrifugado por 15 min. a 1.500 rpm para 

eliminação de debris celulares e congelado em -80ºC até o momento da análise. 

Conforme mostra a Figura 4, após 48 h a linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA 

secreta níveis de GBA da ordem de 22,24 (+ 2,3) U/mL de meio de cultura, 

aproximadamente 3 x maior que o nível de GBA produzido pela célula virgem, cerca 

de 7,03 (+ 0,2) U/mL (p = 0,0073, teste Welch).  

 

 

Figura 4- Produção da enzima lisossomal GBA na presença de SFB pela linhagem 
celular L16_293-FT-P2-mutGBA, após 48 h de cultivo estático em monocamada, 
comparada com a célula virgem (293FT) (p = 0,0073; Teste de Welch). O número de 

GBA biologicamente ativa foram determinadas pelo ensaio fluorimétrico.  
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A linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA foi também caracterizada quanto à 

produtividade da enzima lisossomal GBA nessas condições com SFB. Para tanto, foi 

realizada a contagem celular. Conforme mostra a Figura 5, quando mantida em meio 

DMEM com SBF, a linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA secreta 25,6 (+ 4,2) U GBA/106 

células, cerca de 5,8 x maior que o nível de GBA secretada pela linhagem celular 

virgem 293FT 4,43 (+ 0,1) U GBA/106 células (p = 0,015, Teste de Welch).  

 

 

Figura 5- Produtividade da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA na presença de 
SFB, após 48 h de cultivo estático em monocamada, comparado com a célula virgem 
(293FT). (p = 0,015, teste de Welch). O número de GBA biologicamente ativa foram 
determinadas pelo ensaio fluorimétrico.  

 

 

Dando continuidade a caracterização da linhagem celular, o próximo passo foi o 

escalonamento da produção. Para tanto, a linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA 

foi cultivada em placas de cultura de tamanhos gradativamente maiores, até a 

obtenção de número suficiente para o plaqueamento em larga escala em placas de 

múltiplas camadas (Falcon Cell Culture Multi-Flask - BD®). Após 5 dias nessas placas, 

o meio de cultivo foi trocado por meio DMEM sem SFB e a coleta do sobrenadante foi 

realizada após 72h. Após a coleta do sobrenadante, o mesmo foi armazenado em 

tubos Falcon de 50 mL a -80°C, e as células foram contabilizadas. 
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5.3 Obtenção de clones celulares 

 

Visando obter uma população celular homogênea foi realizada a clonagem 

celular da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA, utilizando um método de plaqueamento 

de um baixo número de células seguido de acompanhamento diário sobre o 

aparecimento de clones celulares. Inicialmente, foram plaqueadas 1000 células em 3 

placas de 100 mm estéreis, e após 5 a 10 dias de cultivo em meio DMEM (10% SBF- 

Hyclone®; 1% penicilina e estreptomicina - GIBCO®), 4 clones isolados foram 

identificados em cada placa. Com o auxílio do microscópio invertido, as colônias 

isoladas foram marcadas na parte inferior da placa. Em seguida, no fluxo lâminar 

foram adicionados 10 a 20 µl de tripsina a cada clone isolado. Após 1 minuto, os 10-

20ul de tripsina foram coletados, e então os clones foram colocados em placa de 6 

poços com meio DMEM (10% SBF, 1% Penicilina e Estreptomicina) e incubados em 

estufa a 37ºC com suplementação de 5% de CO2, sendo que o meio DMEM era 

trocado a cada 48h. O cultivo foi mantido até as células alcançarem confluência de 

80-90%, cerca de 10 a 15 dias, e então tratadas com puromicina na concentração de 

2ug/mL por mais 5 dias. Ao final da expansão, as células foram tripsinizadas e 

armazenadas em criotubos a -80°C com solução de congelamento (10% DMSO, 90% 

SBF). 

 

5.4 Experimento para obtenção de amostra de sobrenadante e 

intracelular dos clones celulares 

 

Com a intenção de determinar quais eram os clones com maior produção de 

GBA tanto intracelular quanto extracelular, foi realizado um experimento de 4 dias, no 

qual foram plaqueadas 2x105 células em meio DMEM suplementado com 10% de 

SBF. Primeiramente, as células foram descongeladas em garrafas de 25 cm2 e após 

dois dias de expansão, os clones foram tratados por 5 dias com puromicina na 

concentração de 2 ug/mL. Após esse tratamento, cada clone previamente cultivado 

foi plaqueado em triplicata em placas de 6 poços com 2x105 células por poço com o 

meio DMEM com 10% SFB e 1% de antibiótico. Após 48 horas trocou-se o meio de 

cultura antigo por meio DMEM com 10% SFB e 1% de antibiótico. E após mais 48h, 

foi coletado o sobrenadante e as células para avaliação de atividade biológica 

intracelular. As células foram contadas para obtenção de quanto da enzima mutGBA 
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foi produzida por milhão de células e passaram por duas lavagens com PBS seguidos 

de centrifugação a 1200 rpm, a 20 ºC por 5 min, e posteriormente foram 

ressuspendidas em 200ul de NaCl 0,5%. Ao final, as amostras coletadas foram 

congeladas no freezer a -80ºC até o momento da análise de atividade biológica.  

 

5.5 Cultivo e expansão de fibroblastos primários 

 

Os experimentos com amostras de fibroblastos foram realizados em 

colaboração com o PhD. ME. Dr. Pramod Mistry da Universidade de YALE, 

Connecticut- Estados Unidos, tendo sido obtidos de pacientes com DG e pessoas 

saudáveis de acordo como os termos de consentimento e ética em pesquisa (HIC# 

0209021074). Os fibroblastos originaram-se de células pluripotentes induzidas 

derivadas de células do sangue de pacientes com DG e controles saudáveis. As 

células eram mantidas em nitrogênio líquido, foram descongeladas e plaqueadas em 

meio DMEM (Gibco®) suplementado com 20% de SBF previamente inativado a 56ºC 

por 30 minutos, e 2% de antibiótico, penicilina e estreptomicina da GIBCO®. 

Foram escolhidas 6 culturas de fibroblastos, sendo 3 controles saudáveis e 3 

pacientes com DG. Para manter o sigilo, os doadores e pacientes foram 

representados por siglas. Os doadores saudáveis são PM, SW, MC, e os pacientes 

são MN e RB, com a mutação N370S/L444P e WR, homozigoto para mutação N370S. 

Para a caracterização das células quanto à produção de GBA pelos fibroblastos, 

foram plaqueadas 1x105 células em placas de 6 poços em duplicata e coletadas após 

dois dias, com aproximadamente 90% de confluência.  

Os experimentos de fibroblastos com incubação de mutGBA foram realizados 

em placas de 6 poços, meio DMEM com 10% SBF em três tempos de incubação (2h, 

4h e 6h). Nas células tratadas, foram adicionados 100l de mutGBA concentrada 10x, 

o que representa aproximadamente 19 U. Após o experimento, as células foram 

coletadas utilizando EDTA 5%, e congeladas a -80°C, para então serem analisadas. 
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5.6 Camundongos modelo para DG  

 

Os experimentos envolvendo camundongos foram realizados em parceria com 

o PhD. ME. Dr. Pramod Mistry da Universidade de YALE, Connecticut- Estados 

Unidos, seguindo os regulamentos descritos pelo comitê de ética em pesquisa (nº 

IACUC #: 2016-10872). Os modelos para DG foram obtidos a partir do método 

Mx1/Cre/LoxP como descrito por Mistry e colaboradores em 2010 (Mistry et al., 2010). 

Nesse experimento foram utilizados 4 camundongos Mx1/Cre/LoxP, sendo dois 

tratados com mutGBA e dois injetados com PBS, e dois camundongos LoxP/LoxP 

como controles saudáveis, fêmeas com 14 meses. Os camundongos foram aquecidos 

por uma luz incandescente, aproximadamente 40°C, por 10 minutos para facilitar a 

injeção pelas veias da cauda. Em 2 camundongos Mx1/Cre/LoxP foram injetados 100 

µl de sobrenadante contendo a mutGBA concentrada 10x, correspondendo a 

aproximadamente 19 U. Em 2 camundongos Mx1/Cre/LoxP foram injetados 100 µl 

PBS. Os camundongos LoxP não foram tratados com nenhuma solução. 

Após 1 hora, os camundongos foram anestesiados por inalação de isoflurano 

3% e sacrificados por deslocamento cervical. Foram obtidos a partir dos 6 

camundongos, o baço, fígado, cérebro e 500l de sangue que foram armazenados 

em Eppendorfs a -80°C. Após serem sacrificados, os camundongos foram avaliados 

em relação ao seu peso total, e peso do baço e fígado (Tabela.1).  

 

Tabela 1. Peso do baço, fígado e total dos camundongos  

Mx1/Cre/LoxP e LoxP/LoxP 

Camundongo* Genótipo Tratamento Peso 
total 
(g) 

Baço 
(g) 

Fígado 
(g) 

31 Mx1/Cre/LoxP PBS 26,4 0,410 1,7 

34 Mx1/Cre/LoxP MutGBA 33,4 0,21 1,5 

70 Mx1/Cre/LoxP MutGBA 25,9 0,112 1,2 

88 Mx1/Cre/LoxP PBS 32 0,137 1,5 

95 LoxP/LoxP Não Tratado 42,7 0,235 1,6 

78 LoxP/LoxP Não Tratado 42,7 0,142 1,6 

*Numeração não sequencial, designada em YALE sendo referente ao camundongo. 
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5.6.1 Genotipagem 

 

A genotipagem dos camundongos utilizados foi feita a partir da obtenção do DNA 

genômico isolado de um fragmento da cauda. Foi realizado uma PCR convencional 

utilizando os oligonucleotídeos para as sequências LoxP e Cre, seguida por uma 

corrida em gel de agarose 1%.  

 

5.7  Isolamento de macrófagos de medula óssea de camundongos  

 

Foram utilizados, nesse experimento, dois camundongos Mx1/Cre/LoxP e dois 

LoxP/LoxP, fêmeas com aproximadamente 14 meses de idade, tendo sido 

anestesiados (Inalação de isoflurano, 3%) e sacrificados por deslocamento cervical. 

Utilizando métodos assépticos, a pele e músculos ao redor do fêmur foram removidos 

com tesouras e pinças. As pernas traseiras foram cortadas na articulação do quadril 

com uma tesoura, deixando o fêmur intacto. Foi adicionado etanol 70% diretamente 

no fêmur por 1 min. Usando tesoura de ponta fina, o fêmur foi separado dos ossos e 

tecidos proximais, e foi feita uma inserção transversal em cada articulação. Em 

seguida, uma seringa de 10 mL anexada à uma agulha 25-G, foi preenchida com 10 

mL de meio DMEM. A agulha foi inserida na cavidade da medula óssea do fêmur, e a 

mesma foi lavada com 10 mL de meio DMEM, a solução celular obtida foi adicionada 

em placas de 6 poços. O procedimento foi repetido até o grumo vermelho de células 

sair completamente do osso, e a suspensão celular foi ressuspendida com uma pipeta 

de vidro estéril. Em seguida, a suspensão celular foi transferida para um tubo de 

centrífuga cônico estéril de 50 mL e centrifugada por 3 min a 420 × g, 4 °C. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de solução de lise de 

eritrócitos (ACK lysing buffer, Lonza®). A suspensão foi incubada nesta solução por 5 

min. Após a incubação, foram adicionados 10 mL de DMEM ao tubo Falcon e a 

suspensão foi centrifugada por 3 min a 420 × g, 4 ° C. O pellet de células foi 

ressuspendido em meio DMEM (10% SBF, 1% Antimicótico/Antibiótico -Gibco®). As 

células foram plaqueadas em placas de petri não tratadas de 100 × 15 mm (Falcon ®) 

com 10 mL de DMEM (10% de FBS, 1% de Antimicótico / Antibiótico-Gibco) e 10 

ng/mL de M-CSF (ConnStem®) e mantidas a 37 ° C, 5% CO2 durante 5 dias. Durante 

esses 5 dias, foram adicionados 10 ng/mL de M-CSF a cada 24h. 
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5.8  Isolamento de leucócitos 

 

Para o isolamento das células brancas do sangue, foram adicionadas às 

amostras de sangue de voluntários saudáveis 2x o volume em solução Dextran 3%. 

Então, a amostra foi homogeneizada por inversão (de 4 a 5 x) e deixado em repouso 

por 30 minutos a temperatura ambiente, com a tampa aberta. Após a incubação, o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo Falcon de 15 mL com uma pipeta de 

Pasteur e centrifugado por 15 min, a 3300 rpm, 4°C. O sobrenadante foi descartado, 

e ao pellet foram adicionados 2 mL de H2O miliQ e misturados por vórtex por 45 

segundos. Seguido pela adição de 2 mL de NaCI 1,7% e misturados por vórtex por 45 

segundos. Após essa homogeneização, a solução foi centrifugada por 5 min, a 3300 

rpm, 4°C. O procedimento de lavagem com H2O e NaCl 1,7% seguido de 

centrifugação foi repetido 3x. Após o último ciclo o pellet foi mantido no gelo por 5 

minutos e ressupendido em 0,3 mL de NaCI 0,9%. Em seguida, a solução celular foi 

aliquotada em Eppendorfs de 0,6 mL e congelada no freezer a -80°C, até a extração 

de proteínas para o ensaio de atividade biológica.  

