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Resumo

A LIMP-2 (Lysosomal Integral Membrane Protein type 2) € uma proteina da
membrana lisossomal sintetizada e glicosilada no reticulo endoplasmético (RE), responsavel
pelo enderecamento da B-Glucocerebrosidase (GCase) para o lisossoma’.

Muta¢6es em homozigotia ou heterozigotia composta no gene que codifica a LIMP-2,
o SCARB2, foram ja descritas como causa da Epilepsia Mioclénica Progressiva do tipo 4
(EPM4 - Epilepsy, progressive myoclonic 4) (MIM#254900). Esta sindrome apresenta uma
heterogeneidade sintomética, a qual pode estar associada faléncia renal, sendo conhecida
como sindrome de Mioclonias de Ac¢do com Faléncia Renal (AMRF — Action Myoclonus-
Renal Failure)** e se caracteriza por mioclonias de accdo progressivas, disartria, ataxia,
convulsdes e atrofia cerebelosa sem comprometimento cognitivo. Nos casos em que 0
envolvimento renal estd presente, a faléncia renal requer na maioria das vezes
dialise/transplante renal.

Dada a importancia da LIMP-2 na biogénese e manutencdo do sistema
endossoma/lisossoma®, no presente estudo procedemos a identificacdo e estabelecimento da
estequiometria relativa do complexo LIMP-2/GCase em diferentes 6rgdos de ratinho (Mus
musculus) que se revelou ser diferente entre os 6rgdos analisados, que se poderd dever a
reciclagem da LIMP-2 para o reticulo endoplasméatico ou complexo de Golgi; ao turnover
diferencial da LIMP-2 e GCase e/ou as multiplas funcdes da LIMP-2 na célula.

Além da descricdo das condicBGes favoraveis de obtencdo de LIMP-2 soltvel ap6s
tratamento da membrana lisossomal com agentes solubilizantes (Digitonina e Triton X-100) e
das condi¢cbes favoraveis a imunoprecipitacdo dos complexos formados pela LIMP-2, sdo
apresentadas trés proteinas como potenciais interactores da LIMP-2. A identificacdo e estudo
dos possiveis novos interactores, permitiria aprofundar o conhecimento das funcGes desta
proteina, que além do conhecimento biologico basico, por si sO, permitiria também

compreender melhor a patofisiologia dos doentes com alteracdes nesta proteina.
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Abstract

LIMP-2 (Lysosomal Integral Membrane Protein type 2) is a lysosomal membrane
protein synthesized and highly glycosylated in the endoplasmic reticulum, that is responsible
for the lysosomal sorting of B-glucocerebrosidase (GCase)®.

Alterations in SCARB2 gene, both in homozigosity or in compound heterozygosity,
have been described as cause of progressive myoclonic epilepsy type 4 (EPM4)
(MIM#254900). This syndrome presents heterogeneity of symptoms, that can be associated
with renal failure and is known as action myoclonus-renal failure syndrome (AMRF)**
characterized by progressive action myoclonus, dysarthria, ataxia, seizures and cerebellar
atrophy without cognitive impairment. In those cases where kidney involvement is observed,
the kidney failure requires dialysis/renal transplantation in the vast majority of the cases.

Given the importance of LIMP-2 in the biogenesis and maintenance of the
endosome/lysosome system®, in this study we proceeded to identification and establishment of
the relative stoichiometry of the complex LIMP-2/GCase in different organs of mice (Mus
musculus) that proved to be different throughout the organs analyzed which should result
from the recycling of LIMP-2 to the endoplasmic reticulum or Golgi apparatus; the
differential turnover of LIMP-2 and GCase and/or the multiple functions of LIMP-2 in the
cell.

