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RESUMO

*METODO E KIT PARA DETECCAC DE ESFINGOMIELINASE ALCALINA®

Degcreve-ge um método analitico fluorométrico e um kit para
utilizac8oc nesse wmétodo para determinagiic da pregenga de
esfingomielinase alcalina (SMase) nas fezes de um doente
necessitado dessa determinagdo uma vez gue a SMase alcalina & um
marcador de estados patoldgicos graves, como o cancro do célon,



DESCRICAO

*METODO B KIT PARA DETECCAO DE ESFINGOMIBLINASE ALCALINA®

A presente invencic refere-ge a um método analitico para
determinar a presenca de esfingomielinase alcaline nas fezes ou
fluidos biolégicos de doentes que necessitam dessa determinagio.
A invencdc também se rvefere a um kit para a realizag¢do do método

analitico.

Mais particularmente, o método da presente invengdo & um
método fluorométrico in vitro para deteccdo de esfingomielinase
alcalina gque, como serd agui escrito sm pormenocr adiante, & um
marcador de estados patoldgicos graves, tails como cancro do

ctlon e polipose adenomatosa familiar.

A enzima esfingomielinase (esfingomielina fosfodiesterase,
SMase) catalisa a hidrélise de esfingomielina a ceramida e
fosfato de colina.

Atéd & data foram identificados trés tipos diferentes de
SMase (acidica, neutra e alcalina), gque ocorrem como véarias

igso-formas, como se segue:

- SMase acidica lisossomal {(A-SMase):

- SMase acidica dependente de Znt citossdlica;

- SMage neutra dependente de magnésio de membrana (N-SMass);

]

N-SMase independente de magnésio citossdlica; e



- SMase alcalina.

Demonstrou-ge gue as SMases desempenham um papel numa
grande variedade de processos figioldgicos e patoldgicos,
incluindo: hidrdlise lisossomal de SM endocitosada, sinalizagdo
celular wediada por cevamida, aterogénese, diferenciacic
terminal, paragem dos ciclos celulares, apoptose, inflamagdc e a

regulagdo de respostas aos stresgses sucaridticos.

Em contraste com a SMase acidica e nesutra, gque estdo
actualmente presentes em células come enziwmas lisossomals e
ligadas & membrana, respectivamente, a SMase alcalina apresenta
diferenga em tecidos e espécies. Em seres humanos, a SMase
alcalina encontra-se na wmucosa intestinal e bilis. A& BSMase
alcalina inicialmente surge no ducdeno, atinge um nivel elevado
no intestino, especialmente na parte distal do jejuno e ocorre

em quantidades consideréveis no cflon e recto. Bsta SMase
apregenta pH alcalino &ptimo a 9,0, € independente de Mgz*,

dependente de sals biliares e resistente a tyripsina.

A import8ncia patolégica da SMazse alcalina 86 foi
recentemente reconhecida e  isto prontificou que fossem

realizados virios estudos, scobretudo pelas razdeg seguintes.

Em primeiro lugar, a enzima pode ser responsével pela
hidrSlige da esfingomielina dietética gue oOCOYYe
substancialmente no leite, ovos, carne e peixe. Em segundo
lugar, esta enzima pode regular a absorgio do colesterol. Em
terceiro lugarx, a presenca de 5SMase alcalina ac longe do tracto
intestinal e a sua diminuigdo selectiva detectada no carcinoma
colorrectal sugere gQue esta enzima degempenha um  papel na
carcinogénese intestinal, uma vez que em condi¢bes fisioclégicas,

estimala a apoptose e protege a nmucesa intestinal contra a



carcinogénese

Estudos anteriores também demonstraram que, em condigles
fisioldgicas, a SMase alcalina & dissociada por sais biliares da
membrana mucosa intestinal para o 1limen. Contudo, em estados
patclégicos, em gque a concentragiic de sais biliares esté
anormalmente aumentada, a dissociacfo da SMase alcalina por sais
biliares pode exceder a biossintese da enzima, resultandoc num
baixoe nivel de actividade da SMase alcalina na mucosa & numa
excregdo da enzima anormalmente aumentada nas fezes ou  em
fluidos biocldgicos, i. e., bilis. Consequentemente, o excesso de
SMage alcalina excretado nas fezes ou em fluidos biclégicos em
relagdo aos valores basals normais pode ser interpretado como um
marcador de diagndstico valioso para carvcinoma colorrectal e
polipose adenomatosa familiar, e dagui a necessidade de um
ensaico fidvel para detectar SMase alcalina nas fezes ou em
fluidos bicldgicos de deoentes com probabilidade de estarem a
sofrer das patologias anteriormente referidas do tracto

intsagtinal.

