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Resumo

Introdugao: A doenga de Fabry (DF) é
um distarbio causado por mutagdes no
gene que codifica a enzima lisossomica
a-galactosidase A (o-GAL). A redugio da
atividade de a-GAL leva ao acimulo pro-
gressivo de globotriaosilceramida (Gb3),
também conhecida como CD77. O recente
relato de aumento da expressio de CD77
em células sanguineas de pacientes com DF
indicou que essa molécula pode ser utili-
zada como um potencial marcador para o
monitoramento da terapia de reposi¢io en-
zimatica (TRE). Objetivo: O objetivo des-
te estudo foi avaliar os niveis de CD77 ao
longo da TRE em pacientes com DF (muta-
¢do V269M). Métodos: Foram avaliadas as
flutuagbes na expressio de CD77 nas mem-
branas das CMSP (células mononucleares
do sangue periférico) em pacientes com DF
submetidos a TRE e correlacionados com
aqueles observados em diferentes tipos de
células. Resultados: Uma maior expressio
de CD77 foi encontrada em fagdcitos de pa-
cientes em comparagao aos controles no ini-
cio do estudo. Curiosamente, a variabilidade
nos niveis de CD77 é maior em pacientes no
inicio do estudo (340 - 1619 MIF) e ap6s 12
meses de TRE (240 - 530 MIF) em compara-
¢ao com o grupo controle (131 - 331 MFI).
Além disso, analisando os niveis de CD77
em fagocitos de pacientes ao longo da TRE,
encontramos uma diminui¢io constante nos
niveis de CD77. Conclusio: O aumento nos
niveis de CD77 nos fagdcitos de portadores
de Fabry, juntamente com a diminui¢do nos
niveis de CD77 ao longo da TRE, sugerem
que medir os niveis de CD77 nos fagdcitos é
uma ferramenta promissora para monitorar
a resposta a TRE na DF.

Palavras-chave: Doenga de Fabry; Terapia
de Reposi¢io de Enzimas; Fagocitos.

ABSTRACT

Introduction: Fabry disease (FD) is a
disorder caused by mutations in the
gene encoding for lysosomal enzyme
a-galactosidase A (a-GAL). Reduced
a-GAL activity leads to progressive ac-
cumulation of globotriaosylceramide
(Gb3), also known as CD77. The re-
cent report of increased expression of
CD77 in blood cells of patients with
FD indicated that this molecule can be
used as a potential marker for monitor-
ing enzyme replacement therapy (ERT).
Objective: The purpose of this study was
to evaluate the CD77 levels throughout
ERT in FD patients (V269M mutation).
Methods: We evaluated the fluctuations
in PBMC (peripheral blood mononucle-
ar cell) membrane CD77 expression in
FD patients undergoing ERT and cor-
related these levels with those observed
in different cell types. Results: A greater
CD77 expression was found in phago-
cytes of patients compared to controls
at baseline. Interestingly, the variabil-
ity in CD77 levels is larger in patients
at baseline (340 - 1619 MIF) and after
12 months of ERT (240 - 530 MIF)
compared with the control group (131
- 331 MFI). Furthermore, by analyzing
the levels of CD77 in phagocytes from
patients throughout ERT, we found
a constant decrease in CD77 levels.
Conclusion: The increased CD77 levels
in the phagocytes of Fabry carriers to-
gether with the decrease in CD77 levels
throughout ERT suggest that measuring
CD77 levels in phagocytes is a promis-
ing tool for monitoring the response to
ERT in FD.

Keywords: Fabry Disease; Enzyme Re-
placement Therapy; Phagocytes.
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INTRODUCAO

O gene GLA (300644) localizado na posi¢ao Xq22.1
no cromossomo X humano codifica constitutivamen-
te a enzima lipase alfa galactosidase A (EC 3.2.1.22,
a-GAL) sob condi¢cdes normais.! Mutacoes diferentes
nesse gene podem resultar em uma falta total ou dimi-
nui¢do na atividade da a-GAL, que resulta na Doenga
de Fabry (FD; OMIM # 301500).2 Esta € uma sindro-
me rara em que o tempo médio entre o aparecimen-
to dos seus primeiros sintomas (acroparestesia, hipo
ou anidrose, angioceratoma, dor abdominal, e dor
relacionada a Fabry)3 e o diagndstico clinico é de
aproximadamente 15 anos em homens e 40 anos em
mulheres.” As manifestacdes biolégicas observadas
na DF provém da ndo degradagio dos glicoesfingo-
lipides pela a-GAL no interior dos lisossomos, o que
resulta no acimulo progressivo de compostos, como
a globotriaosilceramida (Gb3).?