Besides the description of the favorable conditions for obtaining soluble LIMP-2 after
treatment with the lysosomal membrane solubilizing agents (Digitonin and Triton X-100) and
favorable conditions for immunoprecipitation of the complexes formed by LIMP-2, three
proteins are presented as possible interactors of LIMP-2. The identification and the study of
new LIMP-2 partners would allow the deepening of our knowledge, not only on its basic
biological function, but also, would give new insights on the pathophysiology of this rare and

yet poorly understood disorder.
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I. Introducéo

1. Lisossoma

Os lisossomas sdo organelos membranares, presentes em todas as células eucariotas a
excepcdo dos glébulos vermelhos maturos®.

O lisossoma é o principal compartimento digestivo da célula, sendo o ultimo organelo
do sistema endossoma-lisossoma. E um organelo acidico envolvido na degradacio de
macromoléculas por ac¢éo das hidrolases. Os lisossomas sao essenciais para a maturacdo dos
fagossomas em fagolisossomas durante a fagocitose, 0 que é importante na defesa da célula
contra patogénicos. Estad também associado & macroautofagia e & morte celular mediada pela
catepsina’. Para além destas funces o lisossoma participa na exocitose e reparacdo da
membrana plasmatica, intervém na homeostase do colesterol e também na apresentacdo de

antigénios pelo complexo maior de histocompatibilidade classe 11 (MHCII) (Figura 1)’
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Figura 1 — Funcd@es do lisossoma
Adaptado de Saftig and Klumperman, 2009’

O lisossoma foi descrito pela primeira vez em 1955, por Christian de Duve durante a
realizacdo de estudos de fraccionamento celular com o objectivo de clarificar a ac¢do da
insulina no figado. Nesse estudo, descobriram que a enzima fosfatase acida se encontrava
associada a um grupo de particulas especificas na altura ndo identificadas, mas que se sabia
ndo serem mitocondrias nem microssomas. O aprofundar dos protocolos de fraccionamento

subcelular permitiu-lhes isolar uma nova frac¢éo particularmente rica nas novas particulas, as
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quais inicialmente chamaram “L” de Light mitochondria. O estudo pormenorizado da frac¢édo
L conduziu a identificacdo de outras enzimas concentradas nesta fraccdo, que apesar de
actuarem sobre diferentes substratos, tinham em comum o facto de serem hidrolases cujo pH
optimo € acidico, sugerindo ja nessa altura uma funcéo digestiva para este organelo.

Actualmente o lisossoma nédo € visto apenas como um organelo isolado, responsavel
pela degradacdo de macromoléculas, mas como parte integrante do sistema endossoma-
lisossoma.

Este sistema do qual fazem parte endossomas primarios, localizados na periferia da
célula, endossomas maturos, com localizacdo perinuclear, e lisossomas constitui uma cadeia
de extrema importancia no trafego e digestdo de moléculas endocitadas, sendo os endossomas
extremamente importantes no enderecamento e reciclagem de proteinas®.

Nas células eucaridticas superiores, 0 processo de endocitose, tanto de proteinas como
de lipidos, é mediado por ligacdo especifica do ligando ao seu receptor. Apos esta ligagdo, as
vesiculas revestidas por clatrina sdo internalizadas e o seu conteudo eficientemente depositado
em endossomas primarios. O pH pouco acidico deste organelo proporciona a dissolu¢do do
complexo ligando/receptor, sendo estes dois componentes separados e 0S receptores
reciclados, continuando os ligandos, bem como receptores que necessitem de serem
degradados, a via degradativa encabecada pelos endossomas maturos®.

As moléculas a serem degradadas sdo encontradas em corpos multivesiculares (MVB)
qgue se fundem com os endossomas maturos, nos quais uma pequena degradacdo destas
moléculas pode ocorrer. No entanto, apenas o pH mais acidico proporcionado pelo lisossoma
permite a acgdo efectiva das hidrolases com a consequente digestdo das moléculas
endocitadas®®. O pH crucial na acgdo do lisossoma é mantido pela H*-ATPase lisossomal,
uma bomba de protdes vacuolar presente na membrana deste organelo™®.

