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RESUMO

A doenca de Fabry € uma das poucas doencgas de deposito lisossémico que
possui heranga recessiva ligada ao cromossomo X. Uma mutagdo no gene GLA,
gera uma deficiéncia da enzima alfa-Galactosidase A (a-Gal A), que junto com o
acumulo crescente de globotriaosilceramida (Gb3) resultam nos sinais e sintomas.
Esta € uma doenca crbnica e as células do endotélio vascular sdo as mais
comprometidas, levando a um comprometimento multiorganico com algumas
ocorréncias neurologicas que podem causar uma morte prematura.

Os lisossomos sao as principais organelas citosélicas afetadas na doenga de
Fabry. O funcionamento normal destas organelas € necessario para varios
processos vitais. Eles estdo envolvidos na autofagia, endocitose, exocitose e
fagocitose entre outras fungdes. A regulagdo da homeostase lisossémica € muito
importante e, recentemente, se demonstrou que a sinalizagdo lisossomo-nucleo
participa desta regulacdo. Ainda n&o é totalmente conhecido o impacto da
deficiéncia enzimatica nos lisossomos de pacientes com doenca de Fabry. Por esse
motivo, o objetivo de nosso estudo foi avaliar as concentragbes de Ca?*, mTOR e
TFEB, os principais protagonistas da maquinaria que regula a autofagia e a
biogénese lisossémica, em fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry.

Neste trabalho caracterizamos fibroblastos de pacientes com doenca de
Fabry, observando a deficiéncia de a-Gal A e o acumulo de Gb3. Além disso foi
constatada uma disfuncéo lisossémica nas atividades enzimaticas de [3-Glicosidase,
a-Glicosidase acida, a-L-lIduronidase. Os parametros bioquimicos, que participam da
regulacdo da homeostase lisossémica e o pH citoplasmatico foram avaliados, mas
nao mostraram diferengas significativas, o que sugere que as células mantém a
regulagao lisossémica em equilibrio e também a homeostase celular. Por outro lado,
foi verificado que o Ca?*citoplasmatico (Ca®*it) e o Ca?* do reticulo endoplasmatico
(Ca?*ret), em culturas celulares de pacientes homens e mulheres, estdo modificados.
Isto sugere alteragcdes em mecanismos dependentes deste ion.

Concluindo, os fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry apresentam
uma alteragdo das enzimas lisossOmicas avaliadas, assim como do Ca?ct e do
Ca?*et 0 que, por sua vez, ndo afetou a regulagdo dos parametros da homeostase
lisossdmica, como pode ser verificado mediante a andlise de Ca?*is, p-mTOR e

TFEB, ou ainda, pelo equilibrio celular avaliado por meio do pHcit.
xiii



ABSTRACT

Fabry disease is one of the lysosomal storage diseases which has a X-linked
recessive inheritance. A mutation in GLA gene, causes a-galactosidase A (a-Gal A)
deficiency, that with the crescent accumulation of globotriaosylceramide (Gb3) results
in signs and symptoms. This is a chronic disease, and the vascular endothelial cells
are the most compromised, leading to a multiorgan disease, with some neurologic
manifestations that can cause premature death.

Lysosomes are the principal cytosolic organelles affected in Fabry disease,
and their normal function is necessary to several vital processes. They act in
autophagy, endocytosis, exocytosis and phagocytosis among other functions. The
regulation of lysosomal homeostasis is very important and recently it was
demonstrated that the lysosomal-nucleus signaling participated of this process. The
complete impact of the enzymatic deficiency in lysosomes with Fabry disease is still
unknown. For this reason, the aim of our study is to evaluate Ca?*, mTOR and
TFEB, the principal players of the machinery that regulates the autophagy and
lysosomal biogenesis, in fibroblasts of Fabry disease patients.

In this work, we characterized fibroblasts of Fabry disease patients, observing
the deficiency of a-Gal A and the accumulation of Gb3. Also, it was verified an
impaired lysosomal function in the enzymatic activity of B-Glucosidase, acid a-
Glucosidase and a-L-lduronidase. The biochemical parameters, that participated of
the lysosomal homeostasis regulation and the cytoplasmic pH, were evaluated, but
did not show significant differences, which suggests that the cells maintain the
lysosomal regulation in equilibrium and cellular homeostasis, too. It was verified that
the Ca?*cytoplasmatic (Ca?*cyt) e o Ca?*endoplasmic reticulum (Ca?*wt), in male and
female patients cell cultures were modified, which, in turn, indicates alterations in
mechanisms dependent on this ion.

In conclusion, fibroblast of Fabry disease patients shows an alteration in the
lysosomal enzymes evaluated, as well as, in the concentration of Ca%*cyt and Ca?*ret
which seems do not to affect the lysosomal homeostasis regulation, or even the

cellular equilibrium.
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1. INTRODUGAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sédo definidos como uma alteragao
bioquimica de origem hereditaria decorrente de um defeito na estrutura ou funcéo de
uma proteina especifica, levando a uma alteragao na via metabolica (Garrod, 1908).
Até o momento, mais de 900 EIM ja foram descritos decorrentes de um unico defeito
enzimatico (Childs, Valle e Jimenez-Sanchez, 2001).

Os EIM sao classificados de acordo com sua fisiopatologia em: A) os que

afetam a sintese ou catabolismo de moléculas complexas, entre os quais

encontram-se os defeitos lisossébmicos, peroxissdmicos e as enfermidades de
transporte e processamento intracelular, que se caracterizam por apresentar uma
clinica progressiva e permanente e, nao dependem da dieta nem apresentam

intercorréncias. B) defeitos na producdo de energia, como as glicogenoses,

acidemias lacticas congénitas, defeitos na oxidagdo de acidos graxos e na cadeia
respiratoria mitocondrial, que podem apresentar comprometimento de muitos érgaos
e desencadear crises com hipotonia, miopatia, dano cardiaco e hepatico, geralmente
em decorréncia de fatores desencadeantes como infecgbes, jejum, cirurgias ou

outros tipos de estresse e, C) defeitos resultantes de acumulo de substancias

téxicas; que se caracterizam por apresentar um quadro agudo e progressivo

causado por acumulo de compostos toxicos endégenos (Saudubray et al., 2006).

1.2. Doencas de Depésito Lisossomico

As doencas de depésito lisossémico (DDL) compéem um grupo heterogéneo
de mais de 50 doencas metabdlicas causadas pela deficiéncia de enzimas ou de
outras proteinas relevantes para o funcionamento normal do sistema
endossomo/lisossomo. A disfungcado lisossOmica pode levar a um acumulo de
substratos, e o acumulo progressivo pode, direta ou indiretamente, causar a
perturbacdo da homeostase do lisossomo e, consequentemente, o

comprometimento da fungao celular (Parkinson-Lawrence et al., 2010).



Todas as DDL apresentam heranga autossdmica recessiva, com excegao de
apenas 3, mucopolissacaridose tipo Il (MPS Il), Doenca de Fabry e Doenga de
Danon, que sé&o ligadas ao cromossomo X. As DDL sao doengas multissistémicas,
crOnicas e progressivas, com uma incidéncia conjunta estimada entre 1:1500 a
1:7000 nascidos vivos, mas que isoladamente sdo consideradas raras (Meikle, 1999;
Staretz-Chacham et al., 2009). Dentre elas, as mais prevalentes em europeus sao
as Doencgas de Gaucher, Fabry, e MPS | (Meikle e Hopwood, 2003).

Uma ampla heterogeneidade fenotipica € observada entre as DDL em relagao
a idade de inicio dos sintomas, gravidade da doenca, érgéos envolvidos e efeitos no
sistema nervoso central. A correlacdo gendtipo-fendtipo nas DDL nem sempre
permite um prognostico sobre a evolugdo natural da doenca. Fatores ambientais,
além das diversas mutagdes dos genes, causam uma clinica vasta e variavel (Beck,
2001). Devido as manifesta¢cdes heterogéneas, que também n&o sao especificas, e
a raridade das DDL, o diagndstico pode ser complexo e demorado, e muitas vezes a

doenca nao é identificada (Wilcox, 2004).

O acumulo de substratos representa a causa primaria das DDL, mas a ampla
diversidade de manifestagbes clinicas observadas sugere que varias vias
bioquimicas e/ou celulares secundarias estejam envolvidas na fisiopatologia destas
doengas (Futerman e van Meer, 2004). Além disso, o fato de varias DDL
apresentarem acumulo de metabdlitos que nao estdo diretamente relacionados a
enzima deficiente como, por exemplo, acumulo de gangliosideos em pacientes com
mucopolissacaridoses, corrobora a hipotese do envolvimento de vias secundarias
(Walkley e Vanier, 2009).

