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RESUMO

A doenga de Fabry (DF) é um erro inato do catabolismo de
glicoesfingolipideos de heranga ligada ao cromossomo X decorrente de uma
atividade deficiente da enzima lisossbmica a-galactosidase A. Os pacientes
apresentam como principais achados angioqueratomas na pele e
acroparestesias e geralmente vao a 6bito na idade adulta por faléncia renal e
acidente vascular cerebral. Como consequéncia da deficiéncia enzimatica, os
substratos (principalmente a globotriaosilceramida — Gb3) acumulam-se em
fluidos corporais e lisossomas de diversos tipos celulares do organismo. Desde
2001, a terapia disponivel para a DF é a Terapia de Reposi¢do Enzimatica
(TRE). Antes disso, o tratamento era apenas para os sintomas. Algumas
hipoteses para a fisiopatologia da DF estdo intimamente ligadas a produgéo de
especies reativas e inflamagao, porém até este momento ndo haviam estudos
in vivo sobre esse tema. Entdo, o objetivo deste estudo foi investigar
parametros de estresse oxidativo, citocinas préinflamatérias e Gb3 em
pacientes com DF em tratamento com TRE e, finalmente, estabelecer uma
possivel relacdo entre eles. Analisamos amostras de sangue e urina de
pacientes com DF sob TRE (n=14) e controles saudaveis pareados por idade
(n=14). Os pacientes apresentaram niveis diminuidos de defesas antioxidantes,
medidas através de glutationa (GSH), atividade da glutationa peroxidase (GPx)
e aumento da razdo superéxido dismutase/catase (SOD/CAT) em eritrocitos.
Em relacdo ao dano a biomoléculas (lipideos e proteinas), verificamos nos
pacientes aumento de malondialdeido (MDA) e grupamentos carbonilas
proteicos no plasma e de ditirosina (di-Tyr) na urina. As citocinas
préinflamatoérias IL-6 e TNF-a também mostraram-se aumentadas no plasma
dos pacientes. O Gb3 na urina apresentou correlagdo significativa direta com
0s niveis plasmaticos de IL-6, grupamentos carbonilas e MDA. IL-6 mostrou-se
direta e significativamente correlacionada com di-Tyr e inversamente
correlacionada com a atividade da GPx. Esses dados sugerem que os estados
préinflamatdrio e pro-oxidante ocorrem, estdo correlacionados e parecem ser

induzidos pelo Gb3 em pacientes com DF em tratamento com TRE.
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ABSTRACT

Fabry disease (FD) is an X-linked inborn error of glycosphingolipid
catabolism due to deficient activity of a-galactosidase A. Patients present as
main findings angiokeratomas in skin and acroparesthesias and usually die in
adult age of renal failure and stroke. As a consequence of the enzyme
deficiency, the substrates (mainly globotriaosylceramide - Gb3) accumulate in
body fluids and lysosomes of many cell types of organism. Since 2001, the
available therapy for FD is the Enzyme Replacemente Therapy (ERT). Before
that, treatment was just for the symptoms. Some pathophysiology hypotheses
are intimately linked to reactive species production and inflammation, but until
this moment there were no in vivo studies about it. Hence, the aim of this study
was to investigate oxidative stress parameters, pro-inflammatory cytokines and
Gb3 in patients with FD under treatment with ERT and, finally, to establish a
possible relation between them. We analyzed blood and urine samples of Fabry
patients under ERT (n=14) and healthy age-matched controls (n=14). Patients
presented decreased levels of antioxidant defenses, assessed by glutathione
(GSH), glutathione peroxidase (GPx) activity and increased superoxide
dismutase/catalase (SOD/CAT) ratio in erythrocytes. Concerning to the damage
to biomolecules (lipids and proteins), we verified in patients increase of
malondialdehyde (MDA) and protein carbonyl groups in plasma and of di-
tyrosine (di-Tyr) in urine. The pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a were
also increased in plasma from patients. Urinary Gb3 presented significant direct
correlation with the plasma levels of IL-6, carbonyl groups and MDA. IL-6 was
directly and significantly correlated with di-Tyr and inversely correlated with GPx
activity. This data suggest that a pro-inflammatory and pro-oxidant state occur,
are correlated and seem to be induced by Gb3 in Fabry patients under ERT

treatment.
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l. Introdugao

1. Estresse oxidativo

Conceitualmente, estresse oxidativo € definido como o resultado de um
desequilibrio entre as defesas antioxidantes teciduais e as espécies reativas
presentes, em favor destas, gerando dano as mais variadas biomoléculas e
reacdes em cadeia que prejudicam o funcionamento celular normal. Esse
desbalango pode ocorrer tanto por uma diminuicdo nas defesas antioxidantes
(p. ex. por exposi¢cao a xenobidticos que sdo metabolizados por conjugacao
com glutationa — GSH - ou por alimentagédo pobre em antioxidantes e minerais)
como por um aumento na producdo de espécies reativas (p. ex. em doengas
inflamatdrias cronicas, nas quais os sistemas de producdo de espécies
reativas estdo cronicamente ativados), ou por ambos (Halliwell e Whiteman,
2004; Halliwell e Gutteridge, 2006).

Espécies reativas s&o moléculas com a caracteristica comum de
originarem reagbes em cadeia pela sua reatividade com as moléculas vizinhas.
Tais espécies podem ser radicalares (denominadas radicais livres, p.ex. radical
hidroxila — OH') e n&o-radicalares (p.ex. peroxido de hidrogénio — H,0,). A
maioria das biomoléculas sdo de natureza nio-radicalar, mas quando atacadas
por um radical livre, podem dar inicio a reagcdes em cadeia pela formacao de
um novo radical. As espécies reativas possuem papel fisioloégico importante
(p-ex. oxido nitrico — NO' - na vasodilatagdo e H,O, como sinalizador), porém,
quando seu excesso € potencialmente danoso a biomoléculas como lipideos,

proteinas e DNA (Halliwell, 2006; Stone e Yang, 2006).



A definicdo classica para o termo “antioxidante” é a de “qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentracbes em relagdo a um
substrato oxidavel, significativamente diminui ou previne a sua oxidagao desse
substrato” (Halliwell e Gutteridge, 2006). As defesas antioxidantes que atuam
em sistemas bioldgicos sao classificadas como enzimaticas (p. ex. glutationa
peroxidase — GPx, catase — CAT- e superoxido dismutase - SOD) e nao
enzimaticas, essas ulimas subclassificadas em de origem enddgena (por
exemplo GSH e acido urico) ou exdégena (proveniente da dieta, como algumas
vitaminas e micronutrientes). Tais defesas atuam controlando os niveis de
espécies reativas, de forma a manté-los suficientemente baixos a ponto de
exercerem sua atividade biolégica (p. ex. efeito sinalizador do éxido nitrico -
NO) sem causar muito dano aos tecidos (Halliwell e Gutteridge, 2006; Halliwell,
2006).

O controle dos niveis de espécies reativas pelas defesas antioxidantes se
da através da diminuicdo da formacdo de espécies reativas ou pela sua
remogao (ou sequestro, propriedade conhecida como de scavenger). O
metabolismo energético celular gera anion superéxido (O27) a medida que os
elétrons da cadeia transportadora de elétrons sao passados diretamente ao
oxigénio (O2). Nesse contexto, € fundamental a atividade da enzima
antioxidante SOD, que catalisa a dismutacédo desse radical O;" a H,O, e O, .
Sendo o H,0O,também potencialmente danoso a biomoléculas e de facil difusdo
através de membranas, sdo de grande importéncia as enzimas antioxidantes
com propriedade de peroxidases (CAT e GPx) para manter baixos seus niveis

(Halliwell e Gutteridge, 2006; Halliwell, 2006).



Estudos tém demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo em
diversas patologias, tais como neoplasias (Toyokuni, 1995; Mantovani et al.,
2002; Loépez-Lazaro, 2010), doengas neurodegenerativas (Halliwell, 2006) e
erros inatos do metabolismo (Fontella et al, 2000; Vargas et al., 2004;
Barschak et al., 2008; Mc Guire, Parikh e Diaz, 2009; Sitta et al., 2009; Ribas et

al., 2010; ).

2. Erros Inatos do Metabolismo (EIM)

EIM sdo doengas monogénicas herdadas causadas por mutagdes que
levam a tradugcdo de uma proteina, geralmente uma enzima, com atividade
deficiente ou nula. Essa deficiéncia gera um bloqueio metabdlico com acumulo
dos substratos da enzima deficiente e de repercussao variavel no individuo,
sendo geralmente grave ou letal. A heranga pode ser de trés padroes:
autossOmica recessiva (maioria dos casos), autossémica dominante ou ligada
ao X (Beaudet et al., 2001).