Os endossomas parecem ser organelos fundamentais na reciclagem de receptores para
a membrana plasmatica ou para o complexo de Golgi. Ap6s deixarem 0s endossomas
primarios, as moléculas recicladas sdo encontradas em estruturas tubulares que correspondem
a endossomas de reciclagem. Este tipo de endossomas ndo possui receptores e ligandos que
seguem a via de degradacdo, sdo menos acidicos do que 0s endossomas primarios e
encontram-se, em alguns mas ndo em todos os tipos celulares, perto dos centriolos. O
transporte ao longo da via de reciclagem é dependente da actina do citoesqueleto e motores de
miosina ndo convencionais, que terdo um papel mecanico fundamental na dindmica e

biogénese dos tibulos®.
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Apesar de muito incompleta, ainda nos dias de hoje, a protedmica do lisossoma tem
sido caracterizada ao longo das ultimas décadas. Além das hidrolases descritas inicialmente
por de Duve, outras proteinas de extrema importancia para este organelo localizam-se tanto na
membrana lisossomal como no seu limen.

Um dos grupos de proteinas existentes no lisossoma sdo as proteinas activadoras ou
saposinas (SAP), que sdo cofactores indispensaveis para a actividade de determinadas
enzimas lisossomais, como GCase, galactosilceramidase e [B-N-acetil-hexosaminidase,
responsaveis pela degradacdo de esfingolipidos. Existem dois genes que codificam proteinas
activadoras. Um codifica a proteina activadora GM1 e o outro codifica a Prosaposina
(ProSAP) que quando processada da origem a quatro saposinas homologas (A,B,C e D)°.

A membrana lisossomal apresenta varias fungdes incluindo acidificacdo da matriz
lisossomal, sequestro de enzimas lisossomais, mediacdo de eventos de fusdo do lisossoma
com outros organelos e transporte de produtos degradados para o citoplasma. As proteinas da
membrana lisossomal s&o, normalmente, altamente glicosiladas na sua face luminal, sendo as
mais abundantes a LAMP-1, LAMP-2 e a LIMP-2. Outras proteinas, embora menos
abundantes, sdo essenciais para processos de secrecdo de produtos para o citoplasma como a
NPC1, a Sialina e a Cistosina, responsaveis pelo transporte de colesterol, acido sialico e

cistina respectivamente.

1.1. Biogénese do lisossoma

O conceito inicialmente proposto sobre a biogénese do lisossoma foi introduzido por
Novikoff. Este conceito de GERL (Golgi apparatus — Endoplasmic Reticulum — Lysosome)
propde que enzimas hidroliticas seriam sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso (RE) e
empacotadas em vesiculas (lisossomas primarios) que através de tibulos contiguos ao RE e
intimamente ligados ao complexo de Golgi levariam estas vesiculas a fundirem-se com
lisossomas ja existentes, que teriam iniciado processos hidroliticos (lisossoma secundario).
No entanto esta definigdo foi substituida pelo conceito de TGN (Trans-Golgi Network). A
chave da mudanca de conceito prendeu-se com a evidéncia do transporte intracelular de
enzimas lisossomais acontecer via receptores especificos e através de compartimentos pré-

lisossomais®.
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1.2. Sintese e transporte de enzimas lisossomais

As enzimas lisossomais sdo sintetizadas com uma sequéncia de 20 a 25 aminoacidos
no N-terminal que permite o deslocamento do polipéptido nascente através da membrana do
RE. Apos a remocao do péptido sinal, oligosacarideos tipicamente compostos por 3 residuos
de glucose (Glc), 6 residuos de manose (Man) e 2 residuos de N-acetilglucosamina (GlcNac)
— GlcgMangGlcNac, — sé@o transferidos pela oligossacariltransferase para determinados
residuos de asparagina que fazem parte de um motivo de N-glicosilacdo Asn-X-Thr/Ser da
proteina nascente.