 

5.9 Extração e quantificação de proteínas 

 

5.9.1   Extração de proteína total dos órgãos dos camundongos 

 

Para a obtenção da proteína total dos órgãos dos camundongos, foi realizada 

extração mecânica dos tecidos com um homogeneizador de vidro. A quantidade inicial 

de amostra dos órgãos foi diferente, sendo utilizados de cada animal: metade do 

cérebro; de 20-100mg de baço; 100-200mg de fígado. Os Eppendorfs e soluções 

foram sempre mantidos no gelo para evitar a desnaturação das proteínas. Para 

homogeneização dos tecidos, a cada tubo foram adicionados 0,5 mL de 

Homogenization Buffer (HB; 0,5% Tween; 4mM 2-Mercaptoethanol; 1X Protease 

inhibitors- SigmaFast; 1mM EDTA) os quais em seguida foram colocados em um 

homogeneizador de vidro, a 3000-4000 rpm por 30 segundos. Caso a solução não 

estivesse homogênea, as amostras eram recolocadas no gelo e após 5 minutos o 

processo era repetido. Após a dissociação dos tecidos, foram adicionados mais 0,65 

mL de Homogenization Buffer e a reação foi incubada no gelo por 30 min. Após a 
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incubação, 200ul de cada amostra foram colocados em novos tubos, e o restante foi 

armazenado a -80°C. 

 Para romper as membranas e grandes grumos proteicos, as amostras de 200 

µl passaram pelo processo de congelamento e descongelamento (freeze and traw), 

que consiste em 3 ciclos de 1 min em nitrogênio líquido e 2 min em banho-maria a 

37°C. Após esse processo, foram adicionados 0,4 mL de HB e a solução proteica foi 

centrifugada a 13.000 rpm, 4 °C, por 25 min. O pellet foi descartado e o sobrenadante 

foi transferido para um novo tubo. Pequenas alíquotas do lisado final foram diluídas 

1:5 para mesuração da concentração de proteína pelo método de Bradford (BioRad®), 

seguindo as recomendações do fabricante, sendo que a absorbância foi lida nos 

comprimentos 590 e 450 nm e o resultado é a razão entre os dois valores, como 

descrito por Ernst e Zor, 2010 (ERNST; ZOR; 2010). As amostras originais do lisado 

foram armazenadas em -80 °C. 
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5.9.2   Extração de proteína total das amostras de cultura de 

fibroblastos e de macrófagos 

 

A extração de proteínas de culturas de fibroblastos controle e fibroblastos de 

pacientes com DG foi realizada conforme o protocolo desenvolvido no laboratório de 

Ph ME Dr. Pramod Kumar Mistry, Diretor do Centro de Doença Lisossomal e de 

Tratamento de Doença de Gaucher da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Yale, New Haven, CT, USA. Para a obtenção das amostras proteicas a partir da 

cultura de fibroblasto, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas, 

gentilmente, por 3 x com PBS, e então a placa de 6 poços foi colocada sobre gelo. 

Nessas condições foi adicionado diretamente à placa de 6 poços o Homogeneization 

Buffer (0,5% Tween; 4mM 2-Mercaptoethanol; 1X Protease inhibitors - SigmaFast; 

1mM EDTA) preparado no dia e resfriado. As células foram retiradas da placa com um 

espalhador de células (scraper), homogeneizadas com a pipeta e transferidas para 

um Eppendorf de 1,5 mL. Logo após, as amostras (cerca de 50 L) foram sonicadas 

por 30 segundos, seguidos de 5 minutos no gelo, por 3 x. Após os ciclos de sonicação, 

a solução celular foi centrifugada a 13.000 rpm, por 15 min a 4 °C. Após a 

centrifugação o sobrenadante foi colocado em um novo tubo e uma pequena alíquota 

foi utilizada para quantificação de proteínas, e o resto do lisado foi armazenado no -

80°C até o momento da análise de atividade biológica. A quantificação de proteínas 

total foi realizada pelo método de Bradford (BioRad®), seguindo as recomendações 

do fabricante (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, #5000006). 

Brevemente, foram realizadas 8 pontos de diferentes concentrações da solução de 

albumina, sendo essas: 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0 (Zero) mg/ml. Em 

cada poço adiciona-se 4 L da albumina, nas diferentes diluições, ou das respectivas 

amostras e então são adicionados em todos os poços 200L do reagente Bio-rad 

Assay (BioRad #5000006). A reação foi incubada à temperatura ambiente por 15 min. 

protegida da luz. Em seguida, a determinação da quantidade de proteína em cada 

amostra foi realizada a partir da construção da curva de calibração da albumina, sendo 

que a absorbância foi lida nos comprimentos 590 e 450 nm e o resultado expresso 

como a razão entre os dois valores, como descrito por Ernst e Zor (2010).  
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5.9.3   Extração proteica dos leucócitos e das linhagens 

derivadas da 293FT 

 

A extração de proteínas das células da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA, dos 

clones derivados dessa linhagem e dos leucócitos, foi realizada conforme o protocolo 

desenvolvido no laboratório de Erros Inatos do Metabolismo da Universidade Federal 

de São Paulo (UNIFESP) coordenado por PhD. ME. Dra. Vânia D’Almeida. Essas 

células foram isoladas e congeladas a -80°C na solução de NaCl 0,9% até o momento 

da extração. Para a extração, as amostras foram descongeladas no gelo e, então, 

passaram por 3 ciclos de sonicação, com amplitude de 60% por 10 segundos, 

seguidos de incubação no gelo por 5 min. Em seguida, a quantidade de proteína total 

das amostras foi mensurada pelo método de Lowry com o kit DC Protein Assay (Bio-

Rad®), de acordo com as recomendações do fabricante. Brevemente, foram 

realizadas quatro diluições seriadas 1:2 da solução de albumina, partindo da solução 

mãe a 1,4 mg/mL, e foi adicionado o branco (H2O destilada). Em seguida, em cada 

poço da placa de 96 wells (placa transparente), adiciona-se 5 L da amostra, 25 L 

da solução A (tartarato cúprico alcalino) e 200 L da solução B (reagente Folin). A 

reação foi incubada à temperatura ambiente por 15 min. protegida da luz. Em seguida, 

a determinação da quantidade de proteína em cada amostra foi realizada a partir da 

construção da curva de calibração da albumina, cuja leitura foi realizada em 

comprimento de onda de 750 nm. 

 

5.10 Atividade Biológica da β-Glicosilceramidase 

 

5.10.1 Atividade biológica da GBA do Laboratório de Erros Inatos 

do Metabolismo (UNIFESP) 

 

A análise da atividade biológica do sobrenadante foi realizada por ensaio 

fluorimétrico no laboratório de Erros Inatos do Metabolismo da Universidade Federal 

de São Paulo (UNIFESP) e no laboratório de Doenças Metabólicas Hereditárias 

(FMRP-USP), ambas seguindo o mesmo protocolo. O método se baseia na ação da 

enzima β-Glicosilceramidase sobre o substrato fluorimétrico 4-metilumbiliferona-β-D-

glicopiranosídeo, como descrito por Wenger e colaboradores (WENGER et al., 1978) .  
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  Para a quantificação da atividade biológica das amostras de GBA secretada no 

sobrenadante foram adicionados a cada tubo 20μl de solução trabalho (TDC 1% + 

tampão citrato fosfato 0,5M); 50μl de substrato (4MUG, 20mM); 30μl da amostra a ser 

testada em tubo âmbar. A reação foi incubada por 2h, a 37ºC em banho-maria sob 

agitação de 100rpm. Após as 2h, as reações foram resfriadas no gelo por 5 minutos. 

Em seguida foram adicionados 2mL da solução STOP (0,25M glicina, pH 5,1). A leitura 

é feita no fluorímetro SpectraMax M2 (Molecular Devices; UNIFESP) ou no Cary 

Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent®, USP), ambos com excitação de 

360 nm e emissão de 450 nm. Na UNIFESP foram transferidos 150 μl da solução de 

reação para a cubeta de aspiração, já na USP o espectrofluorímetro foi lido em placa 

preta com 300 μl de solução de reação.  

Para análise da atividade biológica da GBA intracelular, foram adicionados ao 

tubo de reação, 20 μl de solução trabalho (TDC 1% + tampão citrato fosfato 0,5M); 50 

μl de substrato (4MUG, 20mM); e 30μl de amostra proteica recém sonicada com 40 a 

60 ug de proteína total. A reação foi incubada por 2h, a 37ºC em banho-maria sob 

agitação de 100rpm. Após a incubação, os tubos foram resfriados no gelo por 5 

minutos. Em seguida são adicionados 2mL da solução STOP (0,25M glicina, pH 5,1) 

a reação e então são lidas alíquotas de 150 μl no espectrofluorímetro com excitação 

de 360 nm e emissão de 450 nm. 

A curva de calibração utilizada no Laboratório de Erros Inatos do Metabolismo 

(UNIFESP) para amostras de leucócitos contém as seguintes quantidades de 4MU 

em nmol: 1,5; 0,75; 0,375; 0,1875; 0,09375; 0,0468 e zero (Figura 6). As leituras de 

fluorescência são corrigidas pelo valor do “branco”, e os resultados são aplicados na 

equação da reta, obtida a partir da regressão linear da curva de calibração do 

substrato sintético 4-metilumbeliferona (4-MU; Sigma®). Os valores de atividade 

enzimática são expressos em nanomoles de substrato hidrolisado, por hora, por 

mililitro de sobrenadante (U/mL). 
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Figura 6. Gráfico da curva padrão para determinação da atividade biológica in vitro da 

GBA, com o substrato sintético 4MU. 

 

 

Como controle da reação foi utilizado um pool de leucócitos de pessoas que 

não apresentam DG. Para isso foram utilizados entre 40-60 μg de proteína extraída 

em 30μl de volume final. O laboratório de Erros Inatos do Metabolismo (UNIFESP), 

considera como atividade padrão para GBA em leucócitos a faixa entre 8 a 13 U 

GBA/mg de proteína. 

 

5.10.2 Atividade biológica da GBA intracelular em microplaca 

segundo o Laboratório de Medicina e Pediatria (YALE) 

 

A determinação da atividade biológica da GBA intracelular utilizada para os 

fibroblastos, células e tecidos derivados de camundongos modelos para DG foi 

realizada na Universidade de YALE, Connecticut - Estados Unidos, no laboratório do 

PhD. ME. Dr. Pramod Mistry. O método utilizado no laboratório do Dr. Mistry é 

adaptado para microplacas de 96 poços, mas também se baseia na detecção de um 

dos produtos da hidrólise do substrato da β-glicosilceramida por meio de 

fluorescência, como proposto por Wenger et al. (1978), com algumas modificações 

(WENGER et al., 1978). A atividade total de GBA é determinada utilizando o substrato 

sintético 4-metilumbeliferona-b-glucopiranósido (4-MUG; BioSYNTH ®) e a 4-

metilumbeliferona (4-MU; Sigma®) para curva de calibração. Para a quantificação da 

atividade biológica da GBA total, a reação é realizada sem a adição de inibidores. 

Atividade biológica específica da GBA e GBA2 foram obtidas com incubações na 

presença de 36μM de CBE (Sigma®) e 10μM NB-DNJ (Sigma®) em poços adicionais. 
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Para o cálculo das atividades específicas, foram utilizadas as fórmulas descritas na 

Figura 7. 

 

𝐺𝐵𝐴3 =  ( 𝑟𝐶𝐵𝐸 +  𝑟𝑁𝐵𝐷𝑁𝐽) –  𝐺𝐵𝐴𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 

𝐺𝐵𝐴1 =  𝑟𝑁𝐵𝐷𝑁𝐽 –  𝐺𝐵𝐴3 

𝐺𝐵𝐴2 =  𝑟𝐶𝐵𝐸 –  𝐺𝐵𝐴3 

 

Figura 7. Equações utilizadas para calcular a atividade específica das GBA, GBA2 e 
GBA3. A GBA total é o resultado da atividade biológica da GBA sem inibidores; rCBE é 
o resultado de atividade biológica da GBA obtido na reação incubada com 36μM CBE; 
rNBDNJ é o resultado observado da atividade biológica da GBA quando tratada com 
10μM NB-DNJ. 
 