Os EIM podem ser classificados em trés grandes grupos, com base na
sua fisiopatologia: disturbios na sintese ou degradacdo de moléculas
complexas (p.ex. doengas lisossémicas de depdsito e peroxissomais); erros
inatos do metabolismo intermediario (p. ex. EIM de aminoacidos e acidos
organicos) e doengas com deficiéncia de energia (p. ex. defeitos de
gliconeogénse, de oxidagdo de acidos graxos e doencas da cadeia respiratéria

mitocondrial) (Saudubray e Charpentier, 2001).



3. Doengas Lisossdmicas de Depdsito (DLDs)

As DLDs sao cerca de 50 doencas resultantes da atividade deficiente de
hidrolases de macromoléculas soluveis no lumen do lisossoma ou de proteinas
integrais da membrana lisossomal com funcao de transporte. Todas as DLDs
conhecidas ja foram caracterizadas pelo acumulo intralisossomal de substrato
(p.ex. a doencga de Fabry, doenga de Pompe e mucopolissacaridoses - MPS), o
primeiro evento a ocorrer, porém a grande variabilidade de sintomas
observados sugere que outras rotas bioquimicas e celulares sejam ativadas.
Possivelmente, essas rotas variem assim como os metabdlitos acumulados
variam entre as diferentes DLDs (Futerman e van Meer, 2004).

Uma recente publicacao de Vitner e colaboradores acerca das cascatas
fisiopatoldgicas ativadas nas DLDs apontou o estresse oxidativo como possivel
fator envolvido na fisiopatologia da doenga de Fabry, além da autofagia,
alteracao do trafego de lipideos, estresse no reticulo endoplasmatico, resposta
autoimune, alteracdo da homeostase do calcio e inflamacao (Vitner et al.,
2010). Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou o envolvimento do
estresse oxidativo na mucopolissacaridose tipo Il (MPS Il). Nos pacientes MPS
Il, a terapia de reposi¢cao enzimatica parece ter efeito protetor contra o dano
oxidativo a lipideos e proteinas (Fillipon et al., 2011).

Estudos tém demonstrado que os lisossomos sdo bastante vulneraveis
ao estresse oxidativo e apresentam, ao mesmo tempo, condi¢cdes favoraveis a
um estado prooxidante e até mesmo a reagao de Fenton (geragao de radicais
hidroxila, altamente danosos a biomoléculas, pela presenca de ions Fe*" e
peréxido de hidrogénio). Como consequéncia, a ruptura lisossomal gera um

extravasamento do conteudo da organela (grande concentragcdo de ferro de



enzimas hidroliticas) no citoplasma e pode levar a necrose e apoptose (Terman
et al., 2006; Terman e Brunk, 2006; Brunk, Neuzil e Eaton, 2001).

As DLDs podem, assim como os EIM, ser classificadas de diversas
maneiras, sendo que a mais util parece ser a que agrupa de acordo com a
enzima deficiente em vez de agrupar pela natureza do substrato acumulado

(Futerman e van Meer, 2004).

4. Deficiéncia da a-galactosidase A: doenc¢a de Fabry (DF)

A doenga de Fabry (DF) € um erro inato do metabolismo (EIM) de
herancga ligada ao X que ocorre devido a mutagdes no gene GLA que codifica a
enzima a-galatosidase A (a-gal A, EC 3.2.1.22). Trata-se de uma enzima
lisossomal, portanto a DF é classificada como uma Doenca LisossOmica de
Depédsito (DLD). Em pacientes com a forma classica da DF, a a-gal A
apresenta atividade muito baixa e até mesmo indetectavel. Como
consequéncia, os substratos da enzima (glicoesfingolipideos, principalmente a
globotrioaosilceramida — Gb3; Figura 1) acumulam-se nos mais variados
liquidos biolégicos e tecidos (Desnick, lannou e Eng, 2001). Mais de 350
mutagdes no gene GLA ja foram descritas, sendo que a maioria dos pacientes
possui mutacdes de ponto causando substituicbes de um unico aminoacido,
terminacdo prematura da transcricdo ou defeitos no processamento do
transcrito primario (Clarke, 2007; Okumiya et al., 1995).

Pacientes com DF apresentam como achados e sintomas classicos
acroparestesias, opacidade da cornea, perda da audigao, diarréia, intolerancia
a temperaturas extremas e angioqueratomas. Tratando-se de uma doencga de

evolugdo crénica e sem episodios de agudizagdo, a maioria dos pacientes



sdodiagnosticados na idade adulta quando ja apresentam insuficiéncia renal
cronica e necessitam ser submetidos a hemodialise. Complica¢des vasculares
como acidente vascular cerebral precoce também s&do comuns em pacientes
com DF. As heterozigotas apresentam quadro clinico heterogéneo explicado
pelo mecanismo de inativacdo do cromossomo X, podendo ser desde

assintomaticas até desenvolver faléncia renal (Desnick, lannou e Eng, 2001).
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Figura 1. Via metabdlica do catabolismo de glicoesfingolipideos, destacando-se os metabdlitos
acumulados na DF: galactosilceramida, globotriaosilceramida (Gb3) e glicoesfingolipideos do
grupo sanguineo B (Adaptado de Scriver et al., 2001).

Em nivel de Brasil, ndo ha dados epidemiologicos acerca da frequéncia
ou incidéncia a DF. A incidéncia da forma classica da DF foi estimada em
1/40.000 a 1/117.000 homens (Desnick, lannou e Eng, 2001;Meikle et al.,
1999). Entretanto, um estudo mais recente de triagem neonatal na populagao
italiana revelou uma incidéncia de 1 para cada 3.100 homens sendo que
observaram uma propor¢cdo de 1 fendtipo classico para 11 de inicio tardio

(Spada et al., 2006). Por se tratar de uma doenga com sintomas inespecificos e



que envolvem multiplos 6rgaos, estima-se que a DF seja subdiagnosticada
(Rozenfeld, 2009).

O diagnodstico da DF é realizado através da medida da atividade
enzimatica da a-gal A em plasma, fibroblastos, sangue impregnado em papel
filtro ou leucdcitos (sendo este considerado padrao-ouro). Para heterozigotas,
as quais podem apresentar atividade enzimatica em niveis considerados
normais, a analise molecular do gene GLA se faz necessaria (Desnick, lannou

e Eng, 2001; Gal, Hughes e Winchester, 2011).

4.1. Terapia de Reposi¢ao Enzimatica (TRE)

O tratamento para a DF consistia, até o ano de 2001, apenas em
medidas paliativas. A partir daquele ano, tornou-se disponivel a TRE, que
consiste na infusdo venosa de a-gal A recombinante a cada 15 dias. Existem
duas formas comercialmente disponiveis, a agalsidase alfa (Fabrazyme®,
Genzyme Corporation) e agasidase beta (Replagal®, Shire Human Genetic
Therapies). Ambas sdo administradas em quantidade corrigida pela massa
corporal do paciente e as doses recomendadas sao de, respectivamente, 0,2 e
1,0 mg/Kg. Estudos demonstram que, mesmo a origem da enzima e a dose
administrada sendo diferentes, ambas as formula¢des possuem eficacia similar
(Eng et al., 2001).

Entretanto, em 2010 foi publicada uma revisdo pela Cochrane
corporation avaliando os testes clinicos publicados acerca dos nove anos de
TRE. Os autores concluiram que mais estudos devem ser realizados para se
afirmar acerca das consequéncias a longo prazo da TRE sobre a morbidade da

DF. Ainda, a utilizacdo de terapia complementar também deve ser avaliada e



novas terapias como a de reducgédo do substrato e chaperonas farmacoldgicas
sdo citadas como promissoras (EI Dib e Pastores, 2011). Os autores
consideraram, dentro dos critérios de inclusdo por eles estabelecidos, dois
estudos clinicos com agalsidase alfa (Hughes et al., 2008; Moore et al., 2002) e
trés com agalsidase beta (Banikazemi et al., 2007; Bierer et al., 2006; Thurberg
et al., 2004). Pacientes com DF apresentaram diminui¢céo significativa de Gb3
no plasma e tecidos apos o tratamento com agalsidase alfa ou beta. Porém, os
estudos carecem de correlagdes clinicas acerca de pontos importantes como
episodios de dor comumente apresentados pelos pacientes (acroparestesias e
as chamadas “crises de Fabry”), fungcéo renal e morbimortalidade. Além disso,
o tempo maximo de TRE avaliado foi 36 meses, sendo que ndao ha dados na
literatura sobre os efeitos a longo prazo dessa terapia.