Este precursor de glicoproteina passa por um extenso processo de maturacdo levado a
cabo pela Glucosidase | e Glucosidase Il até ser formada a glicoproteina madura.

A glicoproteina madura é depois translocada para o Golgi onde ird adquirir residuos
especificos dependendo do tipo de glicoproteina, tais como aclcares complexos e grupos
sulfato, e onde sera formado o marcador de reconhecimento na maioria das enzimas
lisossomais, o residuo manose-6-fosfato (M6P).

O residuo de M6P ¢ gerado pela accédo sequencial de duas enzimas: inicialmente, a N-
acetilglucosamina-1-fosfotransferase (GlcNac-fosfotransferase) catalisa a transferéncia de um
residuo GlcNac-1-fosfato da UDP-GIcNac para o residuo terminal de manose da
glicoproteina, depois a enzima N-acetilglucosamine-1-fosfodiester a-N-acetilglucosaminidase
(fosfodiester a-GlcNacase) cliva 0 motivo GlcNac deixando exposto o residuo M6P (Figura
2)11-13.

Oligosacarideo Residuo M&P
com terminal N

V GlcNac ‘.V’ fosfodiester ¢

fosfotransferase J a-GlcNacase 5

; py ———————— &+
Hidrolase . GlcNac
®./. © -

Lisossomal

Hidrolase

UDP-GlcNac UMP Lisossomal

Figura 2 — Formacéao do marcador de reconhecimento manose-6-fosfato em enzimas lisossomais.
Adaptado de Kang, C, 2011%

Apols a aquisicdo do residuo M6P, as enzimas lisossomais sdo reconhecidas por
receptores de M6P (MPR) que as enderegam para o lisossoma.

S&o conhecidos dois tipos de MPRs, os dependentes de catides (CD-MPR) e os
independentes de catides (CI-MPR) (Figura 3). Estas duas glicoproteinas de membrana de

tipo 1 estéo localizadas maioritariamente no TGN onde ligam as proteinas lisossomais (com

12
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motivo M6P) e transportam-nas para o lisossoma, apesar de também existirem em
endossomas e na membrana plasmatica.

As enzimas lisossomais depois de ligadas aos MPR no TGN s&o transportadas em
vesiculas para os endossomas com as quais se fundem e o pH acidico promove a dissociacdo
do complexo enzima/MPR, sendo os MPRs reenviados para o TGN®.

Os MPRs que se encontram na membrana plasmatica sdo responsaveis pela
internalizagdo de enzimas excretadas®.

No entanto sabe-se que nem todas as enzimas lisossomais adquirem residuos de M6P
sugerindo a existéncia de outros mecanismos de transporte alternativos. A existéncia destas
enzimas independentes do transporte por MPR foi evidenciada em estudos com doentes com
Mucolipidose 1l (MIM#252500). Nestes doentes, deficientes na enzima GlcNac-
fosfotransferase, responsavel pela primeira etapa da sintese do residuo de M6P, todas as
enzimas que requerem o residuo M6P ndo sdo enderecadas para o lisossoma e sdo secretadas,
verificando-se um aumento significativo da actividade enzimatica destas no plasma e uma
diminuicdo da actividade nas células. No entanto verificou-se que nem todas as enzimas
lisossomais ou proteinas ndo-enzimaticas se apresentavam deficitarias em células destes
doentes, como é o caso da GCase™ e da Catepsina D*°. Estudos complementares em células
mutadas para os MPR ou deficientes na enzima GlcNac-fosfotransferase, confirmaram que a

GCase'’ e a catepsina D"

néo séo afectadas pela desregulacdo da via de enderecamento por
M6P e descreveram ainda a SAP*’ como nio sendo afectada, sugerindo que o enderecamento
destas para o lisossoma deveria ser independente da via de M6P.