A atividade da GBA foi realizada em microplacas de PCR de 96 poços, de 0,2 

mL por poço. A cada poço foram adicionados 21 µl de solução de reação contendo 

4mM de 4MUG (0,25 µL do 4MUG a 0,4M); 4mM de 2-Mercaptoethanol; e reação foi 

completada para 21 µL com M-Buffer (0,05M ácido cítrico; 0,1M K2HPO4, pH 5,1; com 

0,1%BSA), e então foram adicionados 2 µl de amostra proteica nas concentrações de 

1 a 10 µg. Nessa reação de atividade, foram adicionados 2 µl de água para se fazer a 

avaliação da GBA total, entretanto, para avaliar a atividade específica da GBA ou 

GBA2, eram adicionados 2µl de um inibidor específico (CBE ou NB-DNJ). A reação 

foi mantida, primeiramente, por 30 min no gelo, e incubada por 1 hora, a 37°C. Após 

a incubação, a reação foi interrompida com a adição de 200µl de tampão de glicina 

(0,5 M glicina-NaOH pH 10,6) a 4°C em cada poço. A placa foi deixada no gelo durante 

3 minutos, e então 200 µl de solução foram transferidos para uma placa preta de 96 

poços. A fluorescência foi lida em um espectrofluorímetro com excitação 366 nm e 

emissão a 445 nm. Os valores de fluorescência relativa foram convertidos em nmol 

pela equação da curva padrão com 4MU, e divididos pelo tempo de reação e 

quantidade de proteína total, e assim, o resultado final em unidades é nmol/h/mg. A 

curva de calibração foi realizada com as seguintes concentrações do 4MU em nmol 

0,4; 0,2; 0,1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,01563 e zero. Os resultados obtidos 

para as amostras referentes ao sobrenadante foram comparados com a curva de 

calibração abaixo (Figura 8).  
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Figura 8. Gráfico da curva padrão para determinação da atividade biológica in vitro da GBA, 

obtida a partir do substrato sintético 4MU. 

 
 
5.11.3. Atividade biológica da GBA no Laboratório de Doenças Metabólicas 

Hereditárias (FMRP-USP) 
 

Todos os experimentos de atividade biológica da mutGBA, derivada da linhagem 

L16_293-FT-P2-mutGBA e clones, realizados nesse projeto foram avaliados de 

acordo com o protocolo utilizado na UNIFESP. As leituras feitas na USP foram 

realizadas no Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent®), ajustado na 

abertura de 10 excitação/10 emissão, voltagem de 600 volts (Voltagem média) e com 

os filtros de excitação e emissão na opção autoajuste (Auto). Os resultados foram 

analisados em uma curva padrão de 1,5 nmol de 4MU, com as quantidades, 1,5; 0,75; 

0,375; 0,1875; 0,09375; 0,0468 e zero. Como controle da qualidade da atividade 

biológica da GBA foi utilizado um pool leucócitos de indivíduos saudáveis, sonicado e 

quantificado antes dos experimentos.  

Uma unidade de atividade biológica da enzima lisossomal GBA foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 nmol de 4 MU por hora e por 

mL de meio de cultura. A atividade específica foi definida como a atividade biológica 

da enzima GBA por mg de proteína.   
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5.11  Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando os testes ANOVA, test t de 

student e teste de Welch, com valor p fixado em 0,05. O teste de ANOVA foi utilizado 

para comparações dos clones celulares gerados a partir da população heterogênea 

L16_293-FT-P2-mutGBA, quando essas envolviam mais de 3 grupos. Para avaliações 

de grupos de clones celulares dois a dois, foi utilizado o teste de Welch. Nos 

experimentos envolvendo o tratamento in vitro com mutGBA, foi utilizado o teste t de 

student. Os gráficos foram gerados por meio do software GraphPad Prism versão 7 

(GraphPad Software, San Diego California USA). 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Escalonamento da produção de GBA da linhagem L16_293-FT-P2-

mutGBA 

 

O cultivo da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA em larga escala produziu 

500 mL de sobrenadante e a quantificação da atividade biológica da GBA secretada 

nessa condição resultou em 19,35 (+ 3,07) U/ml, sendo um total de 9677 U (+ 1089) 

U GBA, em meio DMEM sem SFB. Como mencionado acima, em pequena escala (2 

mL) a produção de GBA foi 44,5 (+ 9,42) U. Portanto, conforme mostra a Figura 9, 

pôde-se observar um aumento na quantidade de GBA da ordem de 217x em larga 

escala (500 mL), comparada com a produção em pequena escala (2 mL).  

 

 

 

Figura 9. Escalonamento de produção de GBA pela linhagem celular L16_293-FT-P2-
mutGBA. Comparação de produção em pequena escala, 2mL de DMEM com SBF, e em 
larga escala, em placas de 10 andares com volume total de 500 mL, sem SBF.  

 

O número total de células nas placas de 10 andares foi quantificado, em câmara 

de Neubauer, e foram observadas 6,18 x108 células. Assim, nessas condições de 

cultivo, a produtividade de GBA pela linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA foi de 16,1 

U/106células, e, conforme relatado acima, no experimento em pequena escala a 

produtividade da linhagem celular virgem (293-FT) foi 4,43 (+ 0,1) U GBA/106 células, 
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ou seja, um aumento de produtividade de 3,6 vezes. Como descrito por pesquisadores 

anteriores do grupo de pesquisa, a produtividade da GBA em pequena escala 

linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA da com SBF foi 25,6 (+ 4,2) U GBA/106, sendo 

então, 1,6x maior que o observado em larga escala, porém essa diferença não é 

significativa (p < 0,05; Teste Welch) 

6.2 Atividade biológica da GBA nos macrófagos derivados de medula 

óssea de camundongos modelos para DG 

 

Com o objetivo de analisar a capacidade de internalização da proteína mutGBA e 

se a mesma manteria sua atividade biológica após esse processo, foram realizados 

testes com macrófagos de camundongos modelos para DG e camundongos controles 

sem a doença. Para isso foram coletadas células da medula óssea do fémur de 4 

camundongos fêmeas, sendo dois com o gene da GBA inativado (Mx1/Cre/LoxP) e 

dois camundongos controle (LoxP/LoxP).  

A suspensão celular obtida a partir da medula óssea de dois camundongos 

LoxP/LoxP foram submetidas a uma única cultura de diferenciação em macrófagos. 

O mesmo foi realizado para a suspensão celular obtida de dois camundongos 

Mx1/Cre/LoxP. Para a diferenciação celular, durante 5 dias cada uma das culturas 

receberam o tratamento com fator estimulador de macrófagos (M-CSF). 

Gradualmente, os monócitos aderiram a placa e mudaram da conformação 

arredondada para células retangulares, como é o esperado de cultura de macrófagos 

(Figura 10).  
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Figura 10. Cultura de macrófagos obtidas pela diferenciação de monócitos da medula 
óssea de camundongos C57BL/6 selvagem e C57BL/6 com mutação condicional para 

GBA. Células após 5 dias de tratamento com M-CFS 10ng/µl. A esquerda, macrófagos 
com o gene da GBA funcional (LoxP/ LoxP), a direita, macrófagos com o gene da GBA 
mutado (Mx1/Cre/LoxP). Aumento total de 400x em microscópio invertido. 

 

Após o 5o dia, os macrófagos obtidos de cada uma das culturas foram plaqueados 

em placas de 6 poços. No dia seguinte, os macrófagos foram recolhidos e realizada a 

atividade enzimática da GBA de cada uma das culturas. A média da atividade biológica 

da GBA intracelular dos macrófagos derivados do camundongo LoxP/LoxP foi 34,75 

(+ 6,37) U/mg e dos macrófagos derivados do modelo de DG foi 2,55 (+ 0,33) U/mg 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Atividade específica da enzima GBA produzida por macrófagos de 
camundongos C57BL/6 com GBA funcional (LoxP/ LoxP) e de camundongos C57BL/6 
com deleção condicional do gene GBA (Mx1/Cre/LoxP) após o cultivo em meio com SFB. 
Os valores da atividade específica da enzima GBA lisossomal foram determinados pelo 
ensaio fluorimétrico.  
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Conforme mostra a Figura 11, o nível de GBA intracelular presente em 

macrófagos do modelo animal para DG foi cerca de 13,6 x inferior, quando comparada 

à quantidade de GBA presente em macrófagos de camundongos controles 

(LoxP/LoxP).  

6.3 Internalização da proteína mutGBA por macrófagos derivados de 

medula óssea de camundongos modelos para DG 

 

Os macrófagos derivados da medula óssea de camundongos LoxP/LoxP e 

Mx1/Cre/LoxP foram plaqueados em placas de 6 poços e tratados com 100 µl do 

sobrenadante concentrado 10x, sendo aproximadamente 19 U de GBA. A atividade 

biológica da GBA total foi avaliada após os tempos de 0 (zero), 20min, 50min, 1:30h, 

3h e 6h. A média de atividade biológica obtida pelos diferentes tratamentos com 

mutGBA nos macrófagos de camundongos saudáveis (LoxP/LoxP) e com DG está 

descrita na Tabela 2.  
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Tabela 2 Correlação da quantificação proteica e atividade biológica dos macrófagos 

LoxP/LoxP e com DG, pelo tempo de incubação     

Macrófago Tratamento 
Tempo de 
incubação 

Proteína total                                             
Bradford (mg/ml) 

Atividade Biológica 
específica GBA 

(U/mg) 

LoxP/LoxP Controle 30 min 1,7 38,1 

LoxP/LoxP mutGBA 30 min 1,0 39,3 

LoxP/LoxP Controle 50 min 1,5 44,2 

LoxP/LoxP mutGBA 50 min 1,0 38,6 

LoxP/LoxP Controle 1:30 h 1,3 29,1 

LoxP/LoxP mutGBA 1:30 h 2,6 46,5 

LoxP/LoxP Controle 3:00 h 0,9 32,9 

LoxP/LoxP mutGBA 3:00 h 0,9 37,1 

LoxP/LoxP Controle 6:00 h 1,4 29,5 

LoxP/LoxP mutGBA 6:00 h 2,2 32,9 

Macrófago DG Controle 30 min 1,6 2,7 

Macrófago DG mutGBA 30 min 2,5 4,0 

Macrófago DG Controle 50 min 1,0 3,0 

Macrófago DG mutGBA 50 min 2,8 3,4 

Macrófago DG Controle 1:30 h 2,7 2,5 

Macrófago DG mutGBA 1:30 h 2,8 2,7 

Macrófago DG Controle 3:00 h 1,8 2,2 

Macrófago DG mutGBA 3:00 h 2,1 2,4 

Macrófago DG Controle 6:00 h 1,4 2,3 

Macrófago DG mutGBA 6:00 h 1,5 3,1 

 

 

A Figura 12 mostra os picos de atividade biológica da GBA nos macrófagos, 

sendo que nas células derivadas dos camundongos controle (LoxP/LoxP) o pico de 

atividade foi observado no tempo de 1h e 30 min, com uma diferença de 1,33x quando 

comparado com o tempo 0 (p = 0,04). Porém, após 30 minutos o nível de GBA 

detectado foi similar ao nível de GBA no tempo zero, sugerindo a degradação da 

mesma. Nas células derivadas de camundongos com DG, foi observado após 30 

minutos de incubação um aumento de 1,6 vezes no nível de GBA intracelular, 



62 
 

 
 

indicando a internalização da mesma. Nessas condições, a concentração de mutGBA 

demorou 1h para voltar a níveis similares ao descrito no tempo 0 (zero). 

 

 

Figura 12. Atividade específica da enzima GBA produzida por macrófagos derivados de 
camundongos com a GBA ativa, LoxP/LoxP, (linha sólida) e camundongos com a GBA 
inativada, Mx1/Cre/LoxP, (linha pontilhada) após tratamento por 0, 30min, 50min, 1:30h, 
3h e 6h com MutGBA. 

 
 

6.4 Atividade enzimática específica de GBA de fibroblastos de pacientes 

com DG versus indivíduos saudáveis 

 

Caracterizamos o nível de atividade específica da enzima lisossomal GBA 

produzida por fibroblastos de pacientes afetados com doença de Gaucher e 

fibroblastos de indivíduos saudáveis (WT, wild type) que foram utilizados nesse 

trabalho. Os fibroblastos controle, PM, SW, MC obtiveram os valores de 71,5; 65,2 e 

76,0 U/mg de proteína, respectivamente. Já os fibroblastos obtidos de pacientes com 

doença de Gaucher, RB (N370S/L444P), WR (N370S/N370S) e (MN N370S/L444P) 

mostraram valores baixos de atividade específica da enzima GBA, sendo 3,9; 7,9 e 

8,9 U GBA/mg de proteína, respectivamente. Conforme mostra a Figura 13, a média 

da atividade específica da enzima GBA em fibroblastos de pacientes com DG é 6,9 (+ 

1,5) U GBA/mg de proteína, sendo cerca de 10x inferior quando comparada à 

atividade específica da enzima GBA em fibroblastos de indivíduos saudáveis (70,9 + 

3,1 U GBA/mg de proteína. Essa diferença é significativa (p < 0,0001, com teste t). 
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Figura 13. Atividade específica da enzima lisossomal GBA produzida por fibroblastos 
de indivíduos saudáveis (n = 3) comparados com fibroblastos de pacientes afetados 
(n = 3) com doença de Gaucher submetidos a cultura por 24 h com SFB (p < 0,0001; 
Teste t). Os valores da atividade específica da enzima GBA lisossomal foram 
determinados pelo ensaio fluorimétrico.  