Os fatores que podem estar associados a falha terapéutica da TRE ainda
nao sao totalmente conhecidos, porém sao citados o dano tecidual irreversivel
nos orgaos acometidos (Murray et al., 2006) e a produgdo de anticorpos
neutralizadores contra a enzima recombinante. A producdo de anticorpos é
mais prevalente nos pacientes que recebem a infusdo de agalsidase beta 1.0
mg/Kg, possivelmente devido a origem da linhagem celular na qual € produzida
a enzima recombinante — agalsidase beta é produzida em células de ovario de
ratos e a agalsidase alfa em cultura de fibroblastos humanos (Beck 2002;
Pastores e Thadhani, 2001). Além disso, a dose maior (1.0 mg/Kg, contra 0.2
mg/Kg da agalsidase alfa) provavelmente seja mais imunogénica (Vedder et al.,
2008). Vedder e colaboradores também encontraram resultados contraditérios
com o da literatura prévia, uma vez que os titulos de anticorpos n&o tiveram

diminuicao significativa com o uso cronico da TRE (Vedder et al., 2008). Tais



estudos haviam encontrado diminui¢do nos titulos de anticorpos (Eng et al.,

2001; Vilcox et al., 2004).

4.2. Fisiopatologia da DF

Embora a causa primaria da DF seja bem conhecida, os mecanismos
pelos quais o acumulo intralisossomal de substratos nas DLDs leva a disfuncao
celular ainda estdo sendo investigados (Terman et al., 2006; Brunk et al.,
2001.) e a fisiopatologia da DF se encontra ainda pouco elucidada.

Estudos apontam como maior causa de morbidade as alteracbes
microvasculares, que influenciam diretamente na funcdo renal e nas
manifestagdes cerebrovasculares e angioqueratomas (Desnick, lannou e Eng,
2001). Estima-se que a disfungédo endotelial encontrada nesses pacientes seja
relacionada a uma super-regulagdo do sistema renina-angiotensina, com
aumento de citocinas e moléculas de adesdao bem como pelo efeito
proinflamatério da angiotensina Il em leucdcitos e células endoteliais e da
musculatura lisa vascular (Rombach et al.,2010; De Graba et al., 2000; Moore
et al.,2007).

Outras evidéncias também apontam a inflamagdo como componente-
chave no entendimento da DF. Um estudo de Rozenfeld e colaboradores
encontrou disturbios da fungao leucocitaria e numeros anormais de células do
sistema imune (aumento de linfocitos, e diminuicdo de mondcitos e células
dendriticas) em pacientes com DF. Ainda, tais pesquisadores encontraram um
aumento de Gb3 em linfocitos totais e do tipo B nos pacientes (Rozenfeld et al.
2009). O Gb3 presente na membrana plasmatica é denominado CD 77

(Thomaidis, 2009) e parece ter um papel na necrose e apoptose (Mangeney,
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1993). Na apoptose mediada por receptor de linfocito B, o CD 77/Gb3 participa
regulando a atividade de uma proteina tirosina cinase citoplasmatica (Mori et al,
2000).

Especula-se que o acumulo de Gb3 esteja relacionado intimamente com
as alteracdes vasculares também por meio do desencadeamento de processo
inflamatorio intravascular. Um estudo in vifro de Shen e colaboradores
demonstrou que o Gb3 induz um aumento da expressdao de moléculas de
adesdo e producdo de espécies reativas em cultura de células endoteliais de
pacientes com DF. Os autores observaram que além do Gb3, o plasma de
pacientes com DF tratados com TRE também foi capaz de induzir a geragao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) naquelas células (Shen et al., 2008).
Ainda, ja é descrito o envolvimento de espécies reativas em um grande numero
de doencas inflamatdrias cronicas e doencas vasculares como AVC isquémico,
sendo este ultimo uma frequente complicagdo da DF (Halliwell, 1994; Polidori
et al., 1998).

Além do estudo de Shen e colaboradores, ha outras evidéncias na
literatura cientifica de que o estresse oxidativo possa estar envolvido na
fisiopatologia da DF. Um estudo de Moore e colaboradores demonstrou que a
infusdo venosa de ascorbato, um potente antioxidante, diminuiu a
hiperperfusdo cerebral encontrada em pacientes com DF tratados com TRE.
Ainda, encontraram um aumento na atividade da mieloperoxidase sérica nos
pacientes condizente com processo inflamatério (Moore et al., 2004). A
mieloperoxidase € associada a injuria vascular e aumento do risco de

aterosclerose (Zhang et al., 2001). Sua elevagao no soro indica um aumento
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significativo no priming de leucdcitos, sendo este ultimo associado a inflamagéo
e produgao de ERO (Swain, Rohn e Quinn, 2002).

Tendo como base o conhecimento do efeito vasodilatador do oxido
nitrico (NO"), alguns estudos investigaram o metabolismo deste em pacientes
com DF. Foi encontrado um excesso de anion superoxido (O,7) e produtos
derivados do NO;, sugerindo que a vasodilatacdo endotelial fosse mediada
também por outros sinalizadores que ndo o NO* (Moore et al., 2001; Altarescu
et al., 2001). O excesso de O;" pode reagir com NO' formando peroxinitrito
(ONOOQO"), sendo que ambos podem agir como vasodilatadores. Esses achados
sugerem que as espécies reativas podem tanto agir como vasodilatadores
cronicos, como aumentar a vulnerabilidade vascular a aterosclerose (Wei,
Kontos e Beckman, 1996; Moore et al., 2004).

Para determinar o quanto a deficiéncia em a-gal, ou seja, a DF, afetaria a
progressao da aterosclerose, pesquisadores estudaram ratos com deficiéncia
concomitante de a-gal A e apolipoproteina E (apo E). A deficiéncia de a-gal A
acelerou o processo de aterosclerose e causou aumento de nitrotirosina na
placa aterosclerética (Bodary et al., 2005). Um excesso de nitrotirosina nos
vasos ja havia sido relatado em bidpsias de pele de pacientes com DF, sendo
revertido pela TRE (Moore et al., 2001). Esse aumento de nitrotirosina somado
aos outros resultados de Moore, Altarescu e colaboradores sugerem que ha

uma alteragao cronica das vias do oxido nitrico em pacientes com DF.
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Il. Objetivos

1. Objetivo geral

Considerando as evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo,
inflamacdo e acumulo do Gb3 na fisiopatologia da DF e a falta de uma
investigacao que inter-relacione esses trés elementos e avalie o estresse
oxidativo mais profundamente, o objetivo geral deste trabalho foi investigar, em
pacientes tratados com TRE, tais elementos e correlaciona-los, afim de

encontrar uma possivel relagao entre eles.

2. Objetivos especificos

a) Avaliar as defesas antioxidantes enzimaticas (através da medida da
atividade das enzimas CAT, SOD e GPx) e nao-enzimaticas (através da
quantificacdo de GSH) em eritrocitos;

b) Avaliar o dano oxidativo a lipideos (através da quantificagdo de
malondialdeido - MDA - em plasma) e proteinas (através da quantificagdo de
grupamentos carbonilas e sulfidrilas em plasma e de di-Tyr na urina);

¢) Quantificar Gb3 na urina;

d) Quantificar interleucinas proinflamatorias (IL-6 e TNF-a) no plasma;

¢) Correlacionar o Gb3, as interleucinas proinflamatérias e os

parametros de estresse oxidativo.
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lll. RESULTADOS

Capitulo |
Os resultados estao apresentados na forma de artigo cientifico publicado

na revista Biochimica et Biophysica Acta — Metabolic Basis of Disease.
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Fabry disease is an X-linked inborn error of glycosphingolipid catabolism due to deficient activity of a-
galactosidase A that leads to accumulation of the enzyme substrates, mainly globotriaosylceramide (Gb3),
in body fluids and lysosomes of many cell types. Some pathophysiology hypotheses are intimately linked
to reactive species production and inflammation, but until this moment there is no in vivo study about it.
Hence, the aim of this study was to investigate oxidative stress parameters, pro-inflammatory cytokines
and Gb3 levels in Fabry patients under treatment with enzyme replacement therapy (ERT) and finally to es-
tablish a possible relation between them. We analyzed urine and blood samples of patients under ERT
(n=14) and healthy age-matched controls (n = 14). Patients presented decreased levels of antioxidant de-
fenses, assessed by reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPx) activity and increased superox-
ide dismutase/catalase (SOD/CAT) ratio in erythrocytes. Concerning to the damage to biomolecules (lipids
and proteins), we found that plasma levels of malondialdehyde (MDA) and protein carbonyl groups and
di-tyrosine (di-Tyr) in urine were increased in patients. The pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-c
were also increased in patients. Urinary Gb3 levels were positively correlated with the plasma levels of IL-
6, carbonyl groups and MDA. IL-6 levels were directly correlated with di-Tyr and inversely correlated with
GPx activity. This data suggest that pro-inflammatory and pro-oxidant states occur, are correlated and
seem to be induced by Gb3 in Fabry patients.
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1. Introduction

Fabry disease (FD) is an X-linked inborn error of glycosphingolipid
catabolism due to deficient activity of a-galactosidase A (EC 3.2.1.22).
This defect leads to a progressive accumulation of substrates, mainly
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globotriaosylceramide (Gb3), in body fluids and lysosomes of vascular
endothelium and most other tissues. Clinical manifestations include
pain and paresthesias in the extremities, angiokeratomas in skin and
mucous membranes, hypohidrosis and corneal opacity [1]. Since 2001,
enzyme replacement therapy (ERT) is available for FD. The treatment
consists in intravenous infusion of recombinant human «-
galactosidase A, every two weeks. Agalsidase beta and agalsidase alfa
are the two recombinant forms of a-galactosidase A in use for FD [2].
Although it is known that Fabry patients usually die in adult life
from renal, cardiac and/or cerebral complications of the vascular dis-
ease 1], the pathophysiology of the disease is largely unknown. There
is some evidence in the literature demonstrating that oxidative stress
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may be involved in FD pathophysiology. Moore et al. [3] found that
ascorbate, a potent antioxidant, decreases hyperperfusion in Fabry
patients under ERT treatment. In this context, Bodary et al. [4] dem-
onstrated, in apolipoprotein-E (apo-E) deficient mice, that o-
galactosidase A deficiency accelerates atherosclerosis and causes in-
creased nitrotyrosine in the plaque. Moore et al. [5] also found excess
dermal vascular nitrotyrosine in biopsies from Fabry patients. It is al-
ready known that reactive species are involved in a great number of
chronic-inflammatory and vascular diseases [6,7]. Also, some studies
have shown that lysosomes are quite vulnerable to oxidative stress
and the lysosomal compartment is, at the same time, a place with
many favorable conditions to pro-oxidant state and even Fenton reac-
tion [8-10].