Além disso, algumas estirpes de Dbactérias {e. g.,
Streptocoocus termophilus, Lactobacilli) contém niveis elevados
de SMase e a determinagio de SMase alcalina pode proporcionar um
método de avaliar alteracges do nilmerc das referidas bactérias,
i. e., apds um tratamento com probidticos e/ou produtos 3 base

de probidticos.

J& sdo conhecidos métodos anteriores para dogsear SMasge
alcalina. A actividade das SMases pode ger determinada in vivo
através de células marcadag com um precurscor radicactivo de 8M e
depolis determinado os niveis do produto marcade ou in vitxo
utilizando &M radiomarcada ou um andlogo acromogénico de SM ou

derivados corados e fluorescentes de SM neutra.



Estes ensaios conhecidos, vulgarmente utilizados, ndc sdo
inteiramente gatisfatdrios uma vez gue 330 potencialmente muito
perigogos na wedida em que sdo ensalos radiocactives e mencs

sengivels do que um ensaio fluorowmétrico,

Um objectivo da presente invengdo € proporcionar um ensaic
fidvel e Dbarato para SMase alcalina nas £fezes ou £fluidos
bioldgicos de doentes com probabilidade de sofrer de carcinoma
colorrectal e polipose adenomatosa familiar, ou doengas da
vegicula biliar ou do figado, gue superem as desvantagens dos

métodos conhecidos.

Um objectivo adicional da presente invencdo € proporcionar
um kit analitice parxra utilizagdc noe ensaio anteriormente

referido.

Outre obijective da presente invenglo & a determinacBo da
colonizac8o bacteriana em diferentes estados de salde ou apds
doencgas ou tratamento com £irmacos ou probidticos ou suplementos

alimentares.

O método de ensaio indirecto, flucorométrico da presente

inveng&oc baseia-se na seguinte sequéncia de reacgdes.

Sob a accio de S8Mase alcalina, presente em fezes ou ocutros
fluidos bioldgicos, a esfingomielina & hidrolisada a ceramida e
fosforilcolina a qual, gob a acgdoe de fosfatase alecalina, é
hidrolisada dandc oolina. Na presenga de c¢olina oxidasge, a

colina produz perdxido de hidrogénio (Hz02).

Este Gltimo composto, na presenga de peroxidase de vébano,
raage com 10~acetil-3, 7-di~hidroxifencoxazing, uma sonda

fluorcgénica sensivel para Hp02 (dagqui em diante veferida como



“"Reagente Vermelho  Amplex®) dando ¢ composto  altamente
fluorescente resorufina. A fluorescBneia € wmedida com  um
filuorimetro de microplaca de fluorocontagem utilizands excitagdo

a 530-550 nm & detecgdo da fluorescéncia a 520 nm.

Com base na sequéncia de reacgfes acima referida e meios de
detecglo da fluorescéneia, o wmétode de ensaio da presente
invengdo para determinag8c de BSMase alcalina compreende os
seguintes passos, que se referem a fezmes. Contudo, serd evidente
para um especialista na matéria gue este wmétodo pode ser
facilmente aplicado também a f£luidos bicldgicos, tais como bilis

com variagfes de rotina apropriadas,

i) recolher uma amostra de fezes de um doente e proceder &

sua secagem;

2} pesar cerca de 3-4 gramas da amostra seca & suspendé-la
em 20 mL de um tampdo de homogeneigacdo contendo sacarose
3,25 M, KCI 0,15 M, KHaPCGq 50 mM, pH 7.4;

3) centrifugar a amostra a 4000 rpm a +4 °C durante 60 min;

4) recuperar o sobrenadante e centrifugar de nove durante

15 min a 4000 ypm a +4 °C;

5} medir o teor de proteina no scbrenadante pele método de
Pierce com albumina de soro bovino como padrdo utilizando para
cada amostra uma gama dJde concentragdes de proteina entre