 

Para maior precisão da atividade específica da enzima GBA lisossomal, em 

reações adicionais de atividade biológica, foram incluídos os inibidores CBE (inibidor 

da GBA lisossomal) e NB-DNJ (inibidor da GBA2). O tratamento dos fibroblastos com 

NB-DNJ mostrou que a atividade específica da enzima GBA nos indivíduos saudáveis 

PM, SW, MC foi da ordem de 50,1; 44,1 e 54,3 U GBA/mg de proteína, 

respectivamente. Enquanto em fibroblastos de pacientes com DG, a atividade 

enzimática específica na presença do inibidor NB-DNJ foi 3,8; 6,2 e 7,9 U GBA/mg de 

proteína nas amostras RB, WR e MN, respectivamente. Conforme mostra a Figura 14, 

a atividade específica da enzima GBA em fibroblastos de indivíduos com DG é 5,9 (+ 

1,2) U GBA/mg de proteína, sendo cerca de 8x inferior a atividade específica da 

enzima de indivíduos saudáveis com média de 49,5 (+ 2,9) U GBA/mg de proteína. 

Essa diferença é significativa (p = 0,0004).  

O tratamento dos fibroblastos com CBE mostrou o nível de GBA2 associada a 

membrana do retículo endoplasmático rugoso e do complexo de Golgi. Nos indivíduos 

saudáveis PM, SW, MC a atividade da GBA2 foi de 14,9; 15,5 e 14,1 U/mg de proteína, 

respectivamente. Enquanto em fibroblastos com doença de Gaucher foi: 0,6; 1,3 e 3,5 

U/mg de proteína. Conforme mostra a Figura 14, a quantidade de GBA2 em pacientes 

com DG foi cerca de 8x inferior, sendo que, nesses pacientes a média foi 1,7 (+1,5) 

U/mg de GBA2 e em indivíduos saudáveis essa média foi de 14,9 (+ 0,7) U/mg GBA 

(p < 0,0001).  
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Figura 14. Atividade biológica in vitro da enzima lisossomal GBA, da enzima GBA2, 

associada com REG e CG e da enzima GBA3 citoplasmática produzida por 
fibroblastos de indivíduos saudáveis (n=3) versus fibroblastos de pacientes com DG 

(n=3). (p < 0,0001, Teste t) 
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6.5 Fibroblastos incubados com mutGBA 

 

Com o intuito de investigar se a mutGBA seria capaz de ser absorvida por 

fibroblastos de pacientes afetados com doença de Gaucher ou fibroblastos de 

pessoas saudáveis, foram conduzidos experimentos utilizando 100 µl de mutGBA 10x 

concentrada, que representa aproximadamente 19 U GBA. Os fibroblastos foram 

incubados pelos tempos de 2, 4 e 6 horas e nenhum tempo de tratamento mostrou 

aumento significativo em nenhuma das 6 amostras, como mostra a Figura 15 A-C.  

A média de atividade específica de GBA em fibroblastos controles não tratados 

no tempo de 2h de incubação foi de 79,66 (+ 11,85) U/mg de proteína, enquanto a 

média de atividade específica de GBA nos mesmos fibroblastos incubados com 

mutGBA foi 75,81 (+ 12,20) U/mg de proteína. Após 4h, a média da GBA em 

fibroblastos controles não incubados foi 68,45 (+ 4,94) U/mg de proteína, e a média 

da GBA em fibroblastos incubados com a enzima recombinante foi 59,03 (+ 4,52) 

U/mg de proteína. No tempo de 6 horas a média da atividade específica da enzima 

GBA em fibroblastos não tratados foi de 72,55 (+ 9,71) U/mg de proteína, enquanto 

em fibroblastos submetidos à incubação com mutGBA foi 66,45 (+ 13,35) U/mg de 

proteína.  

A atividade específica da enzima GBA em fibroblastos derivados de pacientes 

com e sem a incubação com mutGBA demonstrou o mesmo padrão das células 

derivadas de indivíduos saudáveis, isto é, sem diferença significativa entre fibroblastos 

tratados e não tratados. Após 2h de incubação, a média da atividade específica da 

enzima GBA entre os fibroblastos DG não tratados foi de 6,05 (+ 2,96) U/mg de 

proteína, e dos tratados com mutGBA foi de 5,99 (+ 3,06) U/mg de proteína. Após 4h 

de incubação, a média da atividade específica da enzima GBA em fibroblastos de 

pacientes com DG não tratados foi de 7,26 (+ 3,57) U/mg de proteína, enquanto após 

o tratamento foi de 6,13 (+ 2,94) U/mg de proteína. Após 6h do início do experimento, 

os fibroblastos DG não tratados tiveram uma média de 6,17 (+ 2,85) e os tratados 5,91 

(+ 2,77) U/mg. 
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Figura 15. Ensaio de uptake in vitro da enzima lisossomal GBA recombinante 
(mutGBA) por fibroblastos. Atividade biológica in vitro da enzima mutGBA em 

fibroblastos após incubação por diferentes tempos com mutGBA ou com DMEM como 
controle. Em todos os ensaios foram utilizados culturas de fibroblastos de indivíduos 
controle (MC; PM e SW) e de fibroblastos de pacientes com DG (MN; RB e WR). A) 
incubação de 2h com mutGBA ou com DMEM. B) incubação de 4h com mutGBA ou 
com DMEM e C) incubação de 6h de mutGBA com mutGBA ou com DMEM.  
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 Para fim de comparação da capacidade de uptake da enzima lisossomal 

recombinante mutGBA com moléculas de GBA recombinantes comerciais, foi utilizado 

10 ng de alfa velaglucerase – VPRIV. Assim, os fibroblastos de todos os pacientes e 

controles saudáveis também foram incubados por 2 horas com 10 ng de VPRIV. Não 

foram observados aumentos significativos na atividade biológica da GBA com o 

tratamento com VPRIV (Figura 16). A média da atividade específica de GBA em 

fibroblastos de indivíduos saudáveis tratados no tempo de 2h de incubação com 

VPRIV foi de 54,2 (+ 1,9) U/mg de proteína e não tratados foi de 62,5 (+ 9,58) U/mg 

(Figura 16). Já, a média da atividade específica de GBA em fibroblastos DG sem 

tratamento foi de 5,9 (+ 2,09) U/mg de proteína, enquanto os tratados com VPRIV 

resultaram em 7,9 (+ 1,8) U/mg. As amostras de fibroblastos dos pacientes com DG e 

de um indivíduo saudável, foram testadas com incubações com VPRIV de 4 e 6 horas, 

também não tendo sido observadas variações na atividade específica de GBA com a 

adição de VPRIV nesses tempos, como mostra a Figura 16. 
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Figura 16. Comparação da atividade específica da GBA em fibroblastos incubados 
com alfa velaglucerase - VPRIV (10ng) por diferentes tempos; A) média da atividade 
específica de GBA em fibroblastos controles, MC, PM e SW, e de pacientes com GD, 
MN, RB e WR, incubados por 2h com VPRIV; B) média da atividade específica de 
GBA em fibroblasto controle PM e de pacientes DG incubados por 4h com VPRIV e 
C) média da atividade específica de GBA em fibroblasto controle e de pacientes com 
DG incubados por 6h com VPRIV. 
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6.6 Genotipagem dos camundongos modelos de DG  

 

Nesse trabalho utilizamos um modelo animal para DG, com inativação condicional 

da GBA. A genotipagem desses animais é realizada com frequência para a 

confirmação do genótipo. Portanto, após a realização do experimento, foi feita a 

genotipagem para caracterizar os camundongos quanto à presença da sequência Cre 

entre os éxons 8 e 11 do gene GBA de camundongo. A genotipagem mostrou 

marcação apenas nos camundongos 31,34, 70 e 88 com um produto de PCR de 

intensidade para a sequência Cre e a genotipagem nos camundongos 78 e 95, não 

apresentou banda. Os camundongos 31, 34, 70, 88, 78 e 95 mostraram bandas 

representativas do gene LoxP. 

 

 

6.7 Internalização da mutGBA no fígado, baço, cérebro e pulmões de 

camundongos modelos para DG 

 

Para investigar se a enzima mutGBA pode ser internalizada em diferentes órgãos 

dos camundongos modelo para DG e não apenas em macrófagos obtidos in vitro a 

partir de células da medula óssea dos animais, foi realizada a infusão com 

aproximadamente 19 U de mutGBA em animais modelo para DG. Após 1h, foram 

coletados sangue periférico e amostras de fígado, baço e tecido cerebral. Foram 

analisados 6 camundongos, sendo 2 com DG (Mx1/Cre/LoxP) tratados com mutGBA, 

2 com DG (Mx1/Cre/LoxP) tratados com PBS e 2 controles (LoxP/LoxP) sem DG e 

sem tratamento. 

 A análise da atividade específica da enzima GBA no baço de camundongos 

modelo para DG antes e após a infusão da mutGBA mostrou um aumento de 1,4 

vezes, como representado pela Figura 17A. O camundongo tratado com PBS mostrou 

uma média de atividade de 17,69 (+ 4,62) U GBA/mg de proteína versus a atividade 

dos camundongos tratados com mutGBA 24,13 (+ 0,72) U GBA/mg de proteína. 

Assim, esses níveis de atividade específica de GBA nos camundongos com DG após 

o tratamento com mutGBA se aproximaram aos níveis de GBA no baço de 

camundongo controle LoxP/LoxP com média de 27,57 (+ 4,05) U GBA/mg de proteína. 
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Esses dados sugerem que ocorreu a internalização da mutGBA no baço dos 

camundongos modelo para DG tratados com a mesma. 

A análise da atividade específica da enzima GBA no fígado de camundongos 

modelo para DG antes e após a infusão mostrou também um aumento de 1,5 vezes 

no nível de GBA. O camundongo tratado com PBS nessas condições apresentou uma 

média de atividade de GBA de 12,82 (+ 1,61) U GBA/mg de proteína versus a média 

19,51 (+ 0,46) U GBA/mg de proteína obtida pelo camundongo tratado com mutGBA. 

Quando comparamos os níveis de GBA presentes no fígado de camundongos controle 

LoxP/LoxP de 21,43 (+ 3,0) U GBA/mg de proteína com os camundongos com DG 

tratados com mutGBA, percebemos que o tratamento com a molécula recombinante 

se aproxima dos valores esperados para o controle sem inativação da GBA (Figura 

17B). Esses dados sugerem que, também ocorreu a internalização da mutGBA no 

fígado dos camundongos tratados com a mesma. 

No caso de leucócitos, a análise da atividade biológica da GBA em camundongos 

modelo para DG antes e após a infusão da mesma mostrou um aumento de 1,8 x no 

nível de GBA quando comparado com o camundongo tratado com PBS, sendo a 

atividade específica da enzima 9,33 (+ 2,28) U GBA/mg versus 5,53 (+ 0,89) U 

GBA/mg de proteína, respectivamente. Nesse caso, os níveis de GBA presentes nos 

camundongos com DG sem tratamento foram 4,2 x inferiores ao nível de GBA no 

camundongo controle LoxP/LoxP que apresentou atividade de 22,94 U GBA/mg de 

proteína (Figura 17C). A diferença de atividade dos camundongos LoxP/LoxP diminuí 

para 2,3 quando comparada com o camundongo tratado com mutGBA. 

Por fim, avaliamos também a atividade específica da GBA no cérebro de 

camundongos modelo para DG antes e após a infusão da mutGBA. Conforme mostra 

a Figura 17D, em camundongos controle LoxP/LoxP, os níveis de GBA foram 48,97 

(+ 10,65) U GBA/mg de proteína. E no modelo de DG sem e com a infusão de MutGBA 

os níveis de GBA foram 43,80 (+ 3,49) e 41,32 (+ 9,38) U GBA/mg de proteína, 

respectivamente. Esses dados mostram pouca variação nos camundongos modelo 

para DG após a infusão de mutGBA, como esperado, uma vez que a barreira 

hematoencefálica não permitiria o transporte da mesma para o sistema nervoso 

central. 
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Em conjunto, esses dados sugerem que a mutGBA produzida pela linhagem 

celular L16_293-FT-P2-mutGBA é biologicamente ativa em modelo animal para DG e 

internalizada no baço, fígado e leucócitos. 
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Figura 17. Ensaio de uptake in vivo da enzima lisossomal GBA recombinante (mutGBA) em 

diferentes órgãos e tecidos após 1 hora da infusão com 100 µl de sobrenadante, concentrado 
10x, contendo a enzima recombinante mutGBA. Como controle, os camundongos modelo 
para DG foram infundidos com 100 µl de PBS. Também foram analisados os camundongos 
controles saudáveis (LoxP/LoxP). A) atividade biológica da GBA no baço nos diferentes 
grupos testados, mostrou um aumento de 1,4 x no camundongo tratado com mutGBA; B) 
atividade biológica da GBA no fígado dos camundongos, sendo que houve um aumento de 
1,5 x com o tratamento de mutGBA; C) atividade biológica da GBA em leucócitos de 
camundongos com DG e controles, com aumento de 1,8x nos camundongos tratados com 
mutGBA e D) atividade biológica da GBA no cérebro de camundongos com DG e controles, 
sem modificações nos níveis de atividade entre os três grupos. 
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6.8 Produção extracelular e intracelular de GBA pela linhagem L16_293-

FT-P2-mutGBA  

 

Ensaios prévios mostraram a atividade biológica in vitro da enzima mutGBA 

secretada pela linhagem celular humana L16_293-FT-P2-mutGBA apenas em 

pequena escala e quando mantida em meio DMEM com soro bovino fetal. Nessas 

condições, a atividade da GBA está na ordem de 22,24 (+ 2,3) U/mL, cerca de 3 x 

maior que o nível de GBA produzida pela célula virgem de 7,03 (+ 0,2) U/mL (p = 

0,0073), e ao final desse experimento, foram contabilizadas 7,2x106 células. No 

presente trabalho, foi avaliada a atividade biológica da enzima mutGBA secretada pela 

linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA quando a mesma é cultivada em DMEM 

sem adição de 10% de SBF ao meio. Nessas condições, a produção de mutGBA pela 

linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA está na ordem de 5,29 (+ 31,79) U/mL. Ao final do 

experimento sem SBF havia 2,4 x106 células da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA 

nas repetições feitas em placas de 6 poços, cerca de 3 x menos células em 

comparação com o cultivo com SBF (7,2x106 células). 