An in vitro study from Shen et al. [11] demonstrates that Gb3 in-
creases reactive oxygen species (ROS) generation and adhesion mol-
ecules expression in cultured Fabry endothelial cells. Also, the authors
found that plasma from patients treated with ERT increased ROS gen-
eration in cultured endothelial cells when compared to plasma from
controls.

Considering that oxidative stress is probably involved in Fabry dis-
ease but there are a few studies relating it directly, the aim of this
study was to evaluate and correlate oxidative damage to biomole-
cules, antioxidant defenses, pro-inflammatory cytokines and Gb3
levels in patients with Fabry disease under treatment with ERT.

2. Material and methods
2.1. Subjects

The study was performed in 14 adult patients (11 male hemizy-
gotes and three female heterozygotes) with the classic form of FD
(median age 39.0years; range 19-63) and 14 healthy controls
matched by age and sex (median age 28.5 years; range 22-58). All
patients were receiving ERT treatment (agalsidase alfa — Replagal®
0.2 mg/kg or agalsidase beta — Fabrazyme® 1.0 mg/kg) every two
weeks by intravenous infusion, for about 24.5 months (median;
range 2-77). At the moment of diagnosis, most of the patients pre-
sented the classic symptoms: angiokeratomas, hypohidrosis and
pain in extremities. Diagnosis of male patients was done by detection
of deficient a-galactosidase A activity in plasma and confirmed in leu-
cocytes. For the heterozygotes, diagnosis was confirmed by molecular
analysis of GLA gene. Table 1 shows age, gender, mutation, estimated
glomerular filtration rate by Modification of Diet in Renal Disease

Table 1
Gender, age, mutation, estimated glomerular filtration rate and chronic kidney disease
stage from FD patients.

Gender® Age (years) Mutation” eGFR-MDRD® (mL/min/ CKD stage?

1.73)
1 M 40 133N 79 2
2 M 19 570del16 154 1
3 M 39 L36F 133 1
4 M 34 G328R 15 5
5 M 21 30delG 150 1
6 M 54 30delc 61 2
7 M 39 30delc 25 4
8 M 51 30delc 7 5
9 M 32 30delc 105 1
10 M 23 30delc 177 1
11 M 35 30delc 111 1
12 F 63 30delc 57 3
13 F 53 30delc 72 2
14 F 44 570del16 77 2

2 M=male and F=female.

> GLA mutation.
€ Glomerular filtration rate (GFR) estimated by MDRD equation.
9" Chronic kidney disease (CKD) stage according to the National Kidney Foundation.

equation (eGFR-MDRD) and chronic kidney disease (CKD) stage
data from the patients.

Informed consent was obtained from the participants. The study
was approved by The Ethics Committee of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), RS, Brazil.

2.2. Samples collection and preparation

Occasional urine and heparinized blood samples were obtained
from patients immediately before the session of ERT. Samples were
obtained from controls concomitantly. Urine samples were collected
in sterile flask and mixed before being deposited on 10-10 cm virgin
filter papers (Whatman 903), until saturation. The filter papers were
dried at room temperature (for at least 4-6 h) and stored at 4 °C until
Gb3 determination. The rest of urine collected was 1 mL aliquoted
and frozen at — 80 °C until analysis.

Whole blood was centrifuged at 1000 xg for 10 min and plasma
was removed by aspiration, aliquoted and frozen at — 80 °C until bio-
chemical determinations. Erythrocytes were washed three times with
cold saline solution (0.153 mol/L sodium chloride) and lysates were
prepared by addition of 1 mL of distilled water to 100 uL of washed
erythrocytes and frozen at —80 °C until determination of GSH and
antioxidant enzymes' activities. For these determinations, superna-
tant (after centrifugation at 13,500 xg for 10 min) was diluted in
order to contain approximately 0.5 mg/mL of protein.

2.3. Biochemical determinations

2.3.1. Malondialdehyde (MDA) plasmatic levels

MDA, an end product of lipoperoxidation, was measured by HPLC
following the method described by Esterbauer and Cheeseman [12]
with slight modifications. Six hundred microliters of 28% trichloroa-
cetic acid and 1.4 mL of distilled water were added to a 100 pL aliquot
of plasma. After centrifugation, supernatant was removed and MDA
was separated by HPLC using an amino-phase column with 30 mM
acetonitrile, Tris buffer pH 7.4 (1:9, v/v). The effluent was monitored
at 267 nm, the wavelength of maximum absorption of the enolate
anion form of free MDA. The calibration was done with a standard so-
lution of MDA. Results were expressed as log of mM of MDA.

2.3.2. Urine di-tyrosine (di-Tyr) levels

In order to determine in urine the levels of protein oxidation, the
intensity of fluorescence of di-Tyr was measured according to the
method described by Kirschbaum [13] using a SpectraMax M2e (Mo-
lecular Devices, USA) microplate reader at wavelengths of 315 and
410 nm (excitation and emission, respectively). Results were
expressed as log of fluorescence units per mg urine creatinine (log
FU/mg Cr).

2.3.3. Carbonyl groups determination in plasma

The formation of carbonyl groups, a parameter of oxidative dam-
age to proteins, was measured based on the reaction of these groups
with dinitrophenylhidrazine (DNPH), as previously described by
Levine et al. [14]. The absorption of the product of reaction was mea-
sured in a spectrophotometer at 370 nm. Results were expressed as
nmol carbonyl/mg protein.

2.3.4. Total plasmatic level of sulfhydryl (SH) groups

The plasmatic concentration of SH groups was determined as de-
scribed by Aksenov and Markesbery [15]. The method is based on
the reduction of 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by SH
groups into a yellow derivative (TNB) whose absorption is measured
spectrophotometrically at 412 nm. The SH content is inversely corre-
lated to oxidative damage to proteins. Results were reported as nmol
TNB/mg protein.
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2.3.5. Reduced glutathione (GSH) content in erythrocytes

In order to measure the levels of GSH, the main intracellular anti-
oxidant, lysates of erythrocytes were processed as described by
Browne and Armstrong [16] and the fluorescence measured (\excita-
tion =350 nm, Aemission =420 nm) was compared to a calibration
curve prepared with GSH solutions. Results were expressed as
nmol/mg protein.

2.3.6. Erythrocyte glutathione peroxidase (GPx) activity

Erythrocyte GPx activity was measured by using a commercially
available kit (RANSEL®; Randox Lab). GPx catalyses the oxidation of
glutathione (GSH) to GSSG (oxidized glutathione). In the presence
of glutathione reductase (GR) and NADPH, the oxidized GSSG is con-
verted to the reduced form with a concomitant oxidation of NADPH to
NADP. The decrease in absorbance after 1 and 2 min at 340 nm was
measured and results were expressed in U/mg protein.

2.3.7. Erythrocyte SOD/CAT ratio

Erythrocyte CAT activity was evaluated by observing the rate of
decrease in hydrogen peroxide (H,0,) absorbance in a spectropho-
tometer at 240 nm according to the method described by Aebi [17].
SOD activity was measured using the RANSOD® kit (Randox Lab, An-
trim, United Kingdom). The method is based on the formation of red
formazan from the reaction of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
5-phenyltetrazolium chloride and superoxide radical, which is pro-
duced by the incubation with the xanthine-xanthine oxidase reaction
system. The absorbance of the product is measured spectrophotomet-
rically at 505 nm. One unit of SOD corresponds to a 50% inhibition of
red formazan formation. The specific activity of SOD and CAT were
expressed as U/mg protein. Since both enzymes work in sequence
to reduce the superoxide anion to water, the ratio SOD/CAT was ap-
plied in order to verify the existence of an impairment that could
lead to a pro-oxidant status. Results were expressed as log of SOD/
CAT ratio.