A terapia de reposi¢io enzimdtica (TRE) reali-
zada de maneira endovenosa com protocolos espe-
cificos trouxe esperanga para o tratamento da DF.
Atualmente, é o tnico tratamento aceito mundial-
mente para a doenca. No entanto, apesar de seu su-
cesso, o monitoramento efetivo da TRE ainda é um
desafio, pois baseia-se nos niveis de Gb3 e liso-Gb3
no plasma e na urina, melhora clinica da fun¢io renal
e reducdo da hipertrofia ventricular esquerda. No en-
tanto, o uso desses pardmetros bioquimicos como fer-
ramentas de confianga para monitorizar a eficacia da
TRE na DF foi recentemente questionada por estudos
que mostraram que (i) ndo ha correlacdo entre a gra-
vidade da DF e Gb3 e niveis liso-Gb3, e (ii) pacientes
FD pode exibir niveis normais de Gb3 e liso-Gb3 nos
fluidos corporais.”!?

A constatagdo de que as células de sangue de in-
dividuos com DF expressam CD77 ligado a membra-
na (Gb3 ligados a membrana) em niveis quatro vezes
mais elevados do que nos controlos sauddveis'* em
conjunto com a conclusdo de que as células HK2 (que
sobre-expressam CD77 por silenciamento do gene a-
-GAL) reduzem a expressio de CD77 apo6s trés dias
de tratamento com TRE" estimulou estudos para in-
vestigar as variacOes nos niveis de CD77 ao longo da
TRE em pacientes com DF. Portanto, nosso objetivo
foi estudar os niveis de CD77 na membrana de CMSP
(células mononucleares do sangue periférico) em pa-
cientes com DF submetidos a TRE; os niveis foram
correlacionados com aqueles observados em diferen-
tes tipos de células em subgrupos de idade e género.
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PopuLacAo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui (CEP-
0160.0.045.000-10), e realizado com 25 pacientes com
diagnoéstico de DF (confirmado por exames clinicos e
moleculares). Todos os pacientes sio provenientes de
uma grande familia portadora da muta¢io V269M no
gene que codifica a-GAL A, que foi recentemente des-
coberta pelo nosso grupo no sul do Piaui, Brasil. Os
pacientes foram categorizados nos seguintes grupos:
grupo 1 (GP1, n = 17), incluindo individuos com feno-
tipos classicos da doenga que estavam sob TRE (algasi-
dase alfa, 0,2 mg/Kg, quinzenalmente) e grupo 2 (GP2,
n = 8), incluindo individuos que nao foram submetidos
a TRE. Cento e um voluntarios sauddveis foram es-
tudados como grupo controle. Os sujeitos assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tive-
ram suas amostras bioldgicas (sangue periférico) pro-
cessadas no Laboratério de Imunogenética e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Piaui.

V ALORES BASAIS E ACOMPANHAMENTO DAS AVALIACOES
CLiNICA E BIOQUIMICA

Valores basais, achados e sintomas especificos rele-
vantes para DF foram registrados sistematicamen-
te em um banco de dados e utilizados para analises
posteriores. As historias médicas dos pacientes indi-
caram a presenga de angioceratoma, acroparestesia,
episodios de dor, hipohidrose, hipertensio, cérnea
verticilata e proteindria. Hipertrofia ventricular es-
querda (HVE) foi definida como uma espessura da
parede interventricular e/ou posterior na didsto-
le final = 13 mm, detectada pela ecocardiografia, e
a fungdo renal quantificada pela taxa de filtragdo
glomerular estimada (TFGe) usando a equagio da
Chronic Kidney Disease-Epidemiology Collaboration
(CKD-EPI)."* O comprometimento renal foi definido
como TFGe < 90 mL/min/1,73 m?, de acordo com
as diretrizes da “Kidney Disease: Improving Global
Outcomes” (KDIGO)'* e as diretrizes da European
DF." As concentragdes de albumina e creatinina nas
amostras de urina foram determinadas através do kit
LabTestAlbumin e do Kit LabTestCreatinine (Minas
Gerais, Brasil), respectivamente, segundo o protocolo
do fabricante. A relagido albumina/creatinina urina-
ria (RAC) foi calculada a partir das concentragdes de
albumina e creatinina na urina, e os valores foram
relatados em mg/g.
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CITOMETRIA DE FLUXO