O transporte de enzimas lisossomais ndo dependente de MPRs é ainda pouco
conhecido. No entanto, estudos realizados na ultima década demonstram que algumas
proteinas da membrana lisossomal, como a LIMP-2 e a sortilina, sdo responsaveis pelo
transporte de determinadas hidrolases***%.

A Sortilina (receptor da neurotensina 3) € uma glicoproteina transmembranar de tipo 1
que exibe caracteristicas estruturais semelhantes & VpslOp, receptor responsavel pelo
enderecamento da Carbopeptidase Y em bactéria, e foi descrita como sendo responsavel pelo
enderecamento da prosaposina (ProSap)®* (Figura 3), percursor das Saposinas, da
esfingomielina fosfodiesterase? e da Catepsina D e H*.

Recentemente, a LIMP-2, uma proteina transmembranar N-glicosilada do tipo Ill, foi

descrita como sendo o transportador da GCase por via independente dos MPRs (Figura 3)".
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c - c
CD-MPR LIMP-2 Sortilina

Figura 3 — Transportadores de enzimas lisossomais e proteinas activadoras para o lisossoma.
Adaptado de Braulk, T.; Bonifacino, J.S.; 2008%*

1.3. Lysosomal Integral Membrane Protein type 2

A Lysosomal Integral Membrane Protein type 2 (LIMP-2) é uma proteina
transmembranar do tipo 111 altamente N-glicosilada, presente na membrana do lisossoma. E
codificada pelo gene SCARB2 (4g13-g21), sendo constituida por 478 aminoacidos (com peso
molecular de 75 kDa), e pertence a familia CD36 dos receptores scavenger®™?. Apresenta
zona C e N terminal citoplasmatica, tendo dois dominios transmembranares e um loop
lisossomal de 400 aminoacidos® com 10 locais de glicosilagdo no N-terminal no Homem e 11
no ratinho?’.

Como principal funcdo da LIMP-2 destaca-se o enderecamento da GCase para o
lisossoma descrito em 2007 por Reczek e colaboradores’. A interaccdo da GCase com a
LIMP-2 acontece cedo no processo de trafego de enzimas lisossomais logo no RE*". A
estabilidade do complexo LIMP-2/GCase esta dependente do pH existente nos diferentes
compartimentos intervenientes no processo de transporte de enzimas lisossomais. No RE o
pH neutro de 7,2 proporciona a desprotonacdo da LIMP-2, nomeadamente da Histidina 171
(H171)? criando condigdes favoréveis a ligagdo da GCase a zona luminal da LIMP-2 entre
0s aminoécidos 145-288%". O complexo é translocado para 0 TGN e posteriormente para o
lisossoma onde o pH &cidico de 4,7 provoca a protonacdo da H171 e a consequente
dissociacdo do complexo LIMP-2/GCase libertando a GCase para o limen lisossomal (Figura
4%,
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Reticulo Lisossoma

endoplasmatico
' O

Figura 4 — Modelo da ligagdo mediada por sensor de EH da LIMP-2 a GCase.
Adaptado de Zachos et al, 20122

Nos doentes com deficiéncia em LIMP-2, verifica-se uma actividade da GCase normal
nos leucdcitos ndo se verificando acumulacéo da glucosilceramida (substrato da GCase), ndo
originando, por isso, as células de Gaucher. As células de Gaucher, caracteristicas da Doenca
de Gaucher, sdo macrdfagos cujo tamanho se encontra aumentado devido a acumulacdo de
glucosilceramida nos lisossomas deficientes em GCase®. O facto da actividade da GCase nos
fibroblastos ser deficiente, sugere que o processo de transporte da Gcase para o lisossoma via
LIMP-2 é especifico do tipo celular.

Além do seu papel no processo de enderecamento da GCase para o lisossoma, a
LIMP-2 tem sido associada a outros processos que nao apenas o trafego de hidrélases e
biogénese do lisossoma. Estudos recentes, associaram a LIMP-2 a processos de imunidade e
fagocitose. Num estudo de 2011, Carrasco-Marin e colaboradores associaram a LIMP-2 aos
eventos tardios de trafego fagossomal, apresentando-a como uma das responsaveis pela
activacdo de macréfagos durante a resposta imune inata contra Listeria monocytogenes®.