Quando a atividade biológica da GBA é avaliada em relação a sua produtividade 

em condições de cultivo, com e sem 10% SBF, não há diferença estatística 

significativa quanto às médias de produção. Como mostra a Figura 18, células da 

linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA cultivadas sem soro bovino fetal obtiveram uma 

produtividade de 17,84 (+ 6,34) U/106 células, já quando a linhagem foi cultivada com 

SBF a produtividade foi de 25,6 (+ 4,2) U GBA/106 células (p = 0,35; Teste Welch). 
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Figura 18. Produtividade da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA, após 48 h de cultivo 
estático em monocamada na presença e na ausência de SFB. O número de unidades de GBA 
biologicamente ativa foram determinadas pelo ensaio fluorimétrico. 

 

A análise comparativa da produção de GBA após 48 h mostrou que na presença 

de 10% SFB foi 1,43 vezes maior que na presença de SFB, porém não apresentou 

diferença estatística significativa pelo teste de Welch. Considerando a maior aderência 

celular na presença de 10% SFB prosseguimos as culturas dos clones celulares nessa 

condição.  

 

6.9 Clonagem celular e produção de mutGBA secretada 

 

Foram gerados 13 clones celulares, derivados da população heterogênea 

permanente L16_293-FT-P2-mutGBA, a partir da seleção de uma colônia derivada 

de uma única célula. A Tabela 3 resume os dados obtidos da atividade biológica da 

GBA secretada pelos diferentes clones celulares e a produtividade dos mesmos a 

partir do cálculo do número de células/ cultivo celular.  

Conforme mostra a Tabela 3, a quantidade de enzima secretada pelos clones 

no cultivo com SFB e no tempo de 48 horas variou entre 5,1 (+ 2,02) U GBA/mL 

(clone 9) e 301,4 (+ 4,35) U GBA/mL (clone 5) (Figura 19), com diferença significativa 

(p < 0,0001, ANOVA). Observamos que o clone 5 secreta níveis de GBA cerca de 

301,4 (+ 4,35) U GBA/mL de meio de cultura, cerca de 1,7 vezes maior que a 

população mista, que secreta níveis de 181,8 (+ 13,54) U GBA/mL (p = 0,0077). O 

segundo clone que secreta maior quantidade de GBA é o clone 6 com níveis de 

226,7 (+ 9,04) U GBA/ mL cerca de 1,3 vezes maior que a população heterogênea 
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(p = 0,0057). Com relação a população celular virgem, o clone 5 produz cerca de 

500x mais (p < 0,0001). 

As medidas de atividade biológica dos diferentes clones foram também 

determinadas pelo número de células presentes em cada cultura celular. A partir 

desses valores pôde-se obter a produtividade dos respectivos clones celulares. 

Conforme mostra a Tabela 3, a produtividade dos clones após o cultivo com SFB e 

por 48 h variou entre 10,3 (+ 4,17) U GBA/106 células (clone 9) e 207 (+ 3,23) U 

GBA/106 células (clone 5) (p = 0,0005). O clone com maior produtividade foi também 

o clone 5 que cuja produtividade é 2,6 vezes maior que a população heterogênea, 

cuja produtividade é 79,9 (+ 6,7) U/106 células. 

Comparando com a produtividade da população heterogênea podemos dizer 

que 23% dos clones gerados apresentam baixa produtividade de GBA (entre 10-46 

U/106 células), 46% dos clones apresentam produtividade intermediária de GBA 

(entre 51-75 U/106 células) e 31% dos clones apresentam elevada produtividade de 

GBA (entre 112 - 204 U/106 células). 
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Tabela 3. Atividade biológica da molécula GBA-mut secretada e Produtividade dos 

diferentes clones celulares após 48 h em cultivo com 10% SFB  

Linhagem Repetição 
Número 

de células 
após 96h 

Atividade 
Biológica - 

Sobrenadante 
(U/mL) 

Média de 
Atividade 
Biológica 

(U/mL) 

Produtividade 
(U/1x10^6) 

Média 
Produtividade 

(U/1x10^6) 

293FT-Virgem  

1 2675000 0,1  0,2  

2 2350000 1,4 1,2 1,2 0,6 

3 2537500 2,0   0,3   

População 
Mista 

1 4525000 204,2  91,5  

2 4675000 157,4 181,8 68,3 80,0 

3 4650000 183,7   80,1   

Clone_1 

1 3125000 73,4  47,0  

2 2575000 51,5 74,3 40,07 51,3 

3 2925000 98,0   67,1   

Clone_2 

1 1350000 8,5  12,7  

2 1625000 28,5 20,4 35,1 23,9 

3 2025000 24,2   23,9   

Clone_3  

1 2825000 212,8  152,8  

2 2700000 187,9 220,9 141,2 160,7* 

3 2825000 262,1   188,2   

Clone_4  

1 4125000 258,8  127,3  

2 4275000 223,8 238,8* 106,2 113,9* 

3 4375000 233,7   108,4   

Clone_5  

1 3100000 310,1  202,9  

2 2825000 297,5 301,4* 213,7 207,4* 

3 2925000 296,6   205,7   

Clone_6  

1 2975000 211,8  144,4  

2 2700000 243,0 226,7 182,6 166,5* 

3 2650000 225,3   172,5   

Clone_7  

1 3900000 76,1  39,0  

2 4100000 83,4 89,8 40,7 47,1 

3 3575000 110,0   61,6   

Clone_8  

1 3225000 130,0  80,6  

2 4450000 110,5 145,0 49,6 76,7 

3 3900000 194,5   99,9   

Clone_9  

1 1050000 5,9  11,2  

2 962500 8,2 5,1 17,1 10,3 

3 900000 1,3   2,7   

Clone_10  

1 2950000 91,8  62,2  

2 2250000 95,4 100,9 84,8 71,3 

3 3450000 115,5   67,0   

Clone_11 

1 1625000 46,5  57,3  

2 1900000 52,9 54,5 55,8 56,9 

3 2225000 64,2   57,8   

Clone_12  

1 2800000 62,2  44,4  

2 2275000 67,6 73,9 59,4 63,9 

3 2100000 92,0   87,8   

Clone_13 

1 1562500 65,9  84,3  
2 1762500 56,0 46,9 63,5 55,8 
3 1925000 18,7   19,5  

Leucócito 
controle 

2                      5,5 U/mg   
3    8,1 U/mg   
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Os clones mostraram produção aumentada de GBA quando comparadas com 

a população heterogênea L16_293-FT-P2-mutGBA, como demonstrado na Figura 

19 (p < 0,0001, ANOVA). Os clones 4 e 5 mostraram níveis de produção da GBA da 

ordem de 1,31 e 1,65 vezes maior que a população heterogênea, respectivamente 

(p= 0,03 e 0,0077, respectivamente, teste de Welch). Dentre eles, o clone 5 mostrou 

níveis mais elevados e produção de GBA (Figura 20) e, portanto, avaliamos a 

produção da enzima β-glicosilceramidase do clone 5, considerando as três 

repetições juntamente, P1, P2 e P3, em um total de 6 mL foi obtida uma produção 

de 1808,5 U de enzima lisossomal. 
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Figura 19. Atividade biológica in vitro da enzima GBA dos 13 clones gerados a partir 

da linhagem heterogênea L16_293-FT-P2-mutGBA e submetidos ao cultivo por 48 h 

em meio com 10% SFB. (*p= 0,03; **p= 0,0077, teste de Welch).  
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Figura 20. Atividade biológica in vitro da enzima GBA comparando as células 293FT 

controle, a linhagem heterogênea L16_293-FT-P2-mutGBA e o melhor clone 

selecionado pelo seu nível de produção de mutGBA no sobrenadante (Clone 5) 

(**p<0,05; *** p<0,001; Teste de Welch).  

 

 

Sabendo o número de células em cada cultivo, foi possível estimar a 

produtividade dos respectivos clones celulares, bem como, da população mista e da 

população controle em cultivo em monocamada por 48 h em meio com SFB, como 

resume a Figura 21. Os quatro clones com maior nível de produção de GBA em 2 mL, 

clones 3, 4, 5 e 6, também apresentaram maior produtividade, referente a produção 

total por 1x106 células, com diferença significativa pelo teste de Welch. Com destaque 

que o clone 5 continua como maior produtor da enzima de interesse. Pôde-se observar 

que os níveis de produção de GBA pelo clone 5 foi 207,4 (+ 5,6) U GBA/106 células, 

comparado com a linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA que mostrou níveis de GBA da 

ordem de 78,9 (+ 11,5) U GBA/106 células e com a célula virgem que mostrou níveis 

de GBA de 1,0 (+ 0,8) U GBA/106 células. Isso indica um aumento de produtividade 

de 2,6 x em relação a população mista (p<0,0001) e de aproximadamente 207 x em 

relação a célula virgem (p<0,0001).  
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Figura 21. Produtividade dos 13 clones celulares na presença de SFB, após 48 h de 
cultivo estático em monocamada. Clones 4, 3, 6 e 5 apresentam valores 
estatisticamente aumentados quando comparados a produtividade da população mista 
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; Welch).  

 

6.10 Atividade enzimática específica e produção de GBA intracelular nos 

clones celulares 

 

A atividade específica da enzima GBA produzida pelos 13 clones, bem como 

da enzima GBA produzida pela linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA e pela célula 

293FT virgem foram também avaliadas. Os resultados da atividade enzimática 

específica estão na Tabela 4, onde são mostrados o número de células, os valores 

de proteína obtidos pela técnica de Lowry, atividade específica descrita como U 

GBA/mg de proteína total e a produtividade da linhagem celular e respectivos clones 

descrita como U GBA/106 células. A Figura 22 mostra as médias obtidas para todos 

os clones celulares e o controle 293FT quando comparadas com a produção média 

da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA. 

Pudemos observar que a atividade específica da enzima lisossomal GBA 

produzida pela linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA, quando cultivada em meio 

DMEM com 10% de SBF por um período de 48 h foi 294,4 (+ 63,1) U/mg proteína. 

Observou-se, portanto, que a atividade específica da enzima recombinante é cerca 

de 1,9 vezes maior comparada com a célula virgem, com produção de 150,8 (+ 63,1) 
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U/mg de proteína (p = 0,0309). Em seguida, passamos para as análises dos clones 

celulares. 