1.3. Doenca de Fabry

A Doencga de Fabry (DF, OMIM 301500), € uma doenga recessiva ligada ao
cromossomo X, causada pela deficiéncia da atividade da enzima alfa-Galactosidase
A (a-Gal A) (Brady et al., 1967), cujo gene (GLA) esta localizado no locus Xq22.1
(Desnick, loannou e Eng, 2001). O defeito enzimatico gera um acumulo progressivo
de globotriaosilceramida (Gb3) e glicoesfingolipideos relacionados, especialmente
em endotélio vascular, pele, rins, coragdo e cérebro (Sweeley e Klionsky, 1963). A



incidéncia da doenga de Fabry vem sendo estimada em 1:40.000 a 1:117.000
nascimentos em todo mundo (Mehta et al., 2004). No entanto, por se tratar de uma
doenca de dificil diagnéstico, a incidéncia exata permanece desconhecida.

O mecanismo exato que relaciona as alteragdes bioquimicas e celulares com
a doencga ainda nao esta totalmente estabelecido, mas existe uma associagéo entre
o0 acumulo lisossébmico de Gb3 e estresse oxidativo, desbalangco energético
metabdlico, disfungdo de canais e comprometimento da degradacgao lisossdbmica
(Lakoma et al., 2016). Acredita-se que o acumulo de glicoesfingolipideos no
endotélio vascular e nas células de musculo liso levam ao comprometimento da
irrigacdo sanguinea e, por consequéncia, a isquemia € responsavel pela disfungao

dos o6rgaos (Das e Naim, 2009).

A doenca se caracteriza por uma disfungdo multiorganica grave, a atividade
enzimatica nula ou muito baixa que os homens afetados apresentam, leva ao
fendtipo classico que se manifesta com angioqueratomas, acroparestesias,
hipoidrose, proteintria e opacidade de cérnea desde a infancia. A medida que os
pacientes chegam a idade adulta, o acumulo de Gb3 se intensifica, e afeta
principalmente o endotélio vascular levando a faléncia renal, cardiaca ou a acidentes

cerebrovasculares, que podem resultar em uma morte prematura (Fabry, 2002).

As manifestagdes neurolégicas dos pacientes com doenga de Fabry, séo
variadas e, muitas vezes, comuns a outras doengas. Na maioria dos casos, as
dolorosas neuropatias sao as primeiras a se manifestarem, atingindo principalmente
pés e maos. Além dos acidentes cerebrovasculares e os acidentes isquémicos
transientes, outros sintomas s&o: vertigem, tontura, ndusea, dores de cabeca, ataxia,
hemiparesia, perda de memodria e até de consciéncia (Toyooka, 2013).
Comportamento psiquiatrico e deméncia também foram atribuidos as vasculopatias

cerebrais na doenga de Fabry (Okeda e Nisihara, 2008)

De forma interessante, mesmo a doenga sendo ligada ao cromossomo X,
muitas mulheres heterozigotas apresentam diversos sintomas podendo apresentar
também o fendtipo classico esperado apenas para individuos hemizigotos (do sexo
masculino). As manifestagdes clinicas esperadas nas mulheres sdo mais amenas do
que as dos homens, mas em geral sao variaveis, podendo apresentar-se desde
formas assintomaticas até fatais (Whybra et al., 2001; Deegan et al., 2006; Wang et

al., 2007; Hughes, 2008). Trabalhos da literatura relatam que as alteragdes viscerais



sdo muito frequentes no grupo feminino, algumas vezes mais frequentes do que nos
homens com a doenca (Wilcox et al., 2008). Outro estudo mostrou que muitos
sintomas caracteristicos da doenga de Fabry, como dor nas extremidades, sao até
mais frequentes nas mulheres heterozigotas do que nos homens (Bouwman et al.,
2012).

Entretanto, no caso de mulheres portadoras de mutagdes que resultam em
doencgas ligadas ao X, a existéncia de duas populagbes distintas de células, com
relagdo ao cromossomo X ativo, pode ser uma explicagdo para que nao ocorra
manifestacéo clinica da doenca. Isso se deve a possibilidade de haver cooperacao
metabdlica entre as células, isto é, a transferéncia de moléculas de uma célula para
outra. As células com o gene mutante podem receber uma certa quantidade do

produto génico deficiente das células com o gene funcional (Migeon, 2006).

Ainda ndo estdo bem esclarecidos quais sao os reais mecanismos que levam
as mulheres heterozigotas para mutagdes no gene GLA a manifestarem sinais da
doencga tdo frequentemente. Os sintomas caracteristicos da doenca de Fabry se
apresentam nas mulheres com um espectro variado de gravidade. Como possivel
explicacdo, foi estudada a inativacdo do cromossomo X, esperando que tenha
alguma correlagdo com os niveis de atividade enzimatica ou com a idade. Os
autores concluiram que este mecanismo n&o executa a funcdo esperada na doencga
de Fabry dado que as mulheres sofrem 0s mesmos sinais e sintomas que os
homens (Elstein et al., 2012). Outro estudo, relacionou o dano causado pelo
acumulo de Gb3 nos poddcitos do glomérulo com o mosaicismo em mulheres com
doencga de Fabry. Foi demonstrado que o numero de podécitos afetados aumenta
com a idade das pacientes, sugerindo uma perda desproporcional destes podocitos
afetados ao longo do tempo, comprometendo o funcionamento renal (Mauer et al.,
2014).

Interessante observar que um estudo recente, utilizando culturas de células,
mostrou que na a-Gal A imatura (52 kDa) existem ligantes muito fortes da manose-6-
fosfato, que se unem eficientemente aos receptores. No entanto, a a-Gal A madura
(sem os ligantes) pode deixar a célula, e como n&o tem os ligantes da manose-6-
fosfato, ndo pode ser internalizada e a corregao cruzada € ineficiente. Neste sistema
utilizado no estudo, a a-Gal A foi incapaz de corrigir a deficiéncia nas células de
pacientes com Fabry (Fuller et al., 2015).



Também, foi observado que a inativagado aleatéria do cromossomo X se
intensifica com a idade na doenga de Fabry. As pacientes novas normalmente estao
moderadamente afetadas, e as idosas mostram sintomas mais graves entre eles
deterioragado da fungao renal e progressao da hipertrofia ventricular esquerda. O que
corrobora a hipétese de uma correcdo cruzada ineficiente entre as células

heterozigotas afetadas e néo afetadas (Echevarria et al., 2016).

Um estudo brasileiro fez o diagndstico molecular e comparou com os niveis
de atividades enzimaticas em gota de sangue seca em papel de filtro, leucdcitos e
plasma com a finalidade de determinar os valores de corte para as pacientes com
doencga de Fabry. A concluséo foi que mensurar a a-Gal A em plasma e leucdcitos
em conjunto é necessario para obter valores de corte que permitam o diagnostico

eficiente entre homens e mulheres com doencga de Fabry (Pasqualim et al., 2014)

1.4. Os lisossomos

Os lisossomos foram descritos pela primeira vez por Christian De Duve e sao
organelas envolvidas por membranas que estdo presentes em células eucariotas e
contém hidrolases acidas. Estas organelas citosdlicas sdo responsaveis pela
degradacao de macromoléculas, e para isso, possuem entre 50-60 hidrolases acidas
e mais de 200 proteinas integrais ou associadas a sua membrana (de Duve et al.,
1955; Journet et al., 2002; Bagshaw, Mahuran e Callahan, 2005). Dentre estas
proteinas ja foram identificadas diversas enzimas, v-ATPases (Vacuolar-type H+-
ATPases), transportadores, canais, proteinas sinalizadoras, estruturais e associadas
ao trafego intracelular (Schroeder et al., 2007).

Os lisossomos mantém a homeostase celular e sdo mediadores de uma
grande variedade de processos fisioldgicos, incluindo apresentacao de antigenos,
autofagia, endocitose, exocitose, fagocitose, transducdo de sinais e
neurotransmissdo (Parkinson-Lawrence et al., 2010). Todos estes processos
necessitam de uma resposta adaptativa e dindmica dos lisossomos aos sinais
provenientes do meio ambiente. Além disso, as condic¢des fisiolégicas como a idade
e a dieta, bem como condigdes patoldgicas incluindo DDL, doencgas
neurodegenerativas, lesées e infecgcdes podem resultar em uma resposta adaptativa



dos lisossomos (Luzio, Bright e Pryor, 2007; Ballabio e Gieselmann, 2009; Saftig e
Klumperman, 2009). As principais fun¢des dos lisossomos séo o clearance celular, a
homeostase de lipideos, o metabolismo energético, o reparo da membrana
plasmatica, a restauragdo 6ssea e a defesa contra agentes patogénicos (Saftig,
2005; Luzio, Pryor e Bright, 2007). Por esse motivo, a disfungdo de qualquer
componente lisossébmico é capaz de causar alteragdes importantes, podendo levar
ao acumulo de substratos ndo degradados dentro da célula (Walkley e Vanier,
2009). Além de que, o acumulo do material primario pode causar uma cadeia de
disfungcbes secundarias que no final compromete as fungdes e a homeostase da

célula (Parkinson-Lawrence et al., 2010).