Com base no referido estudo, a LIMP-2 participa em duas fases no processo de
activacdo dos macrofagos por Listeria monocytogenes estando envolvida nos eventos da
formacdo de fagossomas e consequente transformacdo em fagolisossomas, e controla a
inducdo da fase aguda da producdo de citocinas/quimiocinas pré-inflamatérias como MCP-1,
IL-6 & TNF-a*.

A LIMP-2 foi também descrita como receptor do enterovirus 71 (EV71)%*
responsavel pela doenca de mao-pé-e boca (hand-foot-and mouth disease — HFMD). A
entrada do EV71 na célula acontece por endocitose dependente de clatrina e dinamina com
acidificacio progressiva dos endossomas®. A LIMP-2 medeia esta entrada, estando o motivo
de ligac&o ao EV71 mapeado entre os aminoacidos 144-15134%°,

Para além do seu papel na biogénese e manutencdo do lisossoma e na imunidade, a
LIMP-2 foi descrita como receptor/interactor da Trombospodina 1, lipoproteina de alta
densidade (HDL)*"* e como parte integrante dos discos intercalares dos cardiomiécitos onde

estara envolvida no processo de ligacdo da B-catenina & caderina®.
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2. Doencas lisossomais de sobrecarga

O papel crucial do lisossoma na homeostasia celular é evidenciado pela existéncia de
aproximadamente 60 doencas hereditarias, que resultam na sua maioria, da deficiéncia de
enzimas lisossomais. Existem, no entanto alguns casos nos quais a deficiéncia reside em
proteinas lisossomais ndo-enziméticas ou em proteinas ndo lisossomais envolvidas no
processo de biogénese do lisossoma.

Independentemente do tipo de proteina que se encontra deficiente, todas estas doencas
sdo caracterizadas pela acumulacdo de metabolitos ndo digeridos no lisossoma, designando-se
por isso, doencgas lisossomais de sobrecarga (DLS). Esta acumulagéo lisossomal activa uma
variedade de cascatas patoldgicas que resultam em apresentacGes clinicas complexas com
envolvimento multi-sistémico®.

As DLS foram inicialmente classificadas com base no metabolito acumulado no
lisossoma (tabela I), uma vez que o defeito molecular proteico ndo seria conhecido para estas
doencas. Avancos no conhecimento da funcdo e biogénese do lisossoma, permitiram uma
nova classificacdo com base no tipo/funcio da proteina deficiente* (Figura 5).

A maioria das DLS apresentam uma transmissdo autossomica recessiva, com excepgao
da sindrome de Hunter (Mucopolissacaridose (MPS) Il) e doenca de Fabry com transmissdo
recessiva ligada ao cromossoma X e a doenca de Danon que apresenta uma transmissao
dominante ligada ao cromossoma X°“2.

Embora consideradas doencas raras quando consideradas individualmente, em
Portugal as DLS tém uma prevaléncia de 1/4000 nados vivos, 0 que representa o dobro da
prevaléncia de outros paises como a Australia (1/7700)*® e a Holanda (1/7143)*. Ao analisar
as diferentes classes de DLS, verifica-se que a prevaléncia de Mucopolissacaridoses (MPS) é
de 4,8/100000 nados vivos e que a prevaléncia de esfingolipidoses é de 12,6/100000 nados
vivos sO6 no norte de Portugal, sendo a mais comum deste grupo a doenca de Gaucher
(1,4/100000)* na populacio portuguesa.
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Tabela I — Doengas lisossomais de sobrecarga. Classificacdo segundo o tipo de substrato acumulado

Proteina deficiente

Principal material
acumulado

Fabry

a-Galactosidase A

Globotriaosilceramida (Gb3)