Conforme mostra a tabela 4, a produção da enzima lisossomal GBA pelos 

diferentes clones celulares variou de 297,0 (+ 56,2) U/mg de proteína (clone 1) a 

622,2 (+ 48,2) U/mg de proteína (clone 13), sendo essa diferença estatisticamente 

significativa (p = 0,0010). Também, foi observado diferença estatística quando foi 

comparado o clone 13 com maior atividade específica e a população heterogênea (p 

= 0,0009).  
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Tabela 4. Atividade enzimática específica, proteína total, número de células/ cultivo em cada 

clone celular e produtividade após o cultivo por 48 h em meio com 10% SFB 

   Repetições 
Número de 

células 

Proteína 
total 

Lowry 
(mg) 

Atividade 
Enzimática 
Específica 

(U/mg) 

Média de 
Atividade 
Específica 

(U/mg) 

Produtividade 
em 2 mL 

(U/1x10^6) 

Média 
Produtividade 

(U/1x10^6) 

293FT-
Virgem  

1 2675000 1,2 106,9   31,12   
2 2350000 1,2 105,4 150,8 35,90 49,32 
3 2537500 1,4 240,1   80,95   

População 
Mista 

1 4525000 1,5 238,2   53,39   
2 4675000 1,4 282,5 294,4 57,60 84,39 
3 4650000 3,0 362,6   142,20   

Clone_1 
1 3125000 1,3 298,3   84,35   
2 2575000 1,7 240,1 297,0 104,99 143,01 
3 2925000 3,2 352,5   239,67   

Clone_2 
1 1350000 1,1 338,9   176,44   
2 1625000 1,1 346,6 385,7 157,77 201,15 
3 2025000 1,9 471,6   269,24   

Clone_3  
1 2825000 2,5 237,9   138,47   
2 2700000 1,2 426,6 341,5 125,64       167,61 
3 2825000 3,0 360,1   238,71   

Clone_4  
1 4125000 2,3 374,8   136,73   
2 4275000 1,7 496,0 501,4 131,25 210,42 
3 4375000 4,0 633,4   363,28   

Clone_5  
1 3100000 1,9 303,6   126,61   
2 2825000 1,6 315,9 360,0 120,17 156,67 
3 2925000 2,3 460,4   223,23   

Clone_6  
1 2975000 1,1 499,3   122,72   
2 2700000 1,7 291,9 398,9 124,97 150,14 
3 2650000 2,1 405,5   202,72   

Clone_7  
1 3900000 1,2 278,7   54,83   
2 4100000 1,1 255,8 336,3 45,75 105,92 
3 3575000 2,6 474,4   217,19   

Clone_8  
1 3225000 1,5 522,6   158,17   
2 4450000 1,7 385,4 520,3 96,71 203,31 
3 3900000 3,3 652,7   355,06   

Clone_9  
1 1050000 0,4 374,8   95,72   
2 962500 0,6 512,9 427,4 198,72 182,83 
3 900000 0,9 394,3   254,04   

Clone_10  
1 2950000 1,5 510,8   168,42   
2 2250000 1,3 521,7 534,9* 205,28 219,15* 
3 3450000 2,7 572,2   283,75   

Clone_11 
1 1625000 1,2 557,6   263,78   
2 1900000 1,2 546,1 508,2* 228,21       281,14* 
3 2225000 3,0 420,9   351,44   

Clone_12  
1 2800000 1,2 457,1   130,73   
2 2275000 1,1 513,5 504,6* 168,97 242,37 
3 2100000 2,6 543,2   427,42   

Clone_13 

1 1562500 1,2 567,3   298,12   

2 1762500 1,1 657,4 622,2* 285,33 325,55* 

3 1925000 1,9 641,8   393,20   

Leucócito 
controle 

1    7,55 U GBA/mg proteína   

2       39,02 U GBA/mg proteína   
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A figura 22 mostra a média da atividade enzimática específica de cada clone 

celular, bem como, da população celular heterogênea L16_293-FT-P2-mutGBA e da 

linhagem celular virgem (293FT). 
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Figura 22. Atividade específica da enzima recombinante GBA produzida pela 

população com produção estável de GBA L16_293-FT-P2-mutGBA e 13 clones 

obtidos a partir da mesma. (* p < 0,05; **p = 0,006; Welch).  

 

Em seguida, avaliamos a atividade biológica intracelular pelo número de células 

presentes em cada cultura celular. Para tanto, antes da obtenção do extrato proteico 

total, as células foram lavadas em PBS, coletadas e quantificado o número de 

células/cultura celular. A partir desses valores pôde-se obter a produtividade 

intracelular da linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA e os respectivos clones em 

cultivo em monocamada por 48 h em meio com SFB. Como controle foi avaliado a 

produtividade da célula virgem. Conforme mostram a tabela 3 e figura 23, dentre as 

linhagens clonais geradas, o clone 13 mostrou níveis de produção de GBA de 325,55 

(+ 58,9) U/mg de proteína, sendo aproximadamente 6,6 x maior que a 293FT virgem 

(p = 0,0063) e 3,9 x maior que a população celular L16_293-FT-P2-mutGBA (p= 

0,0061). Para analisar a produção total de GBA intracelular do clone 13 foram 

consideradas as três repetições produzidas na placa de 6 poços, e assim, a partir de 

5,25x106 células totais obtidas dessas culturas celulares pôde-se obter 1709 U GBA.  
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A análise comparativa da produtividade dos respectivos clones considerando U 

GBA intracelular/106 células está representada na Figura 23. Considerando uma 

análise conjunta dos dados por ANOVA, houve diferença significativa entre as 

médias, e a produtividade da enzima GBA, avaliada por teste de Welch, indicou que 

os clones 10, 11 e 13 diferem estatisticamente da população mista. 
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Figura 23. Produtividade da linhagem controle 293FT, a L16_293-FT-P2-syntGBA-

Mut-1 (População Mista) e clones celulares (*p < 0,05; **p = 0,006; Welch) 

 

Por fim, realizamos a análise comparativa do nível de enzima GBA secretada 

versus a intracelular /106 células cultivadas por 48 h em monocamada, conforme 

mostra a Figura 24. Essa análise mostra que muitas vezes, por exemplo, os clones 

que produzem maior quantidade de GBA intracelular produzem baixa quantidade de 

GBA secretada. O mesmo ocorre com clones com alta produção de GBA secretada, 

e consequentemente produzem menos dessa proteína terapêutica de forma 

intracelular.
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Figura 24. Análise comparativa do nível da enzima lisossomal GBA secretada e 
intracelular/106 células da população mista, dos clones celulares e linhagem controle após 
48 h de cultivo estático em monocamada na presença de SFB. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Os dados aqui apresentados mostram que é possível escalonar a produção da β-

Glicosilceramidase recombinante a partir da linhagem celular L16_293-FT-P2-

mutGBA com a geração de GBA enzimaticamente ativa, como mostrado por testes in 

vivo e ex vivo. A caracterização dos clones celulares, isolados a partir da população 

heterogênea, permitiu a seleção de clones com aumento de produtividade de 2,6x de 

GBA secretada e 3,9 x de intracelular. O cultivo da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA 

em larga escala resultou níveis de produção da ordem de 9677 (+ 1089) U de GBA 

secretada, com aumento de 217x em comparação à quantificação em pequena escala 

(Figura 9). As análises de atividade biológica da GBA obtidas do cultivo em pequena 

escala, quando comparados com a produção escalonada, não mostram diferença 

estatística na produção de GBA por mL e de produtividade. Assim, apesar de 

populações heterogêneas (não clonais) possuírem grande variabilidade e sistemas de 

produção utilizando células de mamíferos sejam considerados difíceis de expandir, 

como citado por Xiao e colaboradores (2014) (BROWNE; AL-RUBEAI, 2007; XIAO; 

SHILOACH; BETENBAUGH, 2014) os dados apresentados indicam que a L16_293-

FT-P2-mutGBA manteve média de produção constante após as várias passagens 

necessárias para o cultivo na garrafa de 10 andares. O escalonamento em larga 

escala foi propiciado, em parte, devido a utilização da linhagem 293FT, pois linhagens 

derivadas das células HEK293 são conhecidas pelas altas taxas de produção de 

proteínas (HACKER; BALASUBRAMANIAN, 2016; VINK et al., 2014). Outros fatores 

que, possivelmente, contribuíram de forma significativa foram, primeiramente, o 

método de inserção por vetor lentiviral, que tem preferência por regiões ativas do 

genoma, e o processo de seleção com antibióticos por cinco dias anterior a realização 

dos experimentos, ambos processos possibilitaram a manutenção de uma cultura 

celular com níveis elevados de produção da proteína recombinante (LUSIC; 

SILICIANO, 2017, NAKAMURA; OMASA, 2015). 

Com o sobrenadante obtido do escalonamento da linhagem L16_293-FT-P2-

mutGBA foi possível realizar incubações ex vivo com macrófagos derivados da 

medula óssea de camundongos modelos para DG e controles. Inicialmente foi 

necessário isolar monócitos da medula óssea dos animas e, então, induzir a 

diferenciação com um fator de estimulação de macrófago (M-CSF). A metodologia de 
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diferenciação de macrófagos a partir da medula óssea de camundongos com M-CSF 

é um procedimento bem estabelecido em todo o mundo (WANG et al., 2013). A Figura 

10 mostra células alongadas similar ao descrito por Wang e colaboradores (2013), 

sendo células pequenas retangulares com poucas projeções. Após a diferenciação, 

foi quantificada a atividade biológica da GBA total dos macrófagos, sendo que as 

células derivadas dos camundongos modelo de DG apresentaram 7,34% da atividade 

dos tipos controle LoxP/LoxP (p < 0,0001) (Figura 11). O modelo de camundongo de 

DG utilizado foi induzido por Mx1/Cre/LoxP (MISTRY et al., 2010) e teve inativação 

condicional do gene da GBA nos tecidos hematopoiéticos e mesenquimais, assim, a 

baixa atividade da GBA observada nessas células é o resultado esperado. Essa 

atividade da enzima é mais uma evidência da capacidade de inativação do método. 

 Após a confirmação dos padrões fenotípicos, os macrófagos derivados da medula 

óssea de camundongos controle LoxP/LoxP e os Mx1/Cre/LoxP, ambos foram 

tratados com aproximadamente 19 U de GBA. Essas células internalizaram a enzima 

MutGBA secretada pela linhagem celular L16_293-FT-P2-mutGBA, como esperado 

para células com receptores de manose (SATO; BEUTLER, 1993) e a MutGBA se 

mostrou biologicamente ativa. Os macrófagos LoxP/LoxP tiveram um pico de atividade 

da GBA após 1:30h, com aumento de 1,33 x e apresentaram atividade da GBA similar 

ao nível basal após 3h do tratamento (Figura 12). Mx1/Cre/LoxP obteve pico de 

atividade após 30min de tratamento, aumento de 1,5x e após 1h e 30 min de 

incubação mostrou atividade da GBA em nível basal. Limkul e colaboradores (2016) 

incubaram macrófagos derivados de camundongos selvagens, por um período de 3 

horas, com duas variantes de GBA produzida a partir de folhas de Nicotiana 

benthamiana, e mesmo com um tratamento de 5400 U (descrito como 90 µmol/min) 

os pesquisadores observaram um aumento entre 1,5 e 1,8x (LIMKUL et al., 2016). Já 

He e colaboradores (2012), trataram macrófagos selvagens por 3h com 3000 U de 

GBA produzida em A. thaliana, e obtiveram um aumento de apenas 1,2x (HE et al., 

2012). Dessa forma, uma dose de mutGBA aproximadamente 400 x mais 

concentrada, apresentou resultados similares aos do presente trabalho. Assim, 

mesmo com baixas concentrações, a mutGBA obteve valores como os descritos pela 

literatura, o que pode ser considerado um resultado promissor, sugerindo um alto nível 

de atividade enzimática com menor quantidade de proteína. Para mais detalhes sobre 

a atividade específica dessa GBA e para eliminar os possíveis efeitos de proteínas 
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inespecíficas, a proteína recombinante mutGBA deve ser purificada, o que é um dos 

objetivos futuros do grupo de pesquisa. 

Como descrito, nas culturas de macrófagos as células derivadas de camundongos 

Mx1/Cre/LoxP e LoxP/LoxP incubadas com mutGBA mostraram aumento na atividade 

intracelular de GBA, entretanto, elas diferiram quanto ao tempo do pico de atividade 

enzimática. Apesar da cultura de macrófagos ex vivo ser considerada um modelo 

estável e homogêneo (WANG et al., 2013), a GBA está diretamente relacionada com 

o metabolismo e fisiologia dos macrófagos, além dos camundongos induzidos 

possuírem alterações feitas diretamente ao sistema hematopoiético. Dessa forma, é 

possível que exista diferenças entre os dois tipos de células avaliadas, Mx1/Cre/LoxP 

e LoxP/LoxP, por consequência da inativação do gene GBA. Kallemeijn e 

colaboradores (2017), avaliaram a internalização de rGBA em macrófagos humanos 

e descreveram a internalização da enzima. Esses autores usaram imiglucerase e 

velaglucerase com sondas marcadas (Activity-Based probes) e observaram o pico de 

absorção após uma hora e a atividade biológica nos macrófagos se manteve 

constante por até 180 min (KALLEMEIJN et al., 2017). Resultados similares de foram 

observados nesse trabalho nos macrófagos controles, entretanto não foi o observado 

em macrófagos de camundongos modelo de DG. Assim, no presente trabalho, não foi 

possível definir um tempo de vida média geral para a mutGBA devido à variação entre 

as linhagens, mas é um dos objetivos em estudos futuros.  

A técnica de quantificação da atividade biológica da β-Glicosilceramidase 

utilizando reagentes fluorescentes foi estabelecida por Wenger e colaboradores 

(1978), e até hoje é utilizada para avaliação de pacientes com suspeita de doença de 

Gaucher (KANG et al., 2017; WENGER et al., 1978). Esse procedimento de medição 

da atividade enzimática da GBA tem sido modificado e aprimorado, entretanto, ainda 

são poucos os grupos de pesquisa que consideram diferenciar a quantidade de GBA, 

GBA2 e GBA3. Nesse trabalho também mostramos que a adição dos inibidores CBE 

e NDJ se mostrou eficaz para reproduzir as unidades de atividade das diferentes 

GBAs em fibroblastos. O tratamento da cultura primária de fibroblasto com o inibidor 

específico de GBA lisossomal (CBE) e com o inibidor de GBA2 (NB-DNJ) mostrou que 

30% da atividade enzimática avaliada pelo ensaio fluorimétrico são relativas as outras 

enzimas GBAs não lisossomais, sendo dessa porção, 70% da GBA2 e 30% da GBA3. 