1.5. Regulagao da homeostase lisossémica

Um dos protagonistas da regulagao da biogénese e funcao lisossdmica é o
fator de transcricdo EB (TFEB). Este fator de transcricao pertence a familia do ziper
de leucina helix-loop-helix basico (bHLH). Os alvos regulados pelo TFEB s&o um
grupo de genes que coordenam a expressao e regulagédo lisossémica (CLEAR)
(Sardiello et al., 2009). Entre eles estdo aqueles que codificam as hidrolases
lisossébmicas envolvidas na degradacédo de substratos, as proteinas da membrana
lisossbmica que modulam a interacdo dos lisossomos com outras estruturas
celulares e os componentes vacuolares do complexo ATPase que mantém o
microambiente do [umen em pH 4,6-5,0 (Mellman, Fuchs e Helenius, 1986; Palmieri
et al., 2011). A atividade do TFEB é regulada pela fosforilagdo, que o mantém inativo
no citoplasma, enquanto o TFEB ativo desfosforilado & translocado para o nucleo

para atingir seus genes alvo (Settembre e Ballabio, 2011).

O regulador de crescimento complexo 1 mammalian target of rapamycin
(mTORC1), € um complexo proteico que se encontra na membrana lisossémica,
sendo membro da maquinaria lysosomal nutrient-sensing (LYNUS). A interagao
entre os aminoacidos do lumen lisossomico e as v-ATPases regulam as Rag
guanosina trifosfatases (GTPases), que ativam o mTORC1 translocando-o para a
membrana lisossémica (Sancak et al., 2010; Zoncu et al., 2011). A p-mTOR quinase

fosforila o TFEB, que normalmente se encontra no citoplasma, o qual se une a



familia de proteinas YWHA (14-3-3). Desta forma, a transloca¢do do TFEB ao nucleo
€ impedida (Martina et al., 2012; Roczniak-Ferguson et al., 2012; Settembre et al.,
2012).

O Ca?" é um ion imprescindivel para diversos mecanismos, que atua na
sinalizagao celular. Ele pode propagar a informagdo com ajuda de intermediarios
(primeiros e segundos mensageiros) ou sem ajuda alguma, sendo ele mesmo
primeiro ou segundo mensageiro. Os sinais de Ca?* regulam atividades importantes
da célula, desde a expressao dos genes, contragdo do musculo esquelético e
cardiaco, até diversas vias metabolicas. O Ca?* lisossdmico (Ca?*is) vem sendo
considerado um importante sinalizador e regulador intracelular (Morgan et al., 2011;
Brini et al., 2013). Este ion faz parte de uma nova via de comunicagao entre o
lisossomo e o nucleo. Durante situagdes de estresse como jejum e exercicio fisico, o
Ca®*is € liberado no citoplasma onde ativa a calcineurina, que é uma fosfatase
encarregada de desfosforilar o TFEB quando este se encontra fosforilado no
citoplasma. Esta desfosforilagdo favorece a translocacdo do TFEB para o nucleo,
onde exerce a sua agao sobre os genes CLEAR. Assim, diversas alteragdes
celulares que afetam a autofagia e a biogénese lisossbmica comegam a ser
estimuladas (Palmieri et al., 2011; Medina e Ballabio, 2015).

O jejum resulta na ativagdo de mTOR, o regulador de autofagia, que
desencadeia a formagao de autofagossomos de membrana dupla (Mizushima, 2007;
Kraft e Martens, 2012). Multiplos lisossomos se fundem com um autofagossomo
para formar um autolisossomo no qual o conteudo celular englobado € degradado.
Os produtos degradados, como por exemplo aminoacidos e agucares, sao liberados
no citosol dos autolisossomos mediante transportadores (Klionsky e Emr, 2000). A
liberagcdo de nutrientes do autolisossomo ativa o mTOR, desencadeando o final da
autofagia e a formacdo de lisossomos nascentes da membrana autofagica, um
processo denominado reforma lisossdmica autofagica (ALR), que € critico para

manter a homeostase do lisossomo (Rong et al., 2012).

1.6. Homeostase lisossOmica nas DDL

Apesar da importdncia da homeostase lisossébmica, 0s mecanismos

moleculares responsaveis pela sua regulagdo, nas DDL, ainda nado estado



esclarecidos. As caracteristicas fisiopatologicas diversas, causadas pelo acumulo de
substratos dentre outros fatores, leva ao comprometimento de diferentes vias de
sinalizagdo em varios tipos celulares. Alguns grupos vém estudando as possiveis
vias de regulagdo nas DDL, mas ainda pouco se conhece dos reguladores na
doenca de Fabry.

Alteragbes na homeostase do Ca?* intracelular ja foram descritas em algumas
DDL, mucopolisacaridose tipo 1 (MPS 1), GM1-gangliosidose tipo 1 e doenga de
Gaucher (Pelled et al., 2005; Sano et al., 2009; Viana et al., 2016). Na MPS 1 foi
descrito um desbalango nos niveis de Ca?', com aumento do Ca?* no reticulo
endoplasmatico (Ca?'rt) e do Ca?* mitocondrial, que podem causar uma maior
suscetibilidade ao estimulo apoptotico (Viana et al., 2016). Na GM1-gangliosidose foi
observado que o Ca?ret é expelido e, posteriormente, absorvido pela mitocondria
que medeia a apoptose celular (Sano et al., 2009). Na doenca de Gaucher foi
observado um da liberagdo do Ca?' estocado no reticulo endoplasmatico, que
também foi correlacionado com o acumulo de glicosilceramida (Pelled et al., 2005).

As mudancgas nas concentragbes de Ca?* lisossémico (Ca?%is) foram
estudadas nas DDL, entre elas em Niemann-Pick tipo C1, mucolipidose tipo IV (ML
IV), sindrome de Chediak—Higashi e MPS 1. Na doenca de Niemann-Pick tipo C1 a
proteina NPC1 estd mutada e o processo de entrada de Ca?* no lisossomo ¢é
deficiente, por isso, a concentragdo do Ca?*is esta diminuida. De forma contraria, na
ML IV a liberagdo de Ca?*is estd comprometida, devido ao canal de Ca?* TRPML1
estar mutado. Por conseguinte, foi encontrada uma alta concentragdo de Ca?*iis no
lumen lisossémico (Lloyd-Evans, Morgan, et al., 2008). Na sindrome de Chediak—
Higashi a proteina LYST, que atua na fusao e fissao vesicular, esta alterada. Dessa
forma, foi observado um aumento na captagdo do Ca?*iis (Styrt, Pollack e Klempner,
1988). Na MPS 1 o catabolismo dos glicosaminoglicanos € ineficiente, e nosso grupo
encontrou niveis aumentados de Ca?*is nos esplendcitos de camundongos modelo
da doenca (Pereira et al., 2010).

O lisossomo tem o papel de centro de sinalizagéo, dado que o Ca%*s liberado
permite a translocagdo do TFEB. Esse ultimo € quem vai regular os genes da
biogénese e da autofagia. Na doenga de Fabry, assim como em todas as DDL, o
lisossomo é a organela de maior comprometimento. Por esse motivo, estudar este
mecanismo pode ampliar o conhecimento ajudando na compreensao da

fisiopatologia da doencga de Fabry.



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a via de regulagdo da homeostase

lisossdbmica, mediada pelo mTOR e TFEB em cultura de fibroblastos de pacientes

com Doenca de Fabry e de individuos controle sem a doencga.

2.2. Objetivos especificos

Utilizando culturas de fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry e de

individuos controles sem a doenca, os objetivos especificos deste trabalho foram:

1)
2)

Avaliar a atividade enzimatica da a-Galactosidase A;

Verificar o funcionamento lisossémico mediante a avaliagao da atividade

enzimatica de outras hidrolases lisossbmicas;

3)
4)
5)
6)
7)

Avaliar a presenca de globotriaosilceramida;
Avaliar a concentracdo do ion Ca?* intracelular;
Quantificar a expressao proteica da p-mTOR;
Avaliar a localizagdo de p-mTOR e de TFEB;

Avaliar o pH citoplasmatico.
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3. METODOS
3.1. Desenho experimental

Foram adquiridos fibroblastos de pacientes com doenca de Fabry e de
individuos controle sem a doenca, de ambos os sexos. Estas células foram
adquiridas no Instituto Coriell for Medical Research dos EUA (ID No. GM02775,
GM02772, GMO03377, GMO01650). Os experimentos de caracterizacdo dos
fibroblastos foram realizados em individuos do género masculino e os experimentos
de homeostase lisossdmica foram feitos nos géneros feminino e masculino. Para
testar os fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry, foi decidido avaliar a
resposta do Ca?* e da p-mTOR a um estimulo. Para isso desafiamos as células com
um choque de soro. Esse teste consiste em incubar as culturas celulares com 50%
de Soro Fetal Bovino (SFB) durante 4 horas antes do experimento. Na tabela 1
estdo detalhados os grupos avaliados.

Tabela 1. Detalhamento dos grupos correspondentes
as culturas de fibroblastos de pacientes com doenca

de Fabry e de individuos controle sem a doenca, de
ambos os géneros.