32 wg/mL e 40 wmg/wml. e pipetando 25 ulL de cada awmostra para o
jereniel

&) adicionar a cada amostra de 25 ul, %5 ulL de tampio de
ensaic contendo Tris/HCL 50 wM, EDTA 2 wM, NaCl 0,15 pH 9,0 e



10 uL de esfingomielina 2% uM e ao tampdc de ensalo adicionar
sais biliares (TC, TDC, GC, GCDC) na concentragdo de 3 mM;

7} incubar a 37 °C durante 1 h;

8) pipetar 100 ulL de cada padric (ver adiante) e 10 pL de
esfingonielina (28 pM}, incubando durante 1 h a 37 °C como ag

amostras;

9} apds 1 hora, adicionar 100 uL de tampdo de reacgio
contendo Tris/HCL 50 oM pH 7,4, B-glicerofosfatoc 10 wM, ATP
750 pM, EDTA 5 mM, EGTA 5 nM , Vermelho Amplex 100 pM, fogfatase
alcalina a 8 U/mL, colina oxidase a 0,2 U/mL, peroxidase de

rabano a 2 U/fukL;

10} incubar as rveacgdes durante 1 hora ou mais a 37 °C,

protegidas da luz;

11} medir a fluorescéncia num leitor de microplacas de
fluorescéncia utilizando excitacdc na gama de 530-560 nm e
detecgdco da enmisgsdo a 590 nm;

12} para cada ponto, corrigir guanto & fluorescéncia de
fundo por subtracgdo dos valores provenientes do contyolo sem

esfingomielinase,

A invencgio também se relaciona com um kit para detecgdo de
esfingomielinase alcalina nas fezes ou fluidos bicldgicos de um
doente de acordo com © métode descrito acima, que compreende
tubog de ensaio contendo ssaparvadamente amostras dos sgeguintes

reagentes:



a} esfingomielina a ger hidrolisada por esfingomielinase
alcalina presente nas fezes ou fluidos bioclbégicos, para dar

fogforilcolina;

by fosfatase alcalina para catalisar a hidrdlise de

fosforileolina a colina;

) colina oxidase para oxidar a colina a perdxido de

hidrogénic;

d) peroxidase de rvdbano para ajudar a reacgdo de pexdxido

de hidrogénic com

e) Reagente vermelho Anpler {(10-acetil~3,7-di-
~hidroxifenoxazina} para dar ¢ composto fluorescente resorufina
cuja fluorescéncia € um marcador da SMase alcalina presente nas

fezes ou fluidos bioldgicos; €

£} esfingomielinase bacterxiana liofilizada para utilizagéo

come concentrado padrio,

Para gque ¢ método analitico da presente invengdo seija
adeguadamente realizado, além dos componentes do kit
anteriormente referidos, gdo necessirics wmals o seguintes

materiais e eguipamentos:

Sacarose;

Cloreto de potédssic (KC1);

Fosfato de potéesio, monobisico (KHyPO4);
Bage Trizma;

BLTA

Cloreto de sbdig;

Taurccolato (TC);



Taurcdesoxicolato (TDC)

Glicocolate (GC);

Glicoguenodesoxicolate {(GCDC) ;

f-Glicerofosfato;

Sal dissgddico de ATPE;

BGTA;

Reagente de Ensaio de Proteina BCA;

Albumina de soro bovino;

Uma centrifuga refrigerada;

Un leitor de microplacas capaz de medir a 550-562 nm, e

Um fluorimetro de microplacas de [luorocontagem.

Para efectuar a gquantifica¢fo da actividade de SMase, devem

ser feitas as seguintes determinagdes.

Preparacdo da Curva Padrio

G kit & fornecido com uma preparagio padrido de SMase, gue
consiste em extracto bacteriano contendo um tipo de SMase que

actua a pH 9. Devem ser realizadas as operagdes seguintes.

Constyulr uma curva de calibragdo de BMase: diluir o

concentrado padrdoc para fazer diluigdes em série.

Recongtituir o padr8o de SMase com 1 ml de tampdeo de ensaio
{(pH 9,0}; esta reconstituig¢do produz uma solugdo mae de

96 mU/ml.