Interessante notar que a atividade da GBA2 também foi reduzida nos fibroblastos de 
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pacientes com DG, apesar desses indivíduos possuírem um alelo funcional para esse 

gene. Körschen e colaboradores (2013) avaliaram o padrão de distribuição e atividade 

enzimática da GBA lisossomal e GBA2 em camundongos e fibroblastos humanos. Os 

resultados desses autores em fibroblastos de pacientes, quando o teste fluorimétrico 

foi realizado em pH 6, também mostrou que a atividade da GBA lisossomal é mais da 

metade da atividade total de GBA. Além disso, os autores também descrevem que a 

GBA2 se mostra diminuída em fibroblastos com mutação na GBA lisossomal, e o 

mesmo ocorre em camundongos knock-out para o gene da GBA. Apartir dos 

resultados de diversos testes em diferentes tecido e células, eles sugerem que a 

atividade da GBA2 é dependente da atividade da GBA lisossomal. Dessa forma, os 

resultados descritos por nosso grupo de pesquisa são similares ao descrito por 

Körschen e colaboradores (2013). 

A atividade da GBA total dos fibroblastos controles foi cerca de 10x maior do que 

os fibroblastos derivados de pacientes com DG como foi descrito para outros tecidos 

(p < 0,0001) (MCNEILL et al., 2014; MONTFORT et al., 2004). Considerando a média 

dos controles, como 70,9 (+ 3,1) U/mg de GBA, as culturas de fibroblastos MN, WR e 

RB mostraram 5,6%, 11,1% e 12,6 % de atividade da GBA, respectivamente. Montfort 

e colaboradores (2004), relataram que as mutações N370S e L444P possuem 

atividade enzimática da GBA entre 6-14%, estando de acordo com os valores do 

presente estudo (MONTFORT et al., 2004). Sasagasako e colaboradores (1993) 

observaram uma diminuição de atividade da GBA de fibroblastos de pacientes do tipo 

I de 3,4% e 11,7%, do tipo II de 2,9% e 2,8% e do tipo III de 4,3% e 7,3, em 

comparação a atividade biológica da enzima observada em fibroblastos de indivíduos 

saudáveis (SASAGASAKO et al., 1994). Dessa forma, os resultados observados no 

presente estudo estão dentro do esperado para mutações N370S e L444P. 

Nos fibroblastos de indivíduos saudáveis e pacientes com DG tratados com 19 U 

de mutGBA não foi observado aumento de atividade biológica da GBA, nos tempos 

testados. As mesmas células tratadas com 10ng de VPRIV também não apresentaram 

variação significativa na atividade da GBA. Hespanhol e colaboradores (2005), 

descreveram a internalização de proteínas por fibroblastos pelos receptores de 

manose, indicando que os receptores não seriam a causa da não detecção de rGBA 

nos fibroblastos (HESPANHOL et al., 2005). Reggi e colaboradores (2012) realizaram 

o tratamento com uma GBA recombinante derivada de sementes de tabaco e 
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imiglucerase, em fibroblastos de indivíduos com DG por 5h com 1260 U de GBA, e 

observaram um aumento de atividade biológica da GBA de 2,6 x (REGGI et al., 2005). 

Considerando que a quantidade de GBA utilizada por esses autores foi 

aproximadamente 50x maior do que a utilizada no presente trabalho, é possível 

sugerir que doses mais altas da enzima sejam necessárias para gerar o aumento da 

atividade enzimática da GBA nos fibroblastos. Além disso, é provável que o aumento 

da pureza da mutGBA melhore a atividade específica da enzima, uma vez que a 

agregação de proteínas e agentes inespecíficos podem competir pelos receptores de 

manose (GRAMLICH et al., 2016; VAN PATTEN et al., 2007). 

Para observar a atividade da mutGBA em tecidos específicos, 19 U de mutGBA 

foram injetados em dois camundongos dois Mx1/Cre/LoxP. Como controle, em dois 

camundongos Mx1/Cre/LoxP foi injetado PBS, e dois camundongos LoxP/LoxP foram 

utilizados como controles saudáveis. Como descrito por Kallemeijn e colaboradores 

(2017), a semivida de rGBAs é dependente do tecido, esses autores observaram em 

camundongos um decaimento bifásico em todos os tecidos observados, com 

geralmente uma meia-vida de aproximadamente 60 a 90 minutos. Dessa forma os 

modelos murinos desse experimento foram injetados com mutGBA e sacrificados 

após 1h. No baço dos camundongos modelo de DG foi observada uma aproximação 

da atividade da GBA comparada com o camundongo selvagem, com aumento de 1,4x 

da atividade de GBA em comparação aos camundongos não tratados (Figura 17A). 

Estudos descreveram a meia vida de imiglucerase e velaglucerase observada no baço 

de camundongos modelo para DG de aproximadamente 60 min, com a manipulação 

de 60 U/kg de ambas as enzimas (XU et al., 2010). Dessa forma, apesar de ser 

possível observar um aumento de GBA, é possível que o pico de atividade não tenha 

sido representado nesse estudo. 

No fígado o aumento da atividade enzimática foi expressivo, cerca de 1,5x maior 

do que o camundongo tratado com PBS, e com níveis de atividade próximos ao do 

controle LoxP/LoxP (Figura 17B). Aproximadamente 60% das GBAs recombinantes 

são observadas no fígado, nesse órgão tanto hepatócitos parenquimatosos, bem 

como células endoteliais e células de Kupffer, absorvem a GBA recombinante com 

terminação em manose (FRIEDMAN et al., 1999; XU et al., 2010). Xu e colaboradores 

(2010), avaliaram a atividade de imiglucerase e velaglucerase em camundongos 

modelos para DG, e observaram um pico de atividade no fígado aos 20 min, com 
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aumento de atividade de 2,5 a 3,5 x maior que o controle não tratado para ambas as 

enzimas (XU et al., 2010). O mesmo estudo mostrou as proteínas rGBA com meia 

vida de 100 minutos. Dessa forma, o aumento de 1,5 x da proteína pode não 

representar a absorção total pelo órgão, embora já apresente a capacidade de 

internalização e atividade dentro das células. O tempo de tratamento desse trabalho 

foi similar a Limkul e colaboradores (2016), no qual os autores trataram camundongos 

selvagens por uma hora com 5400 U por grama de rGBA, com dois tipos de GBA 

produzida a partir de folhas de N. benthamiana, nessas condições eles observaram 

um aumento significativo de 1,5 x de GBA no fígado (LIMKUL et al., 2016). Assim, os 

valores observados nesse estudo estão similares aos que descritos pela literatura no 

mesmo tempo, podendo ser realizados mais estudos para investigação do pico de 

atividade. Nos leucócitos o aumento de atividade observado em camundongos 

tratados com GBA foi de 1,8x, mostrando que as células do sangue também 

internalizaram a mutGBA. O conjunto de todos os resultados de atividade biológica da 

GBA observados nos diferentes tecidos dos camundongos Mx1/Cre/LoxP indica que 

houve a internalização da mutGBA e que a proteína se mostrou enzimaticamente ativa 

nas células alvo da TRE para DG. 

No cérebro não houve variação perceptível (Figura 17D). Mistry et al. (2010) e 

Enquist et al. (2006), descreveram que o sistema Mx1/Cre/LoxP supostamente não 

deve afetar a atividade da GBA no SNC, devido ao fato do promotor Mx1 ser um 

método de inativação genética condicionada às células hematopoiétcas e 

mesenquimais (ENQUIST et al., 2006; MISTRY et al., 2010). Além do genótipo 

selvagem da GBA nos cérebros dos modelos de DG, os camundongos tratados não 

mostraram diferença significativa comparados com os não tratados, provavelmente 

devido à incapacidade de grandes proteínas, como a MutGBA, atravessarem a BHE 

e a falta de receptores de manose nas células endoteliais do cérebro (BRADY; YANG; 

ZHUANG, 2013; GRUBB; VOGLER; SLY, 2010).  

Com os resultados obtidos após a internalização da GBA em macrófagos ex vivo, 

e in vivo nos camundongos com inativação parcial da GBA, demos continuidade ao 

processo de geração de uma linhagem produtora de rGBA por meio da clonagem 

celular. Assim, visando a potencialização e estabilidade da produção enzimática, 

foram gerados 13 clones celulares da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA, sendo a 

produção de β-Glicosilceramidase recombinante avaliada pela quantidade secretada 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Enquist%20IB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16954197
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no meio de cultura, atividade específica e produtividade. Esses experimentos foram 

realizados no laboratório de Doenças Metabólicas Hereditárias utilizando o protocolo 

realizado no laboratório LEIM-UNIFESP. Para isso, realizamos a quantificação da 

atividade biológica da enzima GBA em leucócitos de indivíduos saudáveis como 

controle para a técnica de atividade biológica. Esses apresentaram média de 18,08 U 

GBA/mg de proteína (Tabela 2 e 3), mostrando valores similares aos descritos por 

Michelin e colaboradores (2005), que obtiveram média de 14,96 U GBA/mg de 

proteína na análise de 610 indivíduos sem DG (MICHELIN et al., 2005), e também 

Kang e colaboradores (2017) que observaram uma variação entre 6,5 e 55 U GBA/mg 

de proteína na avaliação de 116 controles saudáveis (KANG et al. 2017). 

A avaliação da atividade biológica da enzima GBA do sobrenadante revelou que 

dos 13 clones isolados, 2 apresentaram uma média de produção maior que a 

população mista (p < 0,0086; p < 0,0001), 3 não mostraram diferença estatística e 8 

produziram menos que a população mista (p < 0,05) (Figura 19). Assim, a quantidade 

de enzima recombinante secretada pelos clones celulares variou de forma 

considerável, entre 0,03x e 1,7x, em comparação a população heterogênea. Browne 

e colaboradores (2007) descreveram que mesmo linhagens recombinantes 

submetidas a seleção são compostas de diversas variações, e essas podem ser 

observadas na grande diferença de produtividade dos clones (BROWNE; AL-RUBEAI, 

2007). Segundo esses autores, essa diversidade é consequência do número variável 

de cópias do gene alvo, das diferentes posições do gene no genoma e até mesmo de 

células apenas com o gene de resistência e sem o gene de interesse. E assim, por 

meio da clonagem celular é possível o desenvolvimento de uma linhagem 

recombinante estável e de alta expressão. 

Dos clones celulares isolados, o clone 5 obteve a maior produção de GBA 

secretada, com média de 301,4 (+ 8,78) U/mL, sendo cerca de 251x maior que 

atividade biológica de GBA secretada obtida pela célula virgem 293FT e 1,7x maior 

que a linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA (p = 0,0077) (Figura 20). O aumento de 

produção de GBA secretada pelo clone 5, em relação a população mista, foi 

relativamente baixa quando comparada com o trabalho de outros autores utilizando a 

célula HEK293. Por exemplo, Spidel e colaboradores (2016), utilizaram a HEK293 

para gerar anticorpos monoclonais e geraram 40 clones celulares, nessas condições 

eles observaram expressões aumentadas até 3x em relação à média de todos os 
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clones (SPIDEL et al., 2016). Já Song e colaboradores (2011), realizaram a clonagem 

celular de uma linhagem HEK293 com produção permanente de anticorpos 

monoclonais, e obtiveram um clone com 7x mais produção de anticorpos que a 

população heterogênea, sendo consideravelmente maior que os valores obtidos 

nesse trabalho (SONG et al., 2011). A dificuldade do aumento de produção de GBA 

com relação à população mista pode ser parcialmente explicado pela complexidade 

de produção da própria enzima GBA, como já descrito por outros autores. Reggi e 

colaboradores (2002), produziram GBA em semente de tabaco, e descreveram que 

as sementes com maior produção se mostraram inviáveis, mesmo após extensivos 

testes de germinação, incluindo tratamento com CBE. Nessas condições, os autores 

sugeriram que altas produções de GBA humana possam levar à inviabilidade celular 

e dificultar o processo de divisão (REGGI et al., 2005). Além disso, outro fator 

importante, é a proteína TCP80 que tem ação inibitória sobre o RNA mensageiro da 

GBA, sendo que análogos da TCP80 ocorrem em todos os mamíferos, incluindo 

células como HEK 293 e CHO (XU; BUSALD; GRABOWSKI, 2000). Essa proteína se 

liga a uma região de 180 nucleotídeos da porção 5’ UTR do mRNA da GBA e tem 

expressão variada nos diferentes órgãos de mamíferos, regulando assim a expressão 

de GBA. Considerando a possível inviabilidade de células de alta produção unida à 

regulação da tradução da GBA pelo TCP80, esses fatores podem ser limitantes para 

a produção da enzima, o que resulta na baixa produção dos clones em relação a 

linhagem mista.  

