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IMUNQREVELAQAO DE GLICOSILCERAMIDA EXTRAIDA E PURIFICADA DE PLASMA
026 SANGUINEO DE PACIENTES COM DOENCA DE GAUCHER. André Petry, Maria Viviane
Gomes Muller, Kristiane Michelin, Maria Luiza Saraiva Pereira, Janice Carneiro Coelho, Vera Maria

Treis Trindade (orient.) (UFRGS).

Doenca de Gaucher (DG) € uma esfingolipidose causada por mutacdes no gene da b-glicosidase, ocasionando
deposito lisossomal de glicosilceramida, principalmente nas células do sistema mononuclear fagocitario. O
diagndstico da DG é, normalmente, confirmado pela determinacdo enzimatica e/ou pela caracterizagdo molecular,
cujos custos sdo elevados. O objetivo deste trabalho foi padronizar a deteccdo quimica e a imunorevelagdo de
glicosilceramida, previamente, extraida e purificada de plasma de pacientes com DG. Uma aliquota de plasma foi
tratada com cloroférmio:metanol. Este extrato lipidico foi submetido, seqiiencialmente, a uma coluna de &cido
silicico, a metandlise alcalina e a uma coluna Sep-Pak C18. Desta coluna resultaram os eluatos C:M:4gua (3:48:47) e
(60:30:4, 5). A andlise destes eluatos por cromatografia em camada delgada de alta resolugdo e com revelacdo
guimica (CuSO4/HzPO,) mostrou que ambos continham uma banda com velocidade de migracdo semelhante a do
padrdo de glicosilceramida, porém com intensidades diferentes. A confirmacdo da identidade destas bandas foi
realizada por imunorevelagdo usando um anticorpo primario de coelho anti-glicosilceramida humana, seguido de um
anticorpo secundario de cabra anti-lgG de coelho, conjugado com peroxidase. A visualizacdo final foi realizada pela
adicdo de perdxido de hidrogénio e alfa-naftol tamponado. ApGs ajustes na purificacdo de glicosilceramida numa
Unica fracdo, esta metodologia podera ser utilizada como diagnostico complementar e como monitoramento do
tratamento da DG.
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