Pipetaxr 0,500 wmL de tampdc de ensalc para cada tubo.
Utilizar a seolugdc wmide para produzir diluigdes em série.
Migturar cada tubo muito bem antes da transferéncia seguinte, O

padrio ndo dilulido serve como o padrio elevado (86 mil/wmL), & a



curva padrido val conter as geguintes concentracSes (mU/mL):
96-48-24-12-6-3. O tampdo serve como o padrio zerc (0 wmU/mL}.

Curvas Padrl3o Tipicas

Na Figura 1 estd apresentada a curva padrdo apenas para
demonstrag¢do. Deve ser construida uma curva padrio para cada

conjunto de amostras ensaiadas.

C&lculo dos Resultados

Determinar a média de leitura em duplicado para cada padrioc

e amostra g subtrair a fluorescéncia média do padrido zero.

Constyuir o grafico da fluorescéncia dog padrdes em fungdo
da actividade {(mU/mlL} dos padrBes e tragar a melhor curva. Para
determinar a actividade de SMase de cada amostra, primeiro
procurar o valor de fluorescéncia no eixo de y e prolongar uma
linha hovizontal até & curva padrio. No ponte de interseccio,
prolongar uma linha vertical para o eixo de x e ler a

corregpondente actividade de SMase.

O método descrito & capaz de determinar a actividade ds
SMase In vitro; fol desenvolvido com o objective de detectar

SMage alcalina numa amostra orgénica.

Para determinaxy especificamente a SMase alcalina © método
utiliza condigfes que detectam a actividade de SMases &cida e

neutra. De facto:

- o tampdc de homogenesizagdo tem um pH neutro, mas ndo tem



inibidores de protease e fosfatase para excluir a SMase neutra
uma vez gue egta Gltima & sensivel a actividades de protesases e

fosfatases e &€ conseguentemente inibida por estas enzimas;

~ no tampdo de homogenelzagdo estd ausente MgCl, para

bloguear a actividade de SMase neutra dependente de Mg;
- o tampdc de reacgdo contém R-glicerofosfato e ATF para
excluir ainda actividade de SMase Acida a pH neutro, neste

tamp8co estdo presentes EDTA e EGTA em concentragdo elevada para

inibir SMase neutra.

Lisboa, 06 44. 106%
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REIVINDICACORS

Método para detecgio in vitro de esfingomielinase alcalina
numa  amostra de material  bioldgico de um  doente,

compreendendo o8 passos de

a} scuspender a amostra num tampdco de homogeneizagdo
contendo sscarose 0,24-0,26 M, XC1 0,14-0,16 M, KH3PDy

45-%% mM, ajustado pava pH 7,4

b} centrifugar a amoztra, pelo mencs, uma vez € recuperar o

sobrenadante;
¢} medir o teor de proteina no sobrenadante;

d} adicionar a uma amostra do sobrenadante um tampldo de
ensaio contendo Tris/HCL 44-55 nmM, EBDTA 1,9-2,2 mM, NacCl
0,14-0,16 M, pH 8,9-9,1 e esgfingomielina 28-31 pM e um
tampdo de ensaio contendo os sails biliares TC, 7TDC, GC,

GCDC na concentracdo de 2,9-3;1 mM;

&) incubar a wmistura de engaio a 37 °C durante c¢erca de
1 h;

£} misturar a amostra do passo d} com esfingomielina

28~30 pM e incubar durante c¢erca de 1 h a cexrca de 37 °C;

g} adicionar tampdc de reacgdo contendoe Tris/HCL 45-55 mM
pH 7,4, B-glicerofosfato 2-11 oM, ATP 745-755 uM, EDTA
4~6 mM, BGTA 4-6 mM, reagente Vermelho Amplex 95-10% uM,
fogfatase alcalina a 7-%9  UfmL, colina oxidase a

0,1~0,3 U/mL, peroxidase de ribano a 1,5-2,5 U/mk;



h} incubar a mistura reacciconal durante, pele wmenve, 1 hora

a cerca de 37 °C, protegida da luz;

i} medir a fluorescéncia utilizando excitacdo na gama de

530-560 nm e detegcdo da emissdo a cexca de 590 nm.

Método como reivindicado na veivindicagdo 1, em gue para
cada amostra, a leitura de fluorescéncia € c¢orrigida da
fluorescéncia de fundo por subtraccdo dos valores derivados

de um controlo sem esfingomielinase.