Células frescas do sangue periférico (2 x 10°) foram
incubadas em 2,5 mL de PBS durante 15 min a 4°C
no escuro com os anticorpos relevantes. Utilizamos
anticorpos monoclonais marcados com fluorescén-
cia (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, EUA)
direcionados para as seguintes moléculas: marcador
de membrana CD45 pan-leucocitico (conjugada com
aloficocianina (APC)), CD77 citoplasmatico (con-
jugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)), e
CD11b de membrana (ficoeritrina conjugada-(PE)). A
marcagao intracelular de CD77 foi conseguida perfu-
rando as células utilizando a solugio BD FACS Lyse
(BD Bioscience, EUA). As células do sangue periférico
foram examinadas utilizando um citometro de fluxo
FACSCanto II, e foram selecionadas com base nas
medidas de dispersdo frontal (FSC) e dispersio late-
ral (SSC). Os resultados foram analisados usando o
software Facs Diva (Becton-Dickinson) e reportados
como a intensidade mediana da fluorescéncia (IMF).

ANALISE ESTATISTICA

O teste nao-paramétrico de Mann-Whitney foi usa-
do tanto para comparar as diferengas de expressio
(IMF) em CD77 entre individuos do grupo controle e
pacientes quanto para comparar as diferencas de ex-
pressio no CD77 nas células dos pacientes em fungio
da idade (< 50 vs. = 50 anos). O teste de Wilcoxon
foi usado para comparar as mudancas nos parime-
tros bioquimicos IMVE, RAC e TFGe antes e depois
da TRE.

ResuLtADOS

De 2005 a 2010, nosso grupo diagnosticou 64 pes-
soas com DF (V269M) da mesma familia no sul do
Piaui, Brasil. Entre estes, apenas aqueles que estavam
sob acompanhamento a cada 6 meses foram incluidos
no estudo. Dados demograficos, clinicos e laborato-
riais para os pacientes GP1 e GP2 estao exibidos na
Tabela 1. Os pacientes do grupo GP1 variaram na
faixa etdria de 13 a 75 anos, e o tempo de seguimento
variou de 06 a 21 meses. No grupo GP2, as idades
variaram de 8 a 50 anos. Nenhum paciente apresen-
tou historia de acidente vascular cerebral isquémico
(AVC) e/ou sincope. Avaliacdes de acompanhamento
nos pacientes GP1 mostraram uma diminuigio signi-
ficativa no RAC apds 6 (p =0,0010) e 12 (p = 0,0016)
meses de tratamento (Figura 1-A), e aumento no pa-
rametro TFGe apds 6 (p < 0,0001) e 12 (p < 0,0001)

TABELA 1 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E
LABORATORIAIS PARA PACIENTES GP1 E GP2
CcoM DOENCA DE FaBry (V269M)
Dados demograficos GPI GP2
Idade (anos) 40445 245+44
Homens (n) 6 2
Mulheres (n) M 6
Dados Clinicos e Laboratoriais
Angioceratoma (%) 0 0
Anormalidades no ECG (%) 33,3 0
HVE (%) 13,3 12,5
Cornea verticilata (%) 33,3 50
Acroparestesia (%) 100 375
Hipertenséo (%) 52,9 12,5
Lesoes radiogréficas a RM (%) 41,2 375
TFGe < 90 mL/min/1,73 m? (%) 52,9 0

ECG: eletrocardiograma; HVE: hipertrofia ventricular
esquerda; TFGe: taxa estimada de filtracdo glomerular;
RM: ressonancia magnética.

meses (Figura 1-B). Encontramos decréscimos no
Indice de Massa do Ventriculo Esquerdo IMVE nos
tratamentos de seguimento apds 6 e 12 meses (p =
0,004 e p = 0,003, respectivamente) (Figura 1-C).