Lipogranulomatose de Farber

Ceramidase

Ceramida

B-Glucosidase

Gaucher

Activador da Saposina-C

Glucosilceramida

Niemann-Pick Ae B

Esfingomielinase

Esfingomielina

Gangliosidose GM1

B-Galactosidase

Gangliosido GM1

Gangliosidose GM2 (Tay-Sachs)

B-Hexosaminidase A

Gangliosido GM2 e glicolipidos

Gangliosidose GM2 (Sandhoff)

B-Hexosaminidase A and B

Gangliosido GM2 e glicolipidos

Gangliosidose GM2 (deficiencia do activador GM2)

MPS | (Hurler, Scheie, Hurler/Scheie)

Proteina activadora GM2

a-lduronidase

Gangliosido GM2 e glicolipidos

Sulfato de Dermatano e Heparano

MPS Il (Hunter)

Iduronato-2-sulfatase

Sulfato de Dermatano e Heparano

MPS IIA (Sanfilippo)

Heparano N-sulfatase (sulfamidase)

Sulfato de Heparano

MPS 11IB (Sanfilippo)

N-Acetil-a-glucosaminidase

Sulfato de Heparano

Acetil-CoA:a-glucosamida

MPS 11IC (Sanfilippo)

N-acetiltransferase

Sulfato de Heparano

MPS 111D (Sanfilippo)

N-Acetilglucosamina-6-sulfatase

Sulfato de Heparano

Sindrome de Morquio-A

N-Acetilgalactosamina-6-sulfate-sulfatas{ Sulfato Keratano, condroitina-6-sulfato

Sindrome de Morquio-B

B-Galactosidase

Sulfato de Keratano

MPS VI (Maroteaux—Lamy)

N-Acetilgalactosamina-4-sulfatase
(arilsulfatase B)

Sulfato de Dermatano

MPS VI (Sly)

B-Glucuronidase

Sulfato de Dermatano, Sulf. de
Heparano , condroitina-4- e -6-sulfato

Cistinose Cistinosina Cistina

Doenga de Danon LAMP2 Detritos citoplasmaticos e glicogenio
Doenga de acumulagéo de acido sialico infantil e doenga Sialina Acido sialico

de Salla

Mucolipidose (ML) IV Mucolipina-1 Lipidos e mucopolissacaridos &cidos
Niemann-Pick C (NPC) NPC1 and 2 Colesterol e esfingolipidos

Galactosialidose

Catepsina A

Siali-oligossacaridos

Mucolipidose 1l (ML Il e ML I, respectivamente)

UDP-N-acetilglucosamina:enzima
lisossomal N-acetilglucosaminil-1-
fosfotransferase

Oligossacarideos, mucopolissacarideos
e lipidos

Ceroido-lipofuscinose neuronal

NCL1 (Doenga de Batten)

CLN1 (proteina palmitoiltioesterase-1)

Tioésteres lipidicos

NCL2 (Doenca de Batten)

CLNB2 (tripeptidil amino peptidase-1)

Subunidade ¢ da ATP sintetase
mitocondrial

NCL3 (Doenca de Batten)

Transportador da arginina

Subunidade ¢ da ATP sintetase
mitocondrial
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Doencas Lisossomais de sobrecarga

Classificacdo pelo defeito molecular

Defeito na hidrolase lisossomal primaria

Doenca de Gaucher, def. B-Glucosidase

Gangliosidose GM1, def. B-Galactosidase

Doenca de Tay—Sachs, def. p-Hexosaminidase A

Doenca de Sandhoff, def. B-Hexosaminidase A and B

Doenca de Fabry, def. a-Galactosidase A

Doenca de Krabbe, def. B-galactosilceramidase

Niemann—Pick A e B, def. Esfingomielinase

Leucodistrofia metacromatica, def. arilsulfatase A

MPS | (Hurler, Scheie, Hurler/Scheie), def. a-lduronidase

MPS 1l (Hunter), def. Iduronato-2-sulfatase

MPS HIA (Sanfilippo), def. Heparano N-sulfatase (sulfamidase)