2.3.8. Pro-inflammatory cytokines (IL-6 and TNF-av)

Plasma IL-6 and TNF-« levels were measured by the MILLIPLEX™
MAP Human Cytokine/Chemokine Kit (Millipore Corp., Billerica, Mas-
sachusetts, USA). Results were expressed in pg/mL.

2.3.9. Urinary Gb3 concentration

A 5-cm diameter filter paper disc was punched from each sample
and processed as described by C. Auray-Blais [18] with some modifi-
cations. Cy7:0-Gb3 was used as internal standard (IS) and added to
the samples before injection into the LC-MS/MS (liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry) system. For LC, it was used an Alli-
ance 2695 system with stepwise gradient elution with mobile
phases A (ammonium acetate 2 mM + 0.1% formic acid in water)
and B (ammonium acetate 2 mM + 0.1% formic acid in methanol). A
Discovery® C8, 5um column (577508-U) was used for separation,
at 45 °C and the total analysis run time was 4.5 min. MS/MS was car-
ried out using a Quattro micro tandem quadrupole instrument (Wa-
ters Micromass, Manchester, UK) with electrospray ionization
operated in positive ion mode. The multiple reaction monitoring
mode was used for the measurement of IS and total Gb3 isoforms.
Gb3 levels were expressed as ug/mL and after divided by creatinine
(Cr) levels (mg/mL), finally resulting in pg Gb3/mg Cr. Results were
expressed as log of ug Gb3/mg Cr.

2.3.10. Urinary creatinine (Cr)

Cr was determined by picric acid method — Creatinine K kit of
Labtest® (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brazil). Urinary cre-
atinine reacts with picric acid under alkaline conditions producing
an orange color whose absorbance was determined in a spectropho-
tometer at 492 nm. Results were expressed as mg Cr/mL.

2.3.11. Protein determination

Plasma and erythrocyte protein concentrations were determined,
respectively, by Biuret method — using the commercial kit of Labtest®
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brazil) — and by the method of
Lowry [19].

2.4. Statistical analysis

All results were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). Normal distribution was tested by the Shapiro-Wilk test. Loga-
rithmic (log) transformation was done in data not normally distributed
in order to transform them in parametric. Unpaired Student's t test was
used for all comparisons between the two groups, using the first sample
collected of each patient. Correlations between Gb3 levels and the other
parameters were performed by Pearsons's correlation test.

Differences were considered significant when p<0.05. Analyses
were performed by using the Statistical Package for the Social Sci-
ences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA — SPSS version 19.0) software, and
graphics were constructed in GraphPad Prism (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA — version 5.0) software.
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Fig. 1. Antioxidant defenses [GSH (A), GPx (B) and SOD/CAT ratio (C)] in Fabry patients
under ERT (n=11) and controls (n=12-14). Data represent mean + SEM. *p<0.05,
**p<0.01 (Student's t test for unpaired samples) compared to the control group.
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3. Results
3.1. Antioxidant defenses

The concentration of erythrocyte GSH, the main non-enzymatic
antioxidant in cells, was significantly reduced in patients when com-
pared to the control group (Fig. 1A) [t(12.376)=3.240, p<0.01.
Erythrocyte GPx activity (Fig. 1B) was also reduced in patients [t
(23)=3.717, p<0.01] and directly correlated with GSH content
(r=0.290, p<0.05). Moreover, SOD/CAT ratio was increased in pa-
tients [t(12.191)=1.800, p<0.05], indicating a pro-oxidant status
(Fig. 1C) since the product of the reaction catalyzed by SOD, hydrogen
peroxide (H0;), cannot be reduced to water in the same velocity by
CAT and then becomes available to oxidize biomolecules.

3.2. Oxidative damage to biomolecules

To determine the oxidative damage to lipids and proteins we mea-
sured MDA and carbonyl groups in plasma and di-Tyr levels in urine.
Results showed that Fabry patients under treatment with ERT have
increased levels of oxidative damage to lipids (MDA plasma levels,
Fig. 2A) [t(11.403)=5.069, p<0.01] and proteins (di-Tyr in urine,
Fig. 2B; carbonyl groups plasma levels, Fig. 2C) [t(13.987) =2.160,
p<0.05; t(25)=3.986, p<0.01, respectively] when compared to con-
trols. No statistical difference was found in plasma sulfhydryl groups
(Fig. 2D) [t(22) =0.155, p>0.05] between patients and controls.

3.3. Pro-inflammatory cytokines
Pro-inflammatory cytokines assayed in this study, TNF-a (Fig. 3A)

and IL-6 (Fig. 3B) were increased in Fabry patients when compared to
controls [t(21) =3.600, p<0.01; t(16) =3.000, p<0.01, respectively].
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3.4. Gb3 levels

To determine Gb3 levels we measured urinary Gb3 concentration.
Results showed that Fabry patients receiving ERT presented significant
higher levels of urinary Gb3 when compared to controls [t(19) =8.138,
p<0.01] (Fig. 4).

3.5. Correlations between oxidative stress, pro-inflammatory cytokines
and Gb3 levels

Gb3 levels were positively correlated with the plasma levels of IL-
6, MDA and carbonyl (Fig. 5A, B and C; r=0.971, p<0.01; r=0.622,
p<0.05; r=0.745, p<0.05, respectively). No significant correlations
were found between Gb3 levels and the other parameters. IL-6 levels
were directly correlated with urinary levels of di-Tyr (Fig. 6A;
r=0.642, p<0.05) and inversely correlated with erythrocyte GPx ac-
tivity (Fig. 6B; r=—0.653, p<0.05).

4. Discussion

Lysosome storage disorders (LSDs) are well known monogenic
disorders caused by mutations that lead to an impairment of the ac-
tivity of lysosome enzymes and consequently, a progressive accumu-
lation of substrates. Although the primary cause of LSDs is
established, the mechanisms of how the intra-lysosomal accumula-
tion leads to cell and tissue dysfunction remain not completely clear
(including in Fabry disease) [8,10,20,21].

Vitner et al. published in 2010 a minireview focusing on the path-
ogenic cascades activated in LSDs [22]. These cascades include autop-
hagy, altered lipid trafficking, endoplasmic reticulum (ER) stress,
autoimmune response, altered calcium homeostasis, inflammation
and oxidative stress. Lysosomes are quite vulnerable to oxidative
stress as a natural consequence of the physiological conditions under-
lying the organelle [8-10]. Probably, the accumulation of substrates
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Fig. 2. Oxidative damage to lipids [MDA (A)] and proteins [di-Tyr (B), carbonyl groups (C), sulfhydryl groups (D)] in Fabry patients under ERT (n=12-14) and controls (n=6-13).
Data represent mean 4 SEM. *p<0.05, **p<0.01 (Student's t test for unpaired samples) compared to the control group.
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Fig. 3. Pro-inflammatory cytokines [TNF-a (A) and IL-6 (B)] in Fabry patients under ERT (n=9-12) and controls (n =9-12). Data represent mean 4- SEM. **p<0.01 (Student's t test

for unpaired samples) compared to the control group.

(as Gb3 in Fabry disease) exacerbates the pathologic process as
shown by Shen et al. [11]. The researchers found, by an in vitro
study in cultured cells, an increase of ROS and adhesion molecules
in response to Gb3.

Many studies have shown the involvement of oxidative stress in
the pathophysiology of more than a hundred of human diseases
[23], including cancer [24-27], inflammatory processes [23] and in-
born errors of metabolism (IEM) [28-33]. Recent studies of our
group showed evidences that oxidative stress may be involved in
the pathophysiology of mucopolysaccharidosis type I (MPS II) and
ERT seemed to protect against lipid and protein oxidative damage in
patients [32,33].

The aim of this study was to investigate oxidative stress parame-
ters, pro-inflammatory cytokines and Gb3 levels in Fabry patients
treated with ERT, in order to establish a possible relationship between
them.

We found decreased levels of antioxidant defenses (erythrocyte
GSH content and GPx activity) in FD patients when compared to con-
trols. The low GSH content implies low GPx activity and may lead to
higher susceptibility to oxidative damage. GSH is the most important
non-enzymatic antioxidant, being preferentially oxidized by reactive
species and then preserving more important biomolecules [34]. This
deficient scavenger content of GSH, added to the increased SOD/CAT
ratio verified in this study indicates that probably hydrogen peroxide
(H203) is more available to oxidize biological molecules in Fabry pa-
tients. Furthermore, the low GPx activity confirms this hypothesis of
H,0, excess, since it is also the substrate of GPx. In the presence of
Fe? ™, H,0, yields the highly toxic hydroxyl radical (OH™), by the
called Fenton reaction. This radical attacks all types of biomolecules
around it, being extremely dangerous to the cell [34]. Hence, the
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Fig. 4. Gb3 urinary levels in Fabry patients under ERT and controls. Data represent
mean 4 SEM. **p<0.01 (Student's ¢ test for unpaired samples) compared to the control
group.

low GSH content and GPx activity and high SOD/CAT ratio presented
by Fabry patients probably contribute to the oxidative stress process.