Para determinar as localizagoes diferenciais do
CD77 em diferentes populagdes de leucdcitos, avalia-
mos a IMF dessas moléculas nas populagoes de linfo-
citos e mondcitos/neutroéfilos (fagdcitos). Observamos
altos valores nos fagocitos, mas ndo nos linféci-
tos, nos grupos de pacientes e controle (Figura 2).
Observamos um aumento significativo na densidade
de CD77 nos fagocitos do GP1, comparado aos con-
troles (IMF = 702,4 = 396,4 vs. IMF = 217 + 37,6; p
< 0,0001) (Figura 3-A). Em seguida, investigamos o
impacto da TRE nos niveis de CD77 na populagio
fagocitaria durante um ano de tratamento com TRE.
Nossa andlise revelou uma reducdo de duas vezes nos
niveis de CD77 durante os primeiros seis meses em
comparagao com o inicio (IMF = 702,4 = 396,4 vs.
IMF = 306,6 = 89,43; p < 0,0001) (Figura 3-B), segui-
do por uma estabilizagdo nos niveis de CD77 desses
pacientes. Depois, comparamos os niveis de CD77
do GP1 em TO e T12, e comparamos com o GP2 e
controles saudaveis. Ap6s um ano de TRE, os niveis
de CD77 foram menores nos pacientes GP1 (IMF
= 356,0 = 20,21) do que nos pacientes GP2 (IMF =
462,3 = 62; p = 0,04), mas ainda foram superiores
aos dos controles saudaveis (IMF = 216,9 = 3,235; p
< 0,001) (Figura 4).
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Figura 1. Acompanhamento dos pardmetros clinicos e laboratoriais em pacientes com DF (V269M) ao longo da TRE. A) RAC no inicio do estudo, 6
e 12 meses de TRE. B) TFGe no inicio, 06 e 12 meses apo6s a TRE. O IMVE diminuiu significativamente desde o inicio até 06 e 12 meses de TRE.
DF: doenca de Fabry; RAC: relacdo albumina creatinina; IMVE: indice de massa ventricular esquerda; TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada.
TRE: Terapia de Reposicao de Enzimas.

Figura 2. As células fagocitérias apresentam niveis mais elevados de CD77 que os linfécitos. A populagdo vermelha representa células de
monocitos/neutréfilos. Populagdo verde representa linfécitos.

Figura 3. Niveis de CD77 nos fagécitos dos pacientes com DF ao longo da TRE. A) IMF de CD77 estd aumentada nos fagécitos dos pacientes com
DF em comparagao com os controles. B) os niveis de CD77 diminuiram apds os primeiros seis meses em comparagdo com o valor basal (IMF =
702,4 + 396,4 vs. IMF = 306,6 + 89,43; p < 0,0001), seguido por uma estabilizacdo nos niveis de CD77. DF: doenga de Fabry; IMF: intensidade
mediana de fluorescéncia; TRE: Terapia de Reposicdo de Enzimas.
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Figura 4. Niveis de CD77 nos pacientes com DF GP1 e GP2. Apos
um ano de TRE, os niveis de CD77 foram menores nos pacientes GP1
(IMF = 356,0 + 20,21) do que nos pacientes GP2 (IMF = 462,3 + 62; p
= 0,04), mas ainda maiores que nos controles saudéaveis (IMF = 216,9
+ 3,235; p < 0,001). DF: doenca de Fabry; IMF: intensidade mediana
de fluorescéncia; TRE: Terapia de Reposicdo de Enzimas.

Figura 5. Niveis de CD77 em células fagocitarias de pacientes com
DF com idade superior a 50 anos ou menos. Pacientes GP1 com idade
> 50 apresentaram niveis mais elevados de CD77 em comparagao
com pacientes < 50 anos (IMF = 819 + 165,8 vs. IMF = 363 + 46,3;
p = 0,0076). DF: doenca de Fabry; IMF: intensidade mediana de
fluorescéncia.

Para determinar o efeito da idade, os pacientes
GP1 foram estratificados nos subgrupos < 50 e = 50
anos. A anidlise revelou niveis mais elevados de CD77
nos fagdcitos de pacientes com idade = 50 (IMF = 819
+165,8 vs. IMF = 363 + 46,3; p = 0,0076) (Figura 5).

Para avaliar a relacio entre os niveis de CD77
nas células fagocitdrias e a gravidade clinica, correla-
cionamos os niveis de CD77 com as variaveis RAC,
TFGe e IMVE; nenhuma correlacdo significativa foi
encontrada.

DiscussAo

Estudamos os niveis de CD77 em leucécitos de pacien-
tes com DF submetidos ou ndo a TRE e em controles

saudaveis. Encontramos um padrio de expressdo dife-
rente para esta molécula em diferentes populagdes de
leucécitos em pacientes e controles. O CD77 é prefe-
rencialmente expresso em células fagocitarias conside-
radas como linfocitos. Relatos na literatura mostram
que altos niveis de CD77 no centro germinativo indu-
zem rapidamente a apoptose de células B'® e que hd
uma alta expressio de CD77 em pacientes com linfo-
mas de Burkitt.” Esses achados sugerem que o CD77
participa da regulacdo da diferencia¢io da linhagem B
no centro germinativo. O papel do CD77 em outras
células hematopoiéticas ainda ndo foi elucidado. No
entanto, o CD77 é conhecido por ser um receptor da
verotoxina da Escherichia coli em células epiteliais, in-
testinais e renais,? e esta significativamente aumentado
em carcinomas colorretais e suas metdstases.**?