Quanto à produção de GBA intracelular, entre as linhagens clonais, o clone 13 

mostrou a maior atividade enzimática, com média de 622,2 (+ 48,15) U/mg, sendo 

aproximadamente 4,1 x maior que a 293FT virgem (p < 0,0001) e 2,1 x maior que a 

população heterogênea L16_293-FT-P2-mutGBA (p = 0,0009) (Figura 22). Avaliando 

a produção intracelular geral, 5 dos 13 clones apresentaram maior produção de GBA 

que a linhagem heterogênea (p < 0,05), e 8 não foram observadas diferenças 

significativas entre as médias e a L16_293-FT-P2-mutGBA (Figura 22). Assim, a 

análise da GBA intracelular dos clones não mostrou nenhuma linhagem com produção 

menor que a L16_293-FT-P2-mutGBA, ao contrário da GBA secretada. Essa diferença 

pode ser parcialmente explicada pela forma de transporte da enzima para o meio 

extracelular, sendo que mesmo clones em que o gene de interesse foi inserido em 

regiões de alta expressão podem não transportar a GBA para os lisossomos, e assim 
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há uma grande amplitude de resultados de produção da GBA secretada (RECZEK et 

al., 2007; ROTHAUG et al., 2014). Já quanto aos resultados de atividade específica, 

é possível observar que até mesmo a virgem produz níveis relativamente altos, 

estabelecendo assim uma quantidade basal de GBA.  

Outro detalhe que pode ser notado na avaliação do nível de produção dos clones 

celulares é que as linhagens com maior produção da enzima mutGBA intracelular 

(Clones 13, 10, 8), diferiram dos clones com secreção de GBA significativamente 

aumentada (Clones 5, 4) (Figura 24). O clone 13, por exemplo, que possuí a maior 

produção intracelular de GBA, entretanto tem média igual a linhagem controle 293FT 

na análise de GBA secretada (Figura 19). Considerando a sua produtividade 

intracelular e secretada, o clone 13 tem cerca de 85% de sua GBA de origem 

intracelular e 15% é secretada. Já a produtividade do clone 5, revela que 57% de 

atividade enzimática da GBA é encontrada no meio de cultura. Martin e colaboradores 

também avaliaram a produção intracelular e extracelular de uma mesma linhagem 

recombinante de GBA, no caso realizada por meio da produção transitória em células 

SF9, e observaram que 40% da GBA total obtida encontrava-se no meio de cultura 

(MARTIN et al., 1988). Os resultados obtidos no trabalho atual se assemelha quando 

consideramos a produção de GBA do clone 5, entretanto os clones com alta produção 

de GBA intracelular possuem, relativamente, baixa quantidade de GBA secretada. 

Esses dados sugerem que na população mista existem células cujas modificações no 

DNA ou na proteína gerada que especificam para que a enzima seja secretada ou 

mantida dentro da célula. A expressão da proteína LIMP-2, responsável pelo 

direcionamento da GBA para os lisossomos, pode ter um papel significativo para a 

rota final da proteína recombinante produzida (RECZEK et al., 2007; ROTHAUG et al., 

2014). Aranyi e colaboradores (2016) descreveram que vetores lentivirais induzem 

alterações epigenéticas e, assim, é possível que exista uma expressão diferencial do 

gene da LIMP-2 nos clones que pode afetar a localização da GBA. Para inferir mais 

precisamente como a proteína se comporta na célula, experimentos de imuno-

histoquímica poderiam ser realizados.  
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Figura 25. Previsão do escalonamento de produção de GBA, considerando a produção 
secretada pelo L16_293-FT-P2-mutGBA Clone 5. 
 

Considerando as produções de 301,5 U/mL, do clone 5, e 622,2 U/mg, do clone 

13, em comparação dos valores de produção obtidos por autores na literatura 

podemos dizer que as linhagens são promissoras (Figura 25). He e colaboradores 

(2012) geraram 43 linhagens transgênicas de Arabidopsis thaliana com produção 

permanente de GBA, e analisando as sementes dessas linhagens, a maior produção 

foi de 1440 U/mg de proteína total das sementes (HE et al., 2012). Assim, a produção 

por miligramas de GBA do clone 13 é aproximadamente metade da quantidade obtida 

pelas melhores linhagens de A. thaliana, sendo que para a produção das sementes 

avaliadas, ainda foram necessários meses de plantio (HE et al., 2012). Já Reggi e 

colaboradores (2005), obtiveram cerca de 43.200.000 U da produção de β-

Glicosilceramidase em 1 kg de sementes de tabaco colhidas de 30.000 plantas das 

25 melhores linhagens, após a purificação (REGGI et al., 2005). Comparativamente, 

com 1kg de células da linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA - Clone 13, a produção seria 

de 622.000.000 U, e considerando a produção de 1L de sobrenadante secretado pela 

L16_293-FT-P2-mutGBA Clone 5, seria produzido 301.333,0 U de GBA. Embora os 

concentrados de proteína bruta ainda tenham que passar pelo processo de 

purificação, que geralmente diminui a quantidade de proteína por aproximadamente 

20 a 60% (CHOY, 1989; DALE; BEUTLER, 1976; HE et al., 2012), os resultados 

apresentados nesse trabalho mostram que as linhagens podem gerar altos níveis de 

proteína terapêutica e, assim, pode se dar continuidade em estudos mais 

aprofundados da mutGBA e das linhagens mais produtivas geradas nesse estudo. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Na primeira etapa deste projeto foi possível o escalonamento de produção da 

enzima lisossomal recombinante mutGBA pela linhagem celular L16_293-FT-P2-

mutGBA e permitiu um aumento de 217 vezes na quantidade de enzima GBA 

biologicamente ativa secretada nessas condições em relação ao cultivo em 

pequena escala;  

 Foi possível cultivar macrófagos da medula óssea de modelo de camundongo para 

doença de Gaucher que mostraram características morfológicas típicas após 5 

dias de tratamento com citocina específica; 

 O ensaio visando caracterizar o nível de GBA lisossomal em macrófagos em 

cultura mostrou que a atividade específica da enzima GBA em camundongos 

C57BL/6 com GBA funcional (LoxP/LoxP) é 34,75 (+ 6,37) U/mg de proteína e em 

camundongos C57BL/6 com deleção condicional do gene GBA (Mx1/Cre/LoxP) é 

2,55 (+ 0,33) U GBA/mg de proteína; 

 O ensaio preliminar sobre a internalização da enzima recombinante mutGBA por 

macrófagos em cultura em 6 tempos diferentes mostrou que em macrófagos 

derivados de camundongos controle o pico da atividade biológica da enzima foi no 

tempo de 1:30 h (46,5 U GBA/mg proteína) e em camundongo com DG foi no 

tempo de 30 min. (4 U GBA/mg proteína); 

 O ensaio visando caracterizar o nível de GBA lisossomal em cultura primária de 

fibroblasto mostrou que a atividade específica da enzima GBA em indivíduos 

saudáveis é 70,9 (+ 3,1) U GBA/mg de proteína e em pacientes com Doença de 

Gaucher é 6,9 (+ 1,5) U GBA/mg de proteína (p = 0,0004); 

 O tratamento da cultura primária de fibroblasto com o inibidor específico de GBA 

lisossomal (conduritol B epóxido - CBE) na concentração de 36μM e com o inibidor 

N-butildesoxinogirimicina (NB-DNJ) de GBA2 na concentração de 10μM mostrou 

que 30% da atividade enzimática avaliada pelo ensaio fluorimétrico com o 

substrato sintético 4-MU são relativas as outras enzimas GBAs não lisossomais, 

sendo desses 70% da GBA2 e 30% da GBA3; 

 Ensaios de internalização in vitro da enzima lisossomal recombinante mutGBA 

secretada pela linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA por fibroblastos de indivíduos 

saudáveis e de pacientes com DG mostraram que a atividade específica da enzima 
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GBA não foi alterada em diferentes tempos de incubação mostrando que a mesma 

não pôde ser absorvida por esse tipo celular. Como controle foi avaliada a 

capacidade de internalização da enzima lisossomal recombinante comercial alfa 

velaglucerase com 10 ng, e os resultados foram similares à enzima recombinante 

deste estudo; 

 Ensaios preliminares sobre o uptake da enzima lisossomal recombinante mutGBA 

secretada pela linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA em modelo animal condicional 

para Doença de Gaucher mostrou que a mesma apresenta atividade biológica in 

vivo;  

 Em camundongos controle, a atividade biológica da enzima lisossomal em baço, 

fígado e leucócitos é 29,57 (+ 4,05), 21,44 (+3,00) e 22,94 U GBA/mg de proteína, 

respectivamente e em camundongos transgênicos para GD esses valores são 

17,69 (+ 4,62), 12,82 (+ 1,61) e 5,53 (+ 0,89) U GBA/mg proteína, respectivamente; 

 A análise da atividade biológica da enzima GBA 60 minutos após a infusão de 19 

U mutGBA mostrou no baço, fígado e leucócitos níveis de 24,13 (+ 0,72), 19,51 (+ 

0,46) e 9,98 (3,08) U GBA/mg de proteína mostrando um aumento de 1,4; 1,5; e 

1,8x, respectivamente, o que sugere a internalização da enzima mutGBA nesses 

tecidos.  

 Com relação ao tecido cerebral, a análise da atividade biológica da enzima GBA 

mostrou níveis de 48,98 (+ 10,65) U GBA/mg em camundongos LoxP/LoxP, 

43,80(+ 3,49) U GBA/mg nos animais modelo de DG sem tratamento e 41,32 (+ 

9,38) U GBA/mg nos camundongos transgênicos tratados com mutGBA, sugerindo 

a ausência da internalização da enzima recombinante nesse tecido; 

 Foi possível realizar a clonagem celular da linhagem transgênica L16_293-FT-P2-

mutGBA, sendo obtidos 13 clones.  

 A caracterização dos 13 clones com relação a atividade biológica da enzima 

recombinante secretada e a produtividade/106 células mostrou que os clones 5 e 

6 produzem níveis mais elevados de GBA do que a população mista (p< 0,05) e 

com relação a produtividade mostrou que os clones 3, 4, 5 e 6 são mais produtivos 

em relação a população mista (p< 0,05) clones. Dentre eles, o clone 5 se mostrou 

mais produtivo considerando o volume e secreta níveis de 301,4 (+ 4,35) U 

GBA/mL ou 207 (+ 3,23) U de GBA/106 células, respectivamente; 
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 A caracterização dos 13 clones com relação a atividade biológica da enzima 

recombinante intracelular e a produtividade/106 células mostrou que os clones 10, 

11, 12 e 13 produzem níveis mais elevados de GBA do que a população mista (p< 

0,05) e com relação a produtividade mostrou que os clones 10, 11 e 13 são mais 

produtivos em relação a população mista (p< 0,05). Dentre eles, o clone 13 maior 

atividade biológica intracelular e maior produtividade da ordem de 622 (+ 4,35) U 

GBA/mg de proteína ou 325,5 U GBA (+ 3,23) U/106 células, respectivamente; 

 Em nosso estudo, não existe uma correlação entre o nível de secreção e a 

quantidade de enzima lisossomal, ou seja, o clone que secreta maior quantidade 

de enzima lisossomal no sobrenadante não é o clone que apresenta maior 

quantidade de enzima lisossomal intracelular; 

 Os clones celulares com maiores níveis de enzima lisossomal recombinante 

biologicamente ativa podem ser considerados potencialmente adequados para 

futuros estudos que visam investigar o número de cópias do transgene no genoma, 

caracterizar o sítio de integração do mesmo e realizar estudos para teste de drogas 

indutoras da produção da enzima GBA.  
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9 CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram que a linhagem L16_293-

FT-P2-mutGBA é capaz de produzir elevados níveis de β-glicosilceramidase 

recombinante. A proteína gerada por essas células foi capaz de ser internalizada por 

macrófagos de camundongos e se mostrou biologicamente ativa in vivo, sendo assim, 

uma linhagem promissora para uso na terapia de reposição enzimática para o 

tratamento da doença de Gaucher.  

Considerando os resultados positivos obtidos pela mutGBA produzida pela 

linhagem L16_293-FT-P2-mutGBA, foi realizada a clonagem celular da população 

mista, visando a estabilidade de produção. Dos 13 clones isolados, foi possível 

selecionar um clone com aumento de produtividade de 2,6x (207 (+ 3,23) U/106 

células) de β-glicosilceramidase secretada e, também, um clone com aumento de 

produtividade da proteína terapêutica intracelular em 3,9x (325,5 (+ 3,23) U de 

GBA/106 células). Dessa forma, as linhagens clonais selecionadas se mostram aptas 

para os passos seguintes na geração de uma linhagem produtora de β-

glicosilceramidase para tratamento da doença de Gaucher.  
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