In relation to oxidative damage to biomolecules, we found in-
creased levels of MDA and carbonyl in plasma of Fabry patients
when compared to controls. These data suggest that patients present
lipid peroxidation and protein damage in significant higher levels.
The continued oxidation and fragmentation of fatty acid side chains
can produce aldehydes as MDA (formed from peroxidation of linole-
nic, arachidonic, or docosahexaenoic acids), that may lead to rupture
of lysosomal (and other organelles) membrane and bind avidly to
membrane proteins, inactivating enzymes and receptors and even at-
tack DNA, forming mutagenic lesions [34,35]. Thus, the increased
levels of MDA that we observed in Fabry patients must be a result
of the lysosome destabilization and also may be acting in the mainte-
nance of chain reactions with other molecules. Also, it is important to
emphasize that the positive correlation between Gb3 and MDA levels
that was found in this study suggest that Gb3 induces lipid peroxida-
tion in FD. Moreover, it was verified a significant increase in MDA
levels in Fabry patients at diagnosis moment and under ERT when
compared to control group (data not shown). It allows us to suggest
that the observed effect is due to the disease and could explain, at
least in part, the pathophysiology of FD.

In this study, we verified a significant increase in plasma carbonyl
groups as well as in urinary di-Tyr levels in Fabry patients. The alter-
ation of proteins by formation of carbonyl groups can be recognized
as “non-self” by the immune system and lead to autoimmune re-
sponse [23]. Some studies have shown that possibly the FD has an au-
toimmune component in its pathophysiology [36-39]. The positive
correlation found in this study between Gb3 and carbonyl levels sug-
gests that Gh3 may be acting also as an inductor of protein damage in
Fabry patients. We found no statistical difference between patients
and controls in what concern to sulfhydryl groups. Although the
amino acids containing this sulfur groups (cysteine and methionine)
are readily oxidized, literature suggest that this parameter may give
misleading data on the extent of oxidation in the case of chronic oxi-
dant stress [40]. In this case, the repair mechanism may compete ef-
fectively and differences are not evident, as occurred in this study.
On the other hand, the high carbonyl groups levels found in this
study are indicative of severe damage to proteins since heavily carbo-
nylated proteins tend to form high-molecular-weight aggregates that
are resistant to degradation by the proteasomal system [41]. More-
over, it is important to emphasize that it was verified no significant
correlation between proteinuria — as well as other renal function pa-
rameters (urea, creatinine and eGFR-MDRD) — and the oxidative
stress parameters in these patients.

Flow cytometry studies revealed abnormalities in the number of
immune cell in Fabry patients [42]. Also, there are evidences that vas-
cular endothelium and leukocytes are under inflammatory activation
in FD [11,43]. Our findings concerning to the inflammatory cytokines
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Fig. 5. Correlations between Gb3 and IL-6 (A), MDA (B) and carbonyl groups (C) in
Fabry patients under ERT.

IL-6 and TNF-q, both significantly increased in Fabry patients, provide
evidence that the pro-inflammatory state occurs in these patients. Be-
sides, IL-6 was positively correlated with di-Tyr, which indicates oxi-
dative damage to proteins, as well as with Gb3 and negatively
correlated with GPx activity. These findings may suggest that the in-
flammatory process is associated to protein damage and may be in-
duced by Gb3 in Fabry patients.

The present study confirms the in vitro results from Shen etal.[11]in
what concern to Gb3 and oxidative stress induction and provides new
data to understand the pathophysiology of Fabry disease. Fabry patients
presented high lipid and protein oxidative damage, decreased
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Resultados suplementares

Os resultados apresentados no Capitulo 1 foram encontrados em
pacientes tratados com TRE em comparagdo com individuos saudaveis (grupo
controle). Em fungao da importancia de se investigar pacientes antes de iniciar
o tratamento (momento diagndstico), quantificamos MDA nas amostras que
tinhamos disponiveis de pacientes no momento do diagndstico e comparamos
com pacientes em TRE e controles. Os resultados estatisticos comparando os
trés grupos estdo dispostos abaixo (Figura 2). Pode-se observar que nao
houve diferenca estatistica entre os pacientes no momento do diagndstico e
durante a TRE quanto ao MDA e que ambos os grupos possuem MDA

aumentado em relacdo aos controles.
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Figura 2. Conteudo de MDA em pacientes com DF (no momento do diagnédstico e em TRE) e
controles. Resultados expressos em média +- S.E.M (Controles: n=6; Diagnosticos: 4; TRE:
11). *p<0,05, comparado aos controles (ANOVA de uma via seguido de Duncan).
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IV. Discussao

Apesar de a causa primaria das DLDs (mutagbes monogénicas que
levam a sintese de uma enzima com atividade deficiente ou nula) serem bem
conhecidas e o acumulo do substrato ser identificado nos mais variados tipos
celulares, a sua fisiopatologia ainda ndo esta completamente descrita. No que
diz respeito a DF, uma DLD com acumulo de glicoesfingolipideos
(majoritariamente o Gb3), alguns fatores tém sido propostos como participantes
no mecanismo fisiopatoldgico, entre eles o estresse oxidativo e a inflamagao
(Futerman e van Meer, 2004; Rozenfeld et al. 2009; Shen et al., 2008).

Embora o estresse oxidativo venha sendo proposto desde 2001 (Moore
et al., 2001) como possivel fator envolvido na fisiopatologia da DF e
considerado recentemente numa revisao sobre as vias fisiopatolégicas ativadas
nas DLDs (Vitner, Platt e Futerman, 2010), poucos foram os trabalhos na
literatura que avaliaram estresse oxidativo em pacientes com DF. O primeiro
artigo cientifico observou uma diminui¢do da hiperperfusédo regional cerebral e
de nitrotirosina nos vasos de bidpsias de pele de pacientes com DF tratados
com TRE versus placebo. Tal observagdo sugeriu um envolvimento de
espécies reativas de nitrogénio na DF (Moore et al., 2001). O segundo trabalho
observou uma diminuicdo da hiperperfusdo cerebral em pacientes com DF
tratados com TRE apds a infusdo de ascorbato e sugeriu que tal efeito fosse
pelas sabidas propriedades antioxidantes dessa vitamina (Moore et al., 2004).
Um outro estudo, em modelo animal de aterosclerose, observou que
camundongos com deficiéncia de a-Gal A desenvolveram aterosclerose mais

rapidamente e apresentaram aumento de Gb3, nitrotirosina e INOS (oxido
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nitrico sintase induzivel) nas placas ateroscleréticas de vasos cerebrais
(Bodary et al., 2005). O ultimo trabalho cientifico publicado antes deste trabalho
havia sido o estudo in vitro em células endoteliais cultivadas de pacientes com
DF, que verificou que o Gb3 extracelular induziu a formacdo de ERO e a
expressao de moléculas de adesdo e que as mesmas células, quando
incubadas com plasma de pacientes com DF tratados com TRE também
produziam mais EROs.

Portanto, até o desenvolvimento do presente trabalho, haviam sugestdes
de um possivel envolvimento de estresse oxidativo na fisiopatologia da DF,
porém nenhum trabalho havia avaliado o estresse oxidativo em termos de
defesas antioxidantes e dano oxidativo a biomoléculas em pacientes com DF.
Também, n&o haviam estudos in vivo correlacionando Gb3, inflamacédo e
estresse oxidativo.

Neste trabalho, observamos que pacientes com DF tratados com TRE
possuem diminuicdo de defesas antioxidantes tanto n&o-enzimaticas quanto
enzimaticas. O conteudo de glutationa (GSH), a mais importante defesa nao-
enzimatica, mostrou-se diminuido nos pacientes em relagdo aos controles. A
GSH age contra espécies reativas a medida que as sequestra, oxidando-se, e
protegendo biomoléculas importantes (Halliwell, 2006). Dessa maneira, lipideos
e proteinas podem estar mais vulneraveis ao ataque de espécies reativas
nesses pacientes - o que foi confirmado pelos experimentos de avaliagdo de
dano. A atividade da GPx também estava diminuida nos pacientes, o que pode
ser explicado pelos baixos niveis de GSH encontrados (pois a GSH é
necessaria para a atividade da GPx). Também avaliamos a atividade das

enzimas antioxidantes SOD e CAT expressando o resultado através da razéo
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entre elas (razdo SOD/CAT) e observamos nos pacientes uma maior razao
SOD/CAT que nos controles. Como o produto da SOD, o H,O,, é o substrato
da CAT, uma razdo aumentada indica que o mesmo esta mais disponivel na
célula para causar dano a biomoléculas (Halliwell, 2006). Ainda, a baixa
atividade da GPx corrobora com essa hipotese, pois assim como a CAT, a GPx
também possui atividade peroxidativa, ou seja, de remogao do H,O..