A deficiéncia em a-GAL em DF leva ao acimulo
progressivo de Gb3 dentro das células. Gb3 ¢é idén-
tico ao antigeno CD77 de membrana. Portanto, um
aumento nos niveis de CD77 é esperado na DF. Na
verdade, observamos uma maior expressao de CD77
em fagdcitos de pacientes em comparagdo com indivi-
duos do grupo controle no inicio do estudo.

Curiosamente, a variabilidade nos niveis de CD77
foi maior em pacientes no tempo 0 (340 - 1619 MFI)
e ap6s 12 meses de TRE (240 - 530 MFI) em compa-
racdo com o grupo controle (131 - 331 MFI). Além
disso, encontramos uma diminui¢io constante nos ni-
veis de CD77 nos fagdcitos de pacientes com GP1 ao
longo da TRE, atingindo niveis tio baixos quanto os
do GP2, mas ainda mais altos do que nos controles.
Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo
de Thomaidis e colaboradores (2009). Os autores de-
senvolveram o primeiro modelo celular para estudar
a DF usando técnicas de silenciamento de genes. Eles
mediram os niveis de CD77 por citometria de fluxo
e os niveis de Gb3 por espectrometria de massa em
células com deficiéncia de GAL-a, e encontraram acu-
mulo de Gb3, bem como superexpressio de CD77,
em compara¢io com células nio silenciadas. Para
confirmar esses achados, eles mediram os niveis de
CD77 em polimorfonucleares de portadores de DF e
compararam com os niveis em individuos sauddveis,
encontrando niveis mais altos em células de pacien-
tes (quatro vezes). Para determinar se a expressio de
CD77 estava relacionada com a redugio na atividade
da a-GAL, eles compararam os niveis de CD77 em
células silenciadas tratadas com e sem TER, e mostra-
ram que as células tratadas apresentavam niveis mais
baixos em compara¢io com as células ndo tratadas.?
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Atualmente existem dois marcadores para diagnosti-
car e monitorar TRE, Gb3 e Lyso-Gb3. Na DF classica, o
Gb3 pode ser mensurado com confiabilidade no plasma
e na urina usando espectrometria de massa.>* No entan-
to, existem grandes varia¢des nas concentracdes detec-
tadas. Parece que alguns pacientes com mutagoes leves
no gene que codifica a-GAL, que nio estdo associadas a
uma deficiéncia enzimatica absoluta, podem exibir niveis
normais de Gb3 nos fluidos corporais. Aerts et al. (2008)
sugeriram recentemente que a forma desacetilada de Gb3
(liso-Gb3) também é um marcador para o0 manejo clinico
da DF. Embora a circulagdo de liso-Gb3 esteja significa-
tivamente aumentada em pacientes do sexo masculino
com DF, foi apenas parcialmente responsiva ao TRE com
a-GAL A recombinante, e nio houve relagio entre os ni-
veis plasmaticos de liso-Gb3, idade ou evolucio clinica.”

Os niveis aumentados de CD77 nos fagdcitos dos
portadores de Fabry, juntamente com a sua diminui¢do
ao longo da TRE, sugerem que a medicdo dos niveis de
CD77 nos fagdcitos é uma ferramenta promissora para
monitorizar a resposta a TRE na DF. Os niveis sdo maio-
res nos pacientes que nos controles sauddveis, mesmo
ap6s a TRE, distinguindo entre portadores e ndo porta-
dores da doenga. Além disso, como essa medida é reali-
zada por citometria de fluxo, que é uma técnica simples,
rapida e universal, essa ferramenta pode ser incorporada
em rotinas laboratoriais para DF. Embora os niveis de
CD77 nos fagocitos dos portadores de DF ndo estejam
correlacionados com as varidveis clinicas, foi possivel
observar melhora clinica nesses pacientes a medida que
os niveis de CD77 diminuiram. A auséncia dessa corre-
lagdo pode ser devido a um turnover celular diferente no
sangue em comparacio com as células cardiacas e renais.

Embora nosso estudo tenha sido realizado em
uma tunica familia de portadores de DF e os niveis de
CD77 nao se correlacionassem com varidveis clinicas,
nosso estudo demonstrou a localizagdo diferencial de
CD77 nas células sanguineas e monitorou os niveis
de CD77 em fagdcitos durante a TRE em pacientes
com DF. Nossos resultados também fornecem novas
perspectivas para a compreensdo da importancia do
CD77 na fisiopatologia e no tratamento da DF.
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