Grupo Abreviagao

Controle Homem CH
Fabry Homem FH
Controle Homem Desafiado CHD
Fabry Homem Desafiado FHD
Controle Mulher CM
Fabry Mulher FM
Controle Mulher Desafiado CMD

Fabry Mulher Desafiado FMD




11

3.2. Cultura celular

Os fibroblastos foram cultivados em Meio Eagle, Modificagdo Dulbecco
(DMEM) — com glicose e enriquecido com 15% de SFB, 1% de penicilina,
estreptomicina (antibidticos — ATB) e 1% L-glutamina (gln). As células foram
mantidas na estufa de cultura com 5% CO2 a 37°C, e o meio de cultura foi trocado a
cada 4 ou 5 dias. Para soltar as células, foi utilizada uma solugao salina tamponada
com fosfato — acido etilenodiaminotetracético (PBS-EDTA) ou Solugdo Salina
Equilibrada Livre de Calcio e Magnésio (BSS-CMF) como tampao de lavagem,
Tripsina/EDTA 0,125 M como enzima proteolitica que desagrega as células da
garrafa de cultivo e meio com SFB que neutraliza a agao da tripsina pela a-1-
antitripsina. Todos os experimentos foram realizados em células com confluéncia
entre 70 e 80%.

3.3. Caracterizacao dos fibroblastos

3.3.1. Atividade enzimatica

Para caracterizar a atividade enzimatica lisossOmica nos fibroblastos de
pacientes com doenca de Fabry, avaliamos por fluorimetria a atividade enzimatica
lisossdbmica de 4 hidrolases: a-Galactosidase A (a-Gal A), p-Glicosidase (B-Gli), a-
Glicosidase acida (a-Gli acida), a-L-lduronidase (Idua). 10° células confluentes foram
lavadas com PBS-EDTA, tripsinizadas e o pellet foi ressuspenso em 200 uL de PBS-
EDTA. As amostras foram sonicadas com o Vibra Cell X130PB (Sonics) 5 vezes por
10 segundos para lisar as células. A quantidade de proteina presente em cada
amostra foi quantificada pelo método de Lowry (Lowry et al, 1951). Foi verificado se
as amostras obtiveram valores de absorbancia correspondentes aos valores de
absorbancia estabelecidos pela curva de calibragao, e foram utilizados entre 20 e 60

Mg de proteinas em cada ensaio.
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3.3.1.1. a-Galactosidase A (Kolodny e Mumford, 1976)

Para a determinagdo da atividade da a-Gal A se preparou uma solugao de
trabalho com 10 uL do tampao citrato fosfato 1M, que regula o pH da reacgao, 50 uL
do substrato fluorimétrico 4MU-a-D-galactopiranosidio, 10 pL de N-acetil- D-
galactosamina 1 M, que € o inibidor especifico da a-galactosidase B e 30 yL do
homogenato celular. As amostras foram agitadas e incubadas em banho umido sob
agitacdo constante de 100 rpm a 37°C por 10, 20 e 30 minutos. Apés o0 meio de
reacdo atingir a temperatura ambiente, aproximadamente 5 minutos, foram
adicionados 2,0 mL da solugdo STOP tampéo glicina-KOH 0,25M, pH 10,3.

3.3.1.2. B-Glicosidase (Raghavan, Topol e Kolodny, 1980)

Para a determinacdo da atividade da [B-Gli foi utilizada uma solucdo de
trabalho com 20 uL de tauro deoxicolato 2% diluido no tampao citrato fosfato 1 M, 50
ML de substrato fluorimétrico 4MU-B3-D-glicopiranosidio e 30 yL da amostra de
homogenato celular. Os tubos foram agitados e incubados em banho umido sob
agitacédo constante de 100 rpm a 37°C por 1 hora, 1 hora e 30 minutos, e 2 horas.
Apds 0 meio de reacao atingir a temperatura ambiente, aproximadamente 5 minutos,
foram adicionados 2,0 mL da solugdo STOP tampao glicina-KOH 0,25M, pH 10,3.

3.3.1.3. a-Glicosidase acida (Okumiya et al., 2006)

Para determinar a atividade da a-Gli acida se preparou uma solugao de 60 pL
de substrato fluorimétrico 4MU-a-D-glicopiranosidio com e sem acarbose, que € um
inibidor ndo especifico da a-Glicosidase, diluida no tampéao citrato fosfato 1 M e 10
ML da amostra de homogenato celular. As placas de 96 pogos foram agitadas por 20
seg, incubadas com rotagao de 200 rpm a 37°C por 1 hora, 1 hora e 30 minutos e 2
horas. Ao término da incubacdo foram adicionados 200 uyL da solugcdo STOP,
solugao de carbonato de sodio 0,5 mol/L e 0,25g/L Triton X-100 em todos os pogos.

3.3.1.4. a-L-lduronidase (Rome, Weissmann e Neufeld, 1979)

A determinacao da atividade da enzima ldua foi realizada usando 25 L do

substrato fluorimétrico 4MU-a-L-idopiranosidio e 25 yL do homogenato celular. A
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reacao foi agitada e, posteriormente, incubada sob agitagcdo constante de 100 rpm a
37°C por 30, 45 e 60 minutos em um banho umido. Apds o meio de reagao atingir a
temperatura ambiente, aproximadamente 5 minutos, foram adicionados 2,0 mL da
solugdo STOP tampao glicina-KOH 0,25M, pH 10,3.

A leitura de todas as reagdes foi realizada no fluorimetro SpectraMax
(Molecular Devices) com excitagao de 360 nm e emissédo de 450 nm. A liberagao da
molécula 4-metilumbiliferona (4MU), que em pH alcalino emite uma fluorescéncia
proporcional a quantidade de moléculas que foram hidrolisadas e, portanto, a
atividade enzimatica de cada enzima, foi quantificada. Foi realizada uma curva de
calibracdo com a 4-MU e os valores foram corrigidos com o branco e a quantidade
de proteina mensuradas. Os calculos das atividades foram feitos com o programa

SoftMax Pro 5.4 Microplate Data Acquisition & Analysis Software.

3.3.2. Extracao e purificagao de Gb3 (Toledo et al., 1995)

Para caracterizar a presenca de Gb3 nos fibroblastos com doenca de Fabry,
usamos a técnica de cromatografia em camada delgada de alta resolugéo (HPTLC).
10° células foram lavadas com CMF-BSS, tripsinizadas e congeladas até seu
processamento. As amostras foram descongeladas e os glicolipideos extraidos pela
adicdo de 1 mL da mistura de solventes isopropanol/hexano/agua (55:20:25, v/viv), e
com 2 mL de cloroférmio/metanol (2:1, v/v). As solugdes foram agitadas com barras
magnéticas e mantidas em banho de ultrassom, apdés uma hora os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante coletado, os processos foram realizados duas vezes
cada e os sobrenadantes unidos. Os extratos foram secos e ressuspensos no
solvente cloroférmio/metanol (2:1, v/v). A cromatografia em placa de HPTLC foi
desenvolvida no sistema de solventes cloroférmio/metanol/CaClz2 0,02% (60:40:9;
v/viv). A revelacdo do HPTLC contendo os glicolipideos totais foi realizada apos
borrifar a placa com orcinol/H2S04, e revelada em estufa a 120°C por 5 minutos. As
regides contendo os glicolipideos aparecem como manchas purpuras.
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3.4. Homeostase lisossOmica

3.4.1. Quantificacao de Ca2+

Para medir o Ca?* por fluorescéncia, 10* células foram incubadas na estufa de
cultura por 1 hora com o marcador Fluo-4 AM NW dye mix (2,5 mM) em placas
pretas de fundo transparente de 96 pogos (50 pL por poco). A quantificagéo foi feita
no aparelho FlexStation 3 Microplate Reader (Molecular Devices) utilizando uma
excitagao de 488 nm e emissado de 524 nm. Para abertura dos canais intracelulares
de Ca?'diferentes reagentes foram adicionados: Rianodina e Tapsigargina, que
atuam no reticulo endoplasmatico modulando os receptores de rianodina e inibindo a
Ca?* ATPase, respectivamente, aos 30 segundos; Bafilomicina A1 que age no
lisossomo inibindo a H*ATPase, aos 700 segundos; e lonomicinaque € um ionoéforo
do Ca?" da membrana celular, aos 1000 segundos. Para observar os movimentos
nos niveis do Ca?* citosodlico (Ca?*t), Ca®* do reticulo endoplasmatico (Ca?*wet) e
Ca?* lisossdémico (Ca?is) a leitura foi feita a cada 4 segundos por um total de 1200
segundos.

A analise dos dados foi realizada utilizando o SoftMax Pro 5.4 Microplate Data
Acquisition & Analysis Software. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada em
Unidade de Fluorescéncia Relativa (RFU) e normalizada, o delta do aumento de

Ca?* em relagdo ao basal com cada droga foi calculado.