O Hy0,, uma ERO, é considerado um oxidante fraco. Porém, sua
lipossolubilidade permite que se difunda pelas membranas celulares e, ao
encontrar fons como Fe?*/Cu?*, forme o radical hidroxila (OH') - pela conhecida
Reacao de Fenton quando ion for Fe?*. Tal radical é altamente danoso a todas
as classes de biomoléculas, formando rapidamente perodxidos lipidicos e
radicais organicos (Halliwell, 2009). Além disso, o H,O, tem sido descrito
como um importante sinalizador e esta envolvido em processos de proliferacao,
senescéncia e morte celular (Stone e Yang, 2006).

Neste trabalho, avaliamos também o dano oxidativo a biomoléculas. Os
pacientes com DF estudados apresentaram aumento significativo de MDA e de
grupamentos carbonilas no plasma quando comparados aos controles. Tais
resultados sugerem que os pacientes apresentam dano a lipideos e proteinas
em niveis significativamente superiores. A continua oxidagdo e fragmentagéo
de acidos graxos dos lipideos de membrana formam aldeidos como o MDA
(formado pela oxidagdo dos acidos linolénico, araquidonico ou
docosahexaenoico) que podem romper as membranas de organelas e se ligar
fortemente a proteinas, inativando enzimas e receptores e até mesmo atacar o
DNA, originando lesbées mutagénicas (Esterbauer, Schaur e Zollner, 1991;

Halliwell, 2006). Ainda, verificamos uma correlagdo direta entre MDA e Gb3 nos
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pacientes, o que nos leva a sugerir que o aumento de MDA pode estar
relacionado com a desestabilizagcao lisossébmica encontrada nas DLDs em
funcdo do acumulo de substratos na organela. Ainda, o Gb3 pode estar
induzindo o dano a lipideos nesses pacientes. Como consequéncia, 0
extravazamento do conteudo lisossomal (de pH acido e rico em metais) no
citosol pode atrapalhar o metabolismo celular e até mesmo levar a apoptose
(Brunk, Neuzil e Eaton, 2001).

O aumento de grupamentos carbonilas no plasma e de di-Tyr na urina
observados nos pacientes com DF estudados em relagdo aos controles
sugerem dano oxidativo a proteinas. Tal dano pode ser prejudicial in vivo por
efeitos diretos (alteracdo ou perda de fungdo de enzimas ou transportadores)
ou por contribuir indiretamente no dano a outras biomoléculas (p. ex. dano a
enzimas de reparo pode perpetuar o dano ao DNA). Ainda, a alteragao direta
da estrutura protéica por oxidagdo pode desencadear resposta autoimune, a
medida que as proteinas modificadas sdo reconhecidas como n&o-proprias
pelo sistema imune (Halliwell e Whiteman, 2004).

Estudos tem evidenciado um possivel componente autoimune na DF,
uma vez que é alta a incidéncia de autoanticorpos em pacientes com DF e ha
relatos de coexisténcia da DF e doencas autoimunes como lupus eritematoso
sistémico - LES, artrite reumatdide e nefropatia de IgA (Martinez, Aggio e
Rozenfeld, 2007; Rahman et al., 1998; Whybra et al., 2006). O estudo de
Martinez e colaboradores detectou a presenga de anticorpos anti-antigenos
nucleares extraiveis (anti-ENA) em 21% dos pacientes com DF estudados e de
pelo menos um dos autoanticorpos investigados (contra DNA, anticoagulante

lupico, cardiolipina e fosfatidil serina) em 57% dos pacientes (Martinez, Aggio e
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Rozenfeld, 2007). Anticorpos anti-ENA sao achados caracteristicos de doenca
reumatica e preditores no diagnostico de LES (Sanchez-Guerreto et al., 1996).
Ainda, cabe salientar que aproximadamente 39% dos casos de DF séo
primariamente diagnosticados como doengas reumaticas (Mehta et al., 2004).
Acredita-se que o0s glicoesfingolipideos acumulados na DF estimulem
cronicamente o sistema imune, porém devem ser correlacionados clinicamente
para determinar um possivel componente autoimune na fisiopatologia da DF, ja
que o mecanismo pelo qual ocorre essa ativacao do sistema imune ainda nao
esta descrito (Martinez, Aggio e Rozenfeld, 2007).

Os achados deste trabalho em relacdo ao dano a proteinas, partindo-se
do pressuposto que tal dano pode gerar reconhecimento autoimune, fornecem
evidéncias para investigagbes futuras mais aprofundadas sobre essa inter-
relacdo e, possivelmente, para estudos com antioxidantes como moduladores
da resposta imune. Cabe salientar que este trabalho € o primeiro estudo em
pacientes com DF ja publicado que avalia dano a lipideos e proteinas no
plasma.

O ataque de radicais livres a proteinas pode originar radicais de
aminoacidos, que podem reagir com O, formando radicais peroxil e gerar mais
radicais livres e peroxidos protéicos em reacdo em cadeia potencializada por
metais de transigdo (Headlam e Davies, 2003). Os grupamentos carbonilas,
parametro mais utilizado para avaliar dano a proteinas, podem ter origem pela
oxidagdo direta dos aminoacidos por espécies reativas, pela ligagdo de
aldeidos como o MDA e até mesmo por glicagdo de proteinas, ndo sendo,
portanto uma medida do dano necessariamente oxidativo (Halliwell e

Whiteman, 2004).
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Todavia, neste trabalho, também medimos outro parametro de dano a
proteinas, a di-Tyr, e encontramos aumento significativo em pacientes. A di-Tyr
€ um produto estavel da oxidagdo dos residuos de Tyr das mais diversas
proteinas e reflete, portanto, o dano de origem oxidativa (Halliwel e Whiteman,
2004). A correlacao direta encontrada entre carbonilas e Gb3 sugere que esse
metabdlito acumulado esteja induzindo o dano a proteinas encontrado nos
pacientes. Ainda, o aumento de carbonilas reflete dano oxidativo severo a
proteinas, uma vez que proteinas carboniladas podem formar agregados
intracelulares de alto peso molecular resistentes a degradagado pelo sistema
proteassoma (Dalle-Donne et al., 2006).

Neste trabalho, ndo encontramos diferenca estatistica entre os grupos
quanto aos grupamentos sulfidrilas. Isso ja esta relatado na literatura nos casos
de estresse oxidativo cronico. Mesmo que os aminoacidos contendo os
grupamentos sulfidrilas (cisteina e metionina) sejam rapidamente oxidados,
nesses casos de cronicidade os mecanismos de reparo podem agir
eficientemente e a medida de grupamentos sulfidrilas ndo ser um parametro
fidedigno, de modo que ndo se observa diferenga entre os grupos mesmo
havendo dano (Davies et al., 1999).

Considerando que a perda da funcao renal e proteinuria sdo achados
comuns em pacientes com DF, testamos a correlacdo entre todos os
parametros de estresse oxidativo e os de fungdo renal (proteinuria, uréia,
creatinina e taxa de filtracdo glomerular estimada) e nenhuma correlagéo
significativa foi encontrada. Dessa maneira, podemos concluir que as
alteragcdes encontradas n&o sofrem influéncia do comprometimento renal

apresentado pelos pacientes.
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Estudos anteriores mostraram evidéncias de um componente
inflamatorio na DF. Através de citometria de fluxo, pesquisadores encontraram
anormalidades no numero de células do sistema imune em pacientes com DF
bem como em moléculas de superficie e tais pesquisadores foram os primeiros
a relatar o acumulo de Gb3 em linfécitos (Rozenfeld et al., 2009). Ainda, o
endotélio vascular e leucocitos parecem estar sob ativagao inflamatéria na DF
(Shen et. al, 2008; DeGraba et al., 2000).

Nossos achados acerca das interleucinas proinflamatérias IL-6 e TNF-q,
ambas aumentadas nos pacientes com DF por nés estudados, também
mostram evidéncias de um estado proinflamatério nesses pacientes. Além
disso, as correlagdes diretas da IL-6 com di-Tyr e Gb3, bem como a correlagéo
inversa da IL-6 com GPx indicam que o processo inflamatério esta associado
ao estresse oxidativo e pode estar sendo induzido por Gb3 nesses pacientes.
Cabe salientar que estresse oxidativo e inflamagdo sdo processos ja
sabidamente associados em diversas patologias (Halliwell, 1994 e 2009).

Neste trabalho encontramos que pacientes com DF possuem diminuicéo
de defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas, niveis aumentados de
dano oxidativo a lipideos e proteinas, bem como de citocinas proinflamatdrias.
Os resultados de estresse oxidativo confirmam os achados in vitro de Shen e
colaboradores, que haviam observado aumento na formacdo de espécies
reativas (medido por oxidagcdo de sonda DCF) induzido por Gb3 extracelular
(Shen et al., 2008). Além de demonstrar a ocorréncia de estresse oxidativo in
vivo, ainda investigamos o perfil de antioxidantes e de dano a lipideos e

proteinas bem como biomarcadores de processo inflamatoério, o que confere
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novos dados para a constru¢do do conhecimento acerca da fisiopatologia da
DF.