Método come rveivindicado na revindicagso 1 ou 2, em que ©

teor de proteina & determinado pelo método de Pierca,

Método ocomo reivindicado na reivindicac8c 1, em qgue ©
material biclégico & fezes de um doente, compreendendo o©

referido wmétodo o8 seguintes passgos:

a) secar uma amostra de fezes de um doente;

b) pesar cerca de 3-4 gramas da ameostra seca e suspendé-la
em 20 wmi de um tampdo de homogeneizagdo contendo sacarose
0,25 M, KC1 0,15 M, KHzPOa 50 mM, pH 7.4

¢} centrifugar a amostra a 4000 rpm a +4 “C durante 60 win;

d) rvecuperar o sobrenadante e centrifugar de novoe durante

15 wmin a 4000 rpm a +4 °C;

e) medir o teor de proteina no schrenadante pelo método de
Pierce com albunmina de soro bovino como padrdco utiliszando

para cada amostra uma gama de concentragbes de proteina



entre 32 mg/mlL e 40 mg/mL e pipetande 25 ul de cada amostra
para o pogo;

f) adicionar a cada amostra de 25 plL, 65 pL de tamplc de
ensaio contendo Tris/HCL 50 wM, EDTA 2 wM, NaCl 0,15 M pH
9,0 e 10 ulL de esfingomielina 29 uM & em tampdc de ensalo
adicionar sais biliares (TC, TDC, GC, GCDC) na concentyagdo
de 3 mM;

g} incubar a 37 °C durante 1 h;

h) pipetar 100 pL de cada esfingomielinase bacteriana
liofilizada padric e 10 uL de esfingomielina 289 gM,

incubando durante 1 h a 37 °C como as amostras;

e} apds 1 hora, adicionar 100 plL de tampdo de vreacqfo
contendo Trig/HCL 0 oM pH 7,4, B-glicerocfosfato 10 mM, ATP
750 uM, EDTA 5 wM, EGTA 5 mM, Vermelho Amplex 100 uM,
fosfatase alcalina a 8 U/mL, ceolina oxidase a 0,2 U/wmL,

percoxidase de ra&banc a 2 U/ml;

1} incubar as reaccbes durante 1 hora ou maiz a 37 °C,

protegidas da luz;

m} medir a fluorescéncia num leitor de wicroplacas de
fluorescéneia utilizando excitag8o na gama de 530-560 nm e

detecgio da emissdo a cerca de 530 nm;
n} para cada ponto, corrigir gquanto & fluorescéncia de
fundo por subtracgdo dos wvalores provenientes de um

controlo sem esfingomielinase.

Método da reivindicacdo 4, aplicado a fluidos bicldgicos,



Kit para deteccfo de esfingomielinase alcalina num material
bioldgico de um doente, gue compreende tubos de eunsaio

contendo separadamente amostras dos seguintes reagentes:

a) esfingomielina a ser hidrolisada por esfingomielinase
alcalina presente nas fezes ou fluidos bioldgicos, para dar

fosforileoling;

b} fosfatase alcalina para catalisar a hidrdlise de

foaforilcolina a colina;

¢} colina owxidase para oxidar a colina a perdxido de

hidrogénio;

d) peroxidase de rdbano para ajudar a reaccdo de perdnido

de hidrogénio com

e} Reagente Vermelho Aumplex {10-acetil~3,7-di~
~-hidroxifenoxazina) para dar o composte fluorescente
resorufina cuja fluoregcéneia é um marcador da
esfingomielinase alcalina presente nas fezes ou filuidos

biclégicos; e

£) esfingomielinase bacteriana liofilizada para utilizagdo

come concentrade padrao;
g} um tampdo de ensaioc a pH 8,9%-9,1 gue contém EDTA;
hY sais biliares TD, TDC, GC, GCDC;

i} um Lampao de reacgdo contendo BDTA e EGTA,

B-glicerofosfato e ATP.

Lisboa, 0644 1004
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Figura I1: Detecgdo de esfingomielinase utilizando o sensaio de

fiucrescéneia

Cada reacgdu continha a quantidade indicads de esfingomielinase

bacteriana em tampio de ensaio especifico.

As reacgdea fovam incubadags a 37 ¢ durante wuma hora.

fluorescéncia fol wedida com um leitor de microplacas
fluorescdneia utilizando excitsacdo a 530 nm e deteccdo

flucrescdncia a 590 nn.
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