3.4.2. Quantificagdo de mTOR

A expressao proteica de mTORCH1, foi avaliada com base nos niveis de p-
mTOR por citometria de fluxo. 10 células foram lavadas com PBS 1X, tripsinizadas
e fixadas com 2% de paraformaldeido a temperatura ambiente por 30 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas com Glicina 0,01 M, para bloquear os radicais
formados na fixagao, e permeabilizadas com Triton X-100 0,001% por 30 minutos.
As células foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario para p-mTOR
de coelho (diluicao 1:50) com 1% de BSA em PBS. O anticorpo secundario Alexa

Fluor 488 IgG de cabra anti-coelho (diluicdo 1:300) foi adicionado e incubado por 40
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minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas e ressuspensas em 200

pl de PBS-BSA e analisadas no citdmetro de fluxo BD Accury C6 (BD Biosciences).

3.4.3. Localizagao de TFEB e mTOR

Para avaliar a localizacdo das proteinas TFEB e mTOR, foram utilizados
anticorpos para p-mTOR e TFEB desfosforilada, além disso os nucleos foram
marcados com DAPI. Os fibroblastos foram cultivados em placas de 24 pogos (1x104
células por pogo) sobre laminula de vidro de 13 mm, apds 48 horas, as células foram
lavadas com Salina Tamponada com Fosfato - Albumina Sérica Bovina (PBS-BSA),
fixadas com 2% de paraformaldeido a temperatura ambiente por 30 minutos € em
seguida lavadas com Glicina 0,1 M e permeabilizadas com Triton X-100 0,001% por
15 minutos. As células foram incubadas 4 horas a temperatura ambiente com o
anticorpo primario para p-mTOR de coelho (diluicdo 1:50) em PBS-BSA. Foi
adicionado o anticorpo secundario Alexa Fluor 594 IgG anti-coelho (diluicado 1:500)
por 40 minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida, as células foram
incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario de cabra para TFEB (diluigao
1:50) em PBS-BSA e adicionado o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 IgG anti-
cabra (diluicdo 1:500) por 40 minutos a temperatura ambiente. Apds duas lavagens
com PBS-BSA-azida, as laminulas foram montadas individualmente em Iamina de
vidro empregando-se intensificador de fluorescéncia Fluoromount G/DAPI para
visualizar os nucleos e estocadas a 4°C até seu processamento.

As laminas foram analisadas em microscopio confocal de varredura a laser
LSM 710 META (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), com objetiva 63x (Plan-Neofluar,
abertura numérica de 1.4) sob 6leo de imersdao. p-mTOR-Alexa Fluor 594 foram
excitados com laser HeNe (Aex = 594 nm, Aem = 600-735 nm) e TFEB-Alexa Fluor
488 foram excitados com laser de argdnio (Aex = 488 nm, Aem = 500-550 nm). As
imagens foram preparadas utilizando-se o programa Adobe Photoshop CS5 e Adobe
lllustrator CS5.
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3.5. pH citoplasmatico

Para medir o pH citoplasmatico (pHcit) por fluorescéncia, 10* células foram
incubadas na estufa de cultura por 1 hora com o marcador BCECF-AM (0,3 mM) em
placas pretas de fundo transparente de 96 pogos (50 pL por pogo). Em seguida as
células foram lavadas com PBS deixando 50 uL por pogo até a quantificagcdo. Esta
foi feita no aparelho FlexStation 3 Microplate Reader (Molecular Devices) utilizando
duas excitacdes 490 nm e 440 nm e uma emissao de 535 nm. A analise dos dados
foi realizada utilizando o SoftMax Pro Microplate Data Acquisition & Analysis
Software. Foi mensurada a fluorescéncia em dois comprimentos de onda, e a razao

490/440 foi utilizada para comparar os diferentes grupos celulares.

3.6. Analise Estatistica

Os dados obtidos de pH, p-mTOR e Ca?* foram analisados com o teste nao
paramétrico Mann Whitney, uma vez que o tamanho da amostra foi N<30. No caso
das atividades enzimaticas como sao medidas repetidas, a esfericidade foi analisada
com o teste de Mauchly e a comparacao estatistica entre os grupos foi realizada
com o teste estatistico GLM (General Linear Model).

Os dados estdo representados por média + desvio padrdao. O nivel de

significancia considerado foi p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao dos fibroblastos

4.1.1. Atividade enzimatica

A avaliacdo da atividade das hidrolases lisossOmicas € uma ferramenta util
para observar a fungdo do lisossomo. A medida destas atividades foi feita nos
fibroblastos provenientes de pacientes com doenga de Fabry e individuos controle
do sexo masculino (FH e CH) em 3 tempos diferentes, para avaliar se havia variagao
ao longo do tempo. Em cada grafico correspondente, apresentados nas figuras 1 a
4, pode-se observar uma diferenca significativa entre os dois tipos celulares.

A deficiéncia enzimatica caracteristica da doenca foi comprovada, uma vez
que se observou uma atividade nula da enzima a-Gal A nos fibroblastos de

pacientes com doencga de Fabry (Fig.1).

a-Galactosidase A

40- Controle  -m Fabry

nmol/mg de proteina/h
N
[=}

10 min 20 min 30 min

Figura 1. Atividade enzimatica de a-Gal A. a-Gal
A em fibroblastos de individuos controle e de
individuos com doencga de Fabry. (média + desvio
padrao; N=2, * teste GLM entre os grupos, p<0,05)
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De forma interessante, os FH tém atividade da enzima B-Gli maior

comparados com os individuos controle (Fig. 2).

B-Glicosidase
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Figura 2. Atividade enzimatica de B-Gli. B-Gli em
fibroblastos de individuos controle e de individuos com
doencga de Fabry. (média + desvio padrao; N=2, * teste
GLM entre os grupos, p<0,05)

Por outro lado, os fibroblastos dos pacientes com doenga de Fabry tém menor

atividade das enzimas a-Gli acida (Fig. 3) e Idua (Fig. 4) em comparagdo aos
individuos controle.
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Figura 3. Atividade enzimatica de Idua. Idua em
fibroblastos de individuos controle e de individuos
com doenga de Fabry. (média + desvio padrao; N=2,
* teste GLM entre os grupos, p<0,05)
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a-Glicosidase acida
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Figura 4. Atividade enzimatica de a-Gli acida. o-
Gli acida em fibroblastos de individuos controle e de
individuos com doenga de Fabry. (média + desvio
padrao; N=3, * teste GLM entre os grupos, p<0,05)

4.1.2.Gb3

A avaliacdo do Gb3 é mais um parametro que permite caracterizar a doenca
de Fabry, ele € um dos glicoesfingolipideos que se acumula nos lisossomos das
células dos pacientes. Por meio da técnica de HPTLC, utilizada neste caso, é
possivel avaliar a presenga ou auséncia de mono-hexosil-ceramida (CMH), di-
hexosil-ceramida (CDH), tri-hexosil-ceramida (CTH) e globosideo (Gb). No nosso
experimento observamos a presenca de tri-hexosil-ceramida apenas nos fibroblastos
dos pacientes com doenga de Fabry. Na Fig. 5 observamos trés colunas, da
esquerda para a direita, temos o GL, que é a mistura que contém o padrdao de
glicolipideos; o CH que é o homogenato de fibroblastos de homens sem a doencga de
Fabry; e o FH que é o homogenato de fibroblastos de pacientes homens com a
doenca de Fabry. Podemos observar claramente a presenga de Gb3 apenas na
coluna de FH.
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~——

CMH
CDH

CTH - <4mmm

Gb .

GL CH FH

Figura 5. Figura demonstrativa de
HPTLC de glicolipideos extraidos da
cultura de fibroblastos. GL= padrédo de
glicolipideos, CH= controle homem, FH=
Fabry homem, CMH = mono-hexosil-
ceramida, CDH = di-hexosil-ceramida,
CTH = tri-hexosil-ceramida e Gb =
globosideo.

4.2. Homeostase lisossomica
4.2.1. Niveis de Ca?*

Para avaliar se a sinalizacéo, entre os lisossomos e o nucleo, dos fibroblastos
de pacientes com doenga de Fabry esta comprometida, quantificamos os niveis de
Ca?* nestas células e comparamos com os fibroblastos controles. Foi utilizado o
ensaio fluorimétrico no qual os fibroblastos confluentes foram marcados com o
fluoréforo Fluo-4-AM que detecta as variagdes intracelulares de Ca?* citoplasmatico.

Primeiro, a rianodina e tapsigargina foram utilizadas para mobilizar o Ca?*
estocado no reticulo endoplasmatico para o citoplasma, onde foi mensurado. Em
seguida foi colocada a bafilomicina A1, que atinge os canais v-ATPase e libera o
Ca?* localizado nos lisossomos. Finalmente, adicionou-se a ionomicina, que é um

iondforo de Ca?*, que permite a passagem deste ion através da membrana
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Foi observada uma diferenga significativa no contetido de Ca?*t entre os
grupos de células CH e FH (U=400; p=0,0053) (Fig. 12), o que nao foi observado
nas células dos individuos do sexo feminino CM e FM (U=560; p=0,324).