A maior inovagao deste trabalho foi a presenca de correlagbes entre
parametros de estresse oxidativo, citocinas proinflamatérias e Gb3. Contudo,
somente pacientes em tratamento com TRE foram incluidos nesse estudo.
Desta maneira, os resultados necessitam ser interpretados com cuidado. A
falta de um grupo de pacientes sem o tratamento com TRE, entretanto, ndo
invalida os resultados encontrados neste estudo uma vez que quanto ao MDA,
(parametro de dano a lipideos que teve correlagao direta com Gb3) pacientes
no momento do diagndstico possuiam niveis elevados estatisticamente iguais
aos dos pacientes durante o tratamento com TRE. Mesmo nao tendo como
comparar, quanto aos demais parametros, pacientes tratados e no momento do
diagndstico, as alteragdes encontradas corroboram com a conclusao da reviséo
sobre TRE publicada em 2010, a qual enfatiza a necessidade de novos estudos
propondo novas abordagens terapéuticas complementares a TRE (El Dib e
Pastores, 2010).

Em suma, nossos resultados indicam que os estados préinflamatério e
pré-oxidante ocorrem, estdo correlacionados e parecem ser induzidos por Gb3
em pacientes com DF. Possivelmente, esses achados contribuirdo para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas em prol do aumento da
qualidade de vida dos pacientes com DF. Pesquisas e estudos clinicos futuros
sS40 necessarios para revelar o quao segura e efetiva seria a suplementagéo

com antioxidantes em combinagdo com a TRE nos pacientes com DF.
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V. CONCLUSOES

Os pacientes com DF submetidos a TRE apresentam:

1. diminuicdo de defesas antioxidantes enzimaticas (GPx e razao
SOD/CAT) e nédo-enzimaticas (GSH);

2. aumento de dano a lipideos (MDA) e proteinas (carbonilas e di-Tyr);

3. aumento de Gb3 na urina;

4. aumento das citocinas proinflamatérias IL-6 e TNF-q;

5. correlacdo significativa positiva de Gb3 com inflamagéao (IL-6) e dano
a lipideos (MDA) e proteinas (carbonilas);

6. correlagao significativa positiva de IL-6 com dano a proteinas (di-Tyr) ;

7. correlacao significativa negativa de IL-6 com defesa antioxidante
enzimatica (GPXx).

Dessa maneira, conclui-se que os estados proinflamatério e proé-oxidante
ocorrem, estao correlacionados e parecem ser induzidos por Gb3 em pacientes
com DF submetidos a TRE.
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VI. PERSPECTIVAS

Pretendemos dar continuidade a este trabalho estudando pacientes com
DF antes de iniciar o tratamento com TRE (no momento do diagndstico) e ao
longo dos primeiros meses de terapia. Para tanto, repetiremos a metodologia
deste trabalho nesse novo grupo de pacientes e faremos varias outras analises
adicionais. Dentre essas, dosaremos um novo biomarcador para a DF: o liso-
Gb3, que é detectado somente em pacientes com DF (n&do em controles), bem
como parametros inflamatorios e de funcéo renal. Faremos também um teste in
vitro com antioxidantes, para verificar o efeito da suplementagcdo com
antioxidantes em conjunto com a TRE.

Dessa maneira, as perspectivas sio:

a) Avaliar as defesas antioxidantes enzimaticas (através da medida da

atividade das enzimas CAT, SOD e GPx) e ndo-enzimaticas (através da

quantificacdo de GSH) em eritrocitos;

b) Avaliar as defesas antioxidantes ndo enzimaticas (Status Antioxidante

Total — TAS — e Reatividade Antioxidante Total — TAR) no plasma e na

urina;

¢) Avaliar o dano oxidativo a lipideos (através da quantificacdo de MDA

em plasma e de isoprostanos e hidroperdxidos na urina) e proteinas

(através da quantificagdo de grupamentos carbonilas e sulfidrilas em

plasma e de di-Tyr na urina);

d) Avaliar o dano ao DNA e realizar um teste in vitro com antioxidantes;

¢) Quantificar a formacédo de NO (através da quantificagdo de nitrato e

nitrito no plasma);

f) Quantificar Gb3 e liso-Gb3 no plasma e na urina;
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g) Quantificar biomarcadores inflamatérios (IL-6, TNF-a, proteina C
reativa e a-1 glicoproteina acida) no plasma;

h) Avaliar parametros de fungado renal (taxa de filtragcdo glomerular e

proteinuria);

i) Correlacionar todos os parametros entre si.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Investigagdo de estresse oxidativo em pacientes com
Doencga de Fabry: o efeito da terapéutica

Pacientes com Doenga de Fabry

O presente projeto de pesquisa tem por objetivo investigar parametros de
estresse oxidativo (efeitos da agao dos radicais livres, como através de radiagao solar,
e de substancias antioxidantes como vitaminas) em pacientes com Doenga de Fabry e
correlaciona-los com a quantidade de Gb3 (metabdlito acumulado nesses pacientes),
marcadores inflamatdrios e funcéo renal. Também sera avaliado o efeito da terapia de
reposicdo enzimatica (TRE), tratamento preconizado para esses pacientes, sobre
esses parametros investigados.

Os dados necessarios para a realizagdo do projeto serdo obtidos através de
entrevistas realizadas com os pacientes e/ou responsaveis, das consultas médicas e
da medida dos parametros em sangue e urina. Estes dados serdo coletados nos dias
de consultas rotineiras dos pacientes, ndo sendo necessario o comparecimento dos
pacientes em consultas extras.

As coletas repetidas serao realizadas no Hospital Dia do HCPA, imediatamente
antes da infusdo enzimdtica. Os riscos e desconfortos causados pela coleta de
material biolégico para o estudo sdo semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue
e urina para exames laboratoriais de rotina. O material coletado sera utilizado Unica e
exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das
informacdes obtidas e que o individuo tera acesso as mesmas.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo estdo a disposicdo para o
esclarecimento de qualquer duvida durante todo o andamento da pesquisa. Telefone
para contato: 3359.8011 (Pesquisadores Responsaveis: Profa. Dra. Carmen Regla
Vargas e a mestranda Giovana Brondani Biancini).

Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado sobre o
projeto de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de nao participar do

estudo e tive minhas dlvidas esclarecidas.

Data:
Nome:
Nome do responsavel legal:

Assinatura:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Investigagao de estresse oxidativo em pacientes com
Doenca de Fabry: o efeito da terapéutica

Individuos controles

Vimos através deste convidar vocé a participar do trabalho cujo objetivo é
avaliar a acdo de radicais livres (por exemplo, radiacdo solar) e substancias
antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes portadores de doencas
metabdlicas herdadas geneticamente, as quais causam danos graves a satde.
Também pretendemos avaliar o efeito do tratamento utilizado rotineiramente nestas
doencas sobre a agdo destas substancias antioxidantes e dos radicais livres. Vocé
estd sendo convidado a participar deste estudo como controle, ou seja, por ndo ser
portador de doencas metabdlicas.

Para participar vocé fard exames de sangue e de urina, as quais serdo
coletadas juntamente com as que serdo utilizadas para os testes de
acompanhamento, solicitados rotineiramente pelo seu médico. Os riscos e
desconfortos causados pela coleta de material biolégico para o estudo sdo
semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue e urina para exames laboratoriais de
rotina. Os dados advindos com a sua doacdo sdo de importancia cientifica relevante
para o estabelecimento de novos tratamentos para estas doengas, bem como para o
melhor entendimento destas patologias. O material coletado serd Unica e
exclusivamente utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo reservado ao doador
acesso as mesmas.

As informagbes individuais levantadas pela pesquisa sdo confidenciais. Os
resultados obtidos serdo agrupados e expressos através de resultados numéricos,
sem qualquer referéncia a elementos que possam identificar as pessoas que

participaram do estudo.
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Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais serdao
cobertas por verbas do proprio Projeto de Pesquisa, completamente gratuitas para
vocé.

Caso vocé queira se retirar em definitivo da pesquisa, tera total liberdade para
fazé-lo, sem que isso prejudique futuros atendimentos no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. O seu material (sangue e urina) coletado sera destruido e os seus dados
excluidos do nosso banco de dados.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo estdo a disposicdo para o
esclarecimento de qualquer ddvida durante todo o andamento da pesquisa. Telefones
de contato: 3359.8011 (Pesquisadores Responsaveis: Profa. Dra. Carmen Regla
Vargas e mestranda Giovana Brondani Biancini).

Pelo presente consentimento, declaro que fui devidamente informado sobre o
projeto de pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de nao participar do

estudo e tive minhas dividas esclarecidas.

Data:
Nome:
Nome do responsavel legal:

Assinatura:
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