Ca?* citoplasmatico

T

-+ 1T

Conltrole Fabry Conltrole Fabry
Homem Mulher

Figura 12. RFU do Ca?* citoplasmatico. Ca?*:t em
fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry e de
individuos controle. (média + desvio padrdo, *teste
de Mann Whitney, em triplicata, p<0,05)

Por outro lado, o Ca?*ret foi estatisticamente diferente apenas entre as células

CM e FM (U=1,00; p=0,0190) (Fig. 13).

Ca?* reticulo
endoplasmatico
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Figura 13. Variagdo da concentragio de Ca?* no
reticulo endoplasmatico. Ca?*et em fibroblastos de
pacientes com doenca de Fabry e de individuos
controle. Os dados foram normalizados e a diferenga
entre o antes e o depois da adi¢do de rianodina e
tapsigargina foi calculada. (média + desvio padrao,
*teste de Mann Whitney, em ftriplicata, p<0,05)
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Quando avaliamos o Ca?'is, verificamos que seus niveis ndo apresentam
diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos grupos avaliados: CH e
FH (U=10,00; p=0,2403); CM e FM (U=10,00; p=0,7619) (Fig.14).

Ca?*lisossémico

-
1

Controle Fabry Controle Fabry
Homem Mulher

0.1 I

Figura 14. Variagdo da concentracdo no Ca?* do
lisossomo. Ca?*iis em fibroblastos de pacientes com
doenca de Fabry e de individuos controle. Os dados
foram normalizados e a diferenga entre o antes e o
depois da adigdo da bafilomicina A1 foi calculada.
(média + desvio padrao, em ftriplicata)

Nos grupos de células CHD e FHD, que foram desafiados com soro, nao
verificamos uma diferencga significativa no contetido de Ca?* citoplasmatico (U=646;

p=0,9865) (Fig. 15), que também n&o foi observada ao comparar as células CMD e
FMD (U=540; p=0,2266).

Ca?* citoplasmatico
600-

400+

RFU

200

CHD FHD CMD FMD

Figura 15. RFU do Ca?* citoplasmatico. Ca?*:it em
fibroblastos de pacientes com doencga de Fabry e de
individuos controle que foram desafiados com 50%
de SFB. (média £ desvio padrado, em triplicata)
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Da mesma forma, o Ca?* proveniente do reticulo endoplasmatico ndo é

estatisticamente diferente entre os grupos (Fig. 16), considerando ambos géneros.

Ca?* reticulo
endoplasmatico

0.6

A [Ca?*]i (RFU)

0.0 T T
CHD FHD CMD FMD

Figura 16. Variacdo da concentragido no Ca?* do
reticulo endoplasmatico. Ca?*.t em fibroblastos de
pacientes com doenca de Fabry e de individuos
controle que foram desafiados com 50% de SFB. Os
dados foram normalizados e a diferenga entre o antes
e o depois da adigdo da rianodina e tapsigargina foi
calculada. (média + desvio padrao, em triplicata)

Quando avaliamos o Ca?* lisossdmico, verificamos que os niveis ndo diferem
de forma estatisticamente significativa entre todos os grupos comparados: CHD e

FHD (U=8,00; p=0,4206); CMD e FMD (U=7,00; p=0,3095 (Fig.17).

Ca?* lisossémico

0.10+ ;

CHD FHD CMD FMD

Figura 17. Variagdo da concentracio no Ca?* do
lisossomo. Ca?'is em fibroblastos de pacientes com
doenca de Fabry e de individuos controle que foram
desafiados com 50% de SFB. Os dados foram
normalizados e a diferenca entre o antes e o depois da
adicao da bafilomicina A1 foi calculada. (média + desvio

padrao, em ftriplicata).
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4.2.2. Niveis de p-mTOR

Para verificar se as condicbes do lumen lisossébmico em fibroblastos de
pacientes com doenga de Fabry sao diferentes dos fibroblastos de individuos
controle quantificamos a p-mTOR, proteina ativa do complexo mTORC1. A proteina
foi mensurada por citometria de fluxo e € apresentada a média geométrica
normalizada. Podemos observar que os niveis de p-mTOR n&o diferiram de forma
significativa entre os diferentes grupos: CH e FH (U=22,00; p=0,1996); CM e FM
(U=18,00; p=0,3277) (Fig. 18).

p-mTOR
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Figura 18. Média geométrica normalizada da p-mTOR.
Quantificacdo da p-mTOR por citometria em fibroblastos de
individuos controle e de individuos com doenga de Fabry.
Os dados foram normalizados e foi calculada a média
geomeétrica (média + desvio padrao)

Quando realizamos o desafio com choque de soro se verificou que os niveis
nao diferem de forma estatisticamente significante entre todos os grupos

comparados (Fig.19).
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Figura 19. Média geométrica normalizada da p-mTOR.
Quantificagdo da p-mTOR em fibroblastos de individuos
controle e de individuos com doenca de Fabry que foram
desafiados com 50% de SFB. Os dados foram normalizados e
foi calculada a média geométrica (média + desvio padréo, *
teste de Mann Whitney, em ftriplicata, p<0,05)

4.2.3. Localizagao de TFEB e p-mTOR

Para avaliar a localizagao de TFEB e p-mTOR nas células de pacientes com
doenca de Fabry e controle sem a doenga, a avaliagdo destas proteinas foi realizada
por microscopia confocal.

Nas imagens pode-se observar que tanto o TFEB como o p-mTOR se
encontram exclusivamente no citoplasma, havendo muitas vezes colocalizagao.
Também podemos observar que nao existe uma diferenga significativa entre os
diferentes grupos comparando células de pacientes do sexo masculino e feminino

com seus respectivos controles.
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Dapi p-mTOR TFEB Sobreposigcao

Figura 20: Localizagdo citoplasmatica de p-mTOR e TFEB em fibroblastos masculinos de
individuos sem doenca de Fabry. A Microscopia confocal indicando a localizagdo subcelular da

proteina p-mTOR (vermelho), TFEB (verde) e DAPI (azul).
Dapi p-mTOR TFEB Sobreposigao

Figura 21: Localizagdao citoplasmatica de p-mTOR e TFEB em fibroblastos masculinos de
pacientes com doenca de Fabry. A Microscopia confocal indicando a localizagdo subcelular da

proteina p-mTOR (vermelho), TFEB (verde) e DAPI (azul).
Dapi p-mTOR TFEB Sobreposigao

Figura 22: Localizagao citoplasmatica de p-mTOR e TFEB em fibroblastos femininos de
individuos sem doenca de Fabry. A Microscopia confocal indicando a localizagdo subcelular da

proteina p-mTOR (vermelho), TFEB (verde) e DAPI (azul).
Dapi p-mTOR TFEB Sobreposicao

Figura 23: Localizagao citoplasmatica de p-mTOR e TFEB em fibroblastos de pacientes mulheres
com doencga de Fabry. A Microscopia confocal indicando a localizagdo subcelular da proteina p-mTOR
(vermelho), TFEB (verde) e DAPI (azul).
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4.3. pH citoplasmatico

Com o objetivo de avaliar se a homeostase celular dos fibroblastos de
pacientes com doenga de Fabry estd comprometida, nos utilizamos o parametro
bioquimico pH citoplasmatico (pHcit) € comparamos com o pHcit dos fibroblastos de
individuos controle. Com o marcador de fluorescéncia utilizado, BCECF-AM,
conseguimos verificar se existe ou ndo uma diferenga no pH dos diferentes tipos
celulares. Para a quantificacdo do valor absoluto seria necessaria uma curva de
calibracédo nestas células e, por esse motivo, apresentamos a razdo Ex 490/440. Os
valores de pHcit observados nos grupos nao diferiram de forma significante entre

pacientes com doencga de Fabry e individuos controle sem a doenca (Fig. 24).
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Figura 24. pH citoplasmatico. Fibroblastos de individuos
controle e de individuos com doenga de Fabry. Dados
apresentados em razdo Ex 490/440 (média + desvio
padrao, em triplicata)
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5. DISCUSSAO

Varios grupos ja estudaram o lisossomo e suas alteragbes nas DDL
(Parkinson-Lawrence et al., 2010; Platt, Boland e van der Spoel, 2012; Kuech,
Brogden e Naim, 2016), mas até hoje muitos aspectos que envolvem esta classe de
doencas ainda sdo desconhecidos. Por isso, o objetivo principal de nosso estudo foi
contribuir com o entendimento da homeostase lisossdmica em fibroblastos de
pacientes com doenga de Fabry e, com isso, compreender melhor a fisiopatologia da

doenca.

5.1. Caracterizagao dos fibroblastos

Com o objetivo de caracterizar as culturas celulares de pacientes com doencga
de Fabry, utilizamos dois parametros bioquimicos. Avaliamos a atividade enzimatica
de a-Gal A e o acumulo de Gb3. Como as células foram compradas no Instituto
Coriell for Medical Research dos EUA sabe-se que os pacientes tém uma mutacéao
C>T no nucleotideo 658 no éxon 5 do gene GLA (c.658C>T), e que tal mudanca leva
a um cédon de parada [Arg220Ter (R220X)]. Esta mutacdo foi objetivo de outro
estudo, no qual se observou que os sintomas tipicos da doenga de Fabry sdo iguais
em ambos os géneros (Maki et al., 2004). Com o experimento de atividade
enzimatica foi demonstrado que a cultura de fibroblastos do paciente com doencga de
Fabry ndo tem atividade da a-Gal A (Fig. 2).

Esta disfungcdo enzimatica levou a um acumulo de Gb3, visto que a enzima a-
Gal A é a encarregada de hidrolisar a fragao terminal alfa-galactosil dos glicolipideos
na via catabdlica dos lisossomos (Aerts et al., 2008). Este acumulo de Gb3 pode
levar a uma perda funcional e mudangas na estrutura celular, acionando uma
cascata de eventos intracelulares, os quais causam o comprometimento do
metabolismo energético (Das e Naim, 2009), levam a danos em pequenos vasos
(Park, Shu e Shayman, 2009), disfungdo dos canais das células endoteliais (Choi et
al., 2014), estresse oxidativo (Shen et al., 2008) e deficiéncia da maturagdo dos
autofagossomos (Chévrier et al., 2010). Mediante a técnica qualitativa HPTLC,

verificamos a presenca do depdsito de Gb3 nos fibroblastos de pacientes com
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doenca de Fabry e a auséncia do acumulo do glicoesfingolipideo nos fibroblastos de
individuos controle (Fig. 5).

Apesar de diversas evidéncias nesta area, até o momento ainda nao foram
totalmente esclarecidas quais sdo as consequéncias secundarias da deficiéncia
enzimatica ou do acumulo de Gb3 nos lisossomos que, por sua vez, estdo
funcionando de uma maneira diferente e, por isto, podem estar sujeitos a
repercussdes na sua atividade biolégica como um todo ou nas fungdes de outras
enzimas lisossdmicas. Foi assim que sugerimos que as atividades de outras
enzimas poderiam estar alteradas e decidimos avaliar outras hidrolases que
catabolizam outros tipos de macromoléculas dentro do lisossomo.

A B-Glicosidase € uma enzima associada a membrana, que degrada o
substrato glicocerebrosideo, em ceramida e glicose, e a deficiéncia enzimatica
provoca a doenga de Gaucher (Beutler e Grabowski, 2001). A a-Glicosidase acida
catalisa a clivagem das ligagcdes glicosidicas a-1,4 e a-1,6 da molécula de
glicogénio, e sua insuficiéncia gera um acumulo intralisossomal de glicogénio em
varios tecidos que causa a doenca de Pompe (Hirschhorn e Reuser, 2001). A a-L-
Iduronidase € a enzima lisossdmica necessaria para quebrar as longas cadeias dos
glicosaminoglicanos, a auséncia enzimatica gera a Mucopolissacaridose tipo | (MPS
I) (Neufeld e Muenzer, 2001).

No nosso estudo foi observado uma diferenga significativa entre os dois
grupos analisados (Controle Homem e Fabry Homem) nas trés enzimas avaliadas (3-
Gli, a-Gli acida e Idua. Encontramos uma maior atividade enzimatica de B-Gli nos
fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry, e por outro lado, estas células
apresentam uma atividade menor de a-Gli acida e ldua quando comparamos células
de pacientes Fabry com os fibroblastos de individuos controle. Estes achados
podem apontar para uma disfuncéo lisossOmica, que pode ser causada tanto pela
deficiéncia de a-Gal A como pelo acumulo de Gb3 ou ainda, por uma via secundaria
relacionada.

No entanto, nossos dados nao estdo em concordancia com a literatura, Fuller
et al., (2015) mensurou algumas proteinas lisossdbmicas entre elas B-Gli, a-Gli acida
e ldua, e observaram valores de atividade enzimatica dos fibroblastos de pacientes
com doencga de Fabry similares aos fibroblastos de individuos controles. Além disso,
os autores observaram uma grande variagao de valores com um numero amostral

de 5 individuos o que demonstra a grande variabilidade bioldgica que existe nas
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enzimas lisossbmicas entre os diferentes individuos, caso eles tenham ou n&do uma
DDL. Esta informacdo traz uma importante consideragdo sobre a relevancia
biolégica da variagao da atividade de outras enzimas lisossbmicas em pacientes que
possuem uma deficiéncia primaria. Em nosso estudo encontramos um paciente em
que foi identificada uma alteragdo nas hidrolases [(B-Gli, a-Gli acida e Idua. No
entanto, ndo foi possivel correlacionar as diferentes atividades enzimaticas com as
caracteristicas apresentadas por este paciente, uma vez que o estudo foi realizado
com células em cultura adquiridas comercialmente. Acreditamos que seja importante
verificar outros individuos e também outras enzimas, principalmente as que atuam
na mesma via catabdlica da a-Gal A para poder entender melhor o papel das
enzimas nao deficientes na manuteng¢ao da funcao lisossébmica de pacientes com
uma DDL.

5.2. Homeostase dos lisossomos

Para avaliar a homeostase lisossémica dos fibroblastos do paciente com
doenca de Fabry escolhemos quantificar Ca?* intracelular, verificarmos a localizagao
da p-mTOR e do TFEB e, mensurar o pH citoplasmatico.

Do ponto de vista bioldgico o Ca?" é o ion intracelular muito versatil
encarregado de intermediar a sinalizagcdo dentro das células, ele atua como um
modulador de variagdo temporal em diferentes processos celulares (Berridge,
Bootman e Roderick, 2003). Recentemente Medina et al. (2015) estudou como o
Ca?* que se encontra estocado no lisossomo também tem a propriedade de modular
a sinalizacao lisossomo-nucleo, pela ativacdo da calcineurina que desforforila o
TFEB. Como a doenga de Fabry é uma DDL, em que o lisossomo esta
comprometido, nos decidimos investigar se a concentragbes de Ca?*is nas células
em cultura de pacientes sao diferentes dos individuos controle. Com a mesma
técnica de fluorescéncia fomos capazes de mensurar o CaZ*ct, 0 Ca?*ret € 0 CaZss,
entretanto cada um destes paradmetros pode ter um significado diferente na
fisiopatologia da doencga.

Na nossa avaliagdo do Ca?*is, observamos n&o haver diferencas entre as
concentracbes nos grupos CH e FH. De forma semelhante, ndo encontramos

diferengcas entre os grupos CM e FM (Fig. 14), indicando que em células de
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pacientes com doenga de Fabry em cultura, no momento de estudo, ndo foi
necessario um maior acumulo de Ca?*, para estimular a biogénese lisossdmica ou
seja, as concentragbes do Ca?'is ndo estavam comprometidas. No entanto, é
importante ressaltar que este parametro bioquimico pode nao estar prejudicado
neste tipo celular, fibroblastos de pele, mas sim em outros tipos celulares mais
afetados pela doenga como, por exemplo, as células de endotélio vascular. Nao
temos as ferramentas suficientes para demonstrar porque o Ca?*is ndo se encontra
diferente no nosso experimento, ndo obstante seria interessante estuda-lo em outros
tipos celulares da doenga de Fabry, visto que ja foi constatado que este ion se
encontra modificado em outras DDL. Na doenca Niemann-Pick tipo C1 o processo
de entrada de Ca?* ao lisossomo é desequilibrado resultando numa diminuigdo de
Ca?*is (Lloyd-Evans, Morgan, et al., 2008). Na ML tipo IV, a liberagdo de Ca?*is esta
comprometida, o que explica a alta concentragdo de Ca?*iis no lumen (Lloyd-Evans,
Peterneva, et al., 2008). E também o nosso grupo encontrou um incremento dos
niveis de Ca®*iis em esplendcitos de camundongos modelo da doenga MPS | (Pereira
etal., 2010).

Quando verificamos o Ca?*t dos fibroblastos de pacientes com doenca de
Fabry e comparamos com os individuos controle de género masculino né&o
observamos diferenga significativa, mas curiosamente quando avaliamos este
parametro nos fibroblastos provenientes do género feminino foi encontrada uma
diferenga entre os grupos FM e CM (Fig. 13). De maneira oposta quando analisamos
o Ca?*cit dos fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry e comparamos com os
individuos controle observamos uma diferenga significativa entre os grupos CH e
FH, que néao foi verificada nos fibroblastos provenientes do género feminino (Fig.
12).

O Ca?it, desempenha uma fungdo vital na regulagdo de muitos eventos
celulares e a alteracdo da homeostase do Ca?' leva ao estresse do reticulo
endoplasmatico, estresse oxidativo e morte celular. Nas DDL as alteracbes podem
ser diferentes, dependendo do modo e lugar em que o substrato acumulado interage
com os canais de Ca?* (Vitner, Platt e Futerman, 2010). O Ca?*ret € um parametro
importante na avaliagdo da homeostase lisossOmica, ja que foi recentemente
descrito de que modo, em condi¢gdes normais, ele exerce a fungcao de reabastecer os
estoques de Ca?*iis mediante os receptores IP3 e independente do pH lisossdémico
(Garrity et al., 2016). Em virtude da reconhecida importancia da regulagdo do Ca?*is
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nas vias de sinalizagao intracelular (Medina et al., 2015), a interagao entre o reticulo
endoplasmatico e o lisossomo servem como foco de novos estudos de regulagédo da
homeostase celular, e além disso, podem ajudar na explicacdo da alteracao da
homeostase do Ca?*ret nas DDL (Coen et al., 2012).

Ja foi observado, pelo nosso grupo, um aumento do Ca?* ret associado com
apoptose celular em modelo animal de MPS 1 (Viana et al., 2016). Este fenébmeno,
aumento do Ca?* ret associado a apoptose, também foi demonstrado na GM1, em
que o gangliosideo interage com um dos canais que libera o Ca?* (Sano et al.,
2009). Além disso, na doenga de Gaucher se observou aumento do CaZ*ret
correlacionado com o acumulo de glicoasilceramida, ja que este modula diretamente
ao receptor de rianodina do reticulo endoplasmatico (Pelled et al., 2005). Devido aos
estudos nas diferentes DDL abordando a regulagdo dos estoques da Ca?'i,
deduzimos que poderia existir uma diferenga significante nos fibroblastos de
pacientes com doenga de Fabry comparados a células de controle sem a doenca.
Tanto no Ca?'¢t quanto no Ca?'t avaliados em nosso trabalho, observamos
diferengas entre os géneros, isto pode ser devido ao fato de que a doenca de Fabry
esta ligada ao cromossomo X, e podem existir mecanismos de regulagao diferentes
nos fibroblastos de homens e mulheres. Como este trabalho é o primeiro a estudar a
homeostase lisossémica em fibroblastos de pacientes com doenga de Fabry ou em
uma DDL ligada ao cromossomo X, verificamos o comprometimento do equilibrio do
Ca?* intracelular, ndo obstante sugerimos a importancia de ampliar estas analises
em um numero maior de pacientes.

O mTORC1 é o complexo proteico que controla o crescimento e que colabora
na regulacdo do lumen lisossémico. Fatores de crescimento, niveis de aminoacidos
e estresse regulam este complexo (Zoncu et al., 2011). Em sua forma ativa
fosforilada, p-mTOR promove a sinteses de proteinas, lipideos e metabolismo
celular, além de regular o lumen do lisossomo (Laplante e Sabatini, 2012). A forma
p-mTOR tem um efeito direto na inibicdo de autofagia e biogénese lisossémica, por
regular o TFEB que atua positivamente no nucleo, na atividade dos genes CLEAR
(Sardiello et al., 2009; Settembre et al., 2012). Em condigdes nutricionais habituais a
p-mTOR fosforila o TFEB permanecendo no citoplasma. Mas quando as condicdes
nutricionais sao deficientes o TFEB transloca no nucleo para unir-se aos genes
CLEAR (Settembre et al, 2012, 2013). Neste estudo, avaliamos a p-mTOR

verificando um padrao semelhante entre os fibroblastos de pacientes com doenca de
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Fabry e os fibroblastos dos individuos controle de ambos os géneros em cultura (Fig.
18). Uma quantidade similar da proteina fosforilada pode indicar que os niveis
nutricionais do lumen lisossémico nestas culturas celulares sdo equivalentes. Nao
temos um estimulo que gere a ativagcdo da mTOR, nem na célula, nem no lisossomo
0 qual denota que, provavelmente, o metabolismo energético esta ativo e em
equilibrio nos quatro tipos celulares.

Em nossos experimentos de quantificagdo de Ca?* e p-mTOR também
incluimos o desafio com choque de SFB nos fibroblastos de pacientes com doenca
de Fabry. O objetivo deste estimulo foi desafiar a maquinaria que esta funcionando
adequadamente, apesar da doenga. Em virtude de que a doenca de Fabry é uma
doencga degenerativa e crbnica, as células dos pacientes podem sofrer adaptagdes
capazes de gerar um “sistema de regulacao” pelo qual conseguem suportar a falta
da enzima da a-Gal A. A hipétese de existéncia desse “sistema de regulagcéo” ainda
nao foi comprovada e, por esse motivo, ndo sabemos se o choque com soro fetal
seria capaz de desequilibra-la. Neste trabalho escolhemos incrementar a quantidade
de nutrientes que a célula tem no meio em 50% durante 4 horas como uma tentativa
de interferir neste sistema. Tanto na quantificacdo de Ca?*.it, Ca®*et € Ca?'iis, quanto
na quantificacdo da p-mTOR ndo achamos diferengas significativas entre os
diferentes grupos de ambos géneros apés o estimulo (Fig. 15-17 e 19) o que sugere
que o “sistema de regulagado” nao ¢é atingido pelo aumento de nutrientes ou que este
sistema consegue lidar bem com o incremento nutricional, tanto nas células
controles como na doenga de Fabry.

Na avaliagao da localizagdo da p-mTOR e do TFEB (Fig. 20-23), foi verificado
se a p-mTOR estava perto de TFEB nas células controle e se o TFEB se encontrava
no nucleo das células de pacientes com doenca de Fabry em cultura. Observamos
gue nao existem diferengas entre os quatro grupos, CH, FH, CM e FM. A p-mTOR se
encontra no citoplasma junto com o TFEB, como podemos ver nas fotografias, estas
proteinas co-localizam, ou seja, se encontram proximas, o que indica que a p-mTOR
esta ativada e fosforilando o TFEB, concordando com os resultados obtidos com a
quantificacdo da p-mTOR, apesar de que nao fosse o esperado.

O pHcit foi o parametro bioquimico escolhido para avaliar a saude celular, em
razdo de que pequenas variagdes podem impactar em processos vitais (Chambard e
Pouyssegur, 1986; Musgrove, Seaman e Hedley, 1987). Um exemplo disso € que a

acidificagcao do pH.it foi associada com o desbalangco metabdlico que, por sua vez
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gera uma resposta adaptativa do mTORC1 (Balgi et al, 2011). Em nossos
resultados ndo foram observadas diferenga significativas entre os fibroblastos de
pacientes com doenca de Fabry e os fibroblastos de individuos controle de ambos
os géneros (Fig. 24). O que sugere que na cultura destes fibroblastos a
homeostases celular esta conservada, o que corrobora com um estudo anterior no
qual os valores de pHcit ndo sao diferentes entre os fibroblastos de pacientes com
doenca de Fabry e fibroblastos de individuos sem a doenga (lvleva et al., 1991).
Analisados de maneira conjunta, verificamos que vai ser muito importante (1)
avaliar os parametros em um numero maior de pacientes (2) estudar outros tipos
celulares e (3) estudar outras mutagbes da doenca de Fabry. Nossos resultados
sugerem alteracdes bioquimicas significativas nas vias de catabolismo metabdlico
do glicocerebrosideo, do glicogénio e dos glicosaminoglicanos, que sao secundarias
a deficiéncia enzimatica da doenga de Fabry. Considerando os mecanismos de
homeostase lisossomica o nosso trabalho é pioneiro nesta doenca, e nele nao
observamos variagdes na quantidade de p-mTOR, nem na sua localizagéo, que se
situou junto com o TFEB, como também n&o encontramos variagées no Ca2+is, mas
sim no Ca2+cit € no Ca2+wt. Isto sugere possiveis mecanismos de adaptagdo das
células com a doenga de Fabry, semelhantes as células de individuos controle. Os
mecanismos patogénicos estudados colaboram com a compreensdo da
fisiopatologia da doenca de Fabry e abrem portas na procura de novos sistemas de

regulacao.
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6. CONCLUSOES

A caracterizagcao dos fibroblastos de paciente com doenga de Fabry mostrou
que eles ndo tém atividade da a-Gal A compativel com os disturbios na via
catabdlica dos glicoesfingolipideos acumulando-se Gb3, que também foi evidenciado
nestas células. Além disso, nosso trabalho demonstrou que existe uma disfungao
lisossbmica em que se veem afetadas pelo menos outras trés hidrolases B-Gli, a-Gli
acida e ldua.

A homeostase lisossémica avaliada pela concentragdo de Ca?* nio se
mostrou alterada em culturas de fibroblastos de paciente com doenca de Fabry, mas
foi encontrada uma mudanca nas concentragdes de Ca?* do citoplasma e no Ca?*
estocado no reticulo endoplasmatico, o que € sinal de alteracbes neste ion que
podem levar a desequilibrios celulares.

O desafio proposto neste estudo nao foi suficiente para desequilibrar os
fibroblastos com doenga de Fabry em cultura, o que indica que frente a um aumento
de nutrientes estas células conservam a estabilidade.

A maquinaria de regulagédo lisossbmica avaliada pela concentragdo de p-
mTOR e sua localizagao junto com TFEB nos fibroblastos de paciente com doenca
de Fabry esta conservada, indicando que a sinalizagao lisossomo-nucleo nestas
células se encontra em equilibrio. O pH citoplasmatico é outro parametro bioquimico
gue nos levou a concluir que os fibroblastos de paciente com doenga de Fabry em

cultura ndo tem um comprometimento importante na homeostase celular.
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