MPS 1B (Sanfilippo), def. N-Acetil-a-glucosaminidase

MPS HIC (Sanfilippo), def. Acetil-CoA:a-glucosamida N-acetiltransferase
MPS 11D (Sanfilippo), def. N-Acetilglucosamina-6-sulfatase

Sindrome de Morquio-A, def. N-Acetilgalactosamina-6-sulfate-sulfatase
Sindrome de Morquio-B, def. B-Galactosidase

MPS VI (Maroteaux—Lamy), def. N-Acetilgalactosamina-4-sulfatase (arilsulfatase B)
MPS VII (Sly), def. B-Glucuronidase

MPS IX, def. Hialuronidase

Doenca de Wolman, def. lipase

Doenca de Farber, def. Ceramidase

Doenga de Pompe, def. a-Glucosidase

Fucosidose, def. a-fucosidase

Sialidose, a-neuroaminidase

BN Defeito no processamento pos-translacional da enzima lisossomal

Mucosulfatidose, def. Sulfatases Multiplas

W Defeito no trafego da enzima lisossomal

Mucolipidose tipo Il (doenca de I-cell), def N-acetilglucosaminil-1-fosfotransferase
Mucolipidose tipo ll1A (Polidistrofia pseudo-Hurler, def N-acetilglucosaminil-1-fosfotransferase
Mucolipidose tipo lIC

W Defeito na proteccao da enzima lisossomal

Galactosialidose, def. Catepsina A (PPCA)

HEN Defeito em proteinas lisossomais soluveis nao enzimaticas

Niemann Pick tipo C, NPC2

Gangliosidose GM2 (deficiencia do activador GM2), variante A8
Deficiencia em SAP

Ceroido-lipofuscinose neuronal (NCL) CLNS

B Defeito em proteinas transmembranares (ndo-enzimaticas

Doenga de Danon, def. LAMP2

Niemann—Pick C (NPC), def. NPCle 2

Cistinose, def. Cistinosina

Doenca de acumulagdo de dcido sialico infantil, def. Sialina
Doenca de Salla, def. Sialina

Ceroido-lipofuscinose neuronal (NCL) CLN6 e CLN 8
Mucopolissacaridose tipo IV, drf. Mucolipina

Bl N3o classificadas

Ceroido-lipofuscinose neuronal (NCL) CLN4 e CLN 7

Figura 5 — Doencas lisossomais de sobrecarga. Classificagdo segundo a funcéo da proteina afectada.
Adaptado de Platt F.M., Walkley S.U., 2004%
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Apesar de todo o conhecimento existente no campo das DLS, sdo varias as doencas
ainda existentes sem causa conhecida. No entanto, recentemente tem-se vindo a verificar um
crescendo nesta busca, o que justificou a nova nomenclatura de classes por fungdo da proteina
afectada (Figura 5). Em 2008, o nosso grupo, em simultaneo com outro grupo, identificou
uma mutacdo no gene SCARB2, que codifica a LIMP-2, responsavel pela AMRFZ
Posteriormente outras mutagdes foram descritas neste gene*“®* ligando definitivamente a
AMREF, e mais abrangentemente a Epilepsia mioclonica progressiva do tipo 4 (EPM4), as
DLS.

2.1. Epilepsia miocldnica progressiva do tipo 4

A Epilepsia mioclonica progressiva do tipo 4 (EPM4; MIM#254900), também
designada por Action Myoclonus Renal Failure (AMRF) quando se verifica faléncia renal, é
uma sindrome causada por mutacfes no gene SCARB2 que codifica a proteina lisossomal
transmembranar, LIMP-2. De transmissdo autossémica recessiva, a AMRF caracteriza-se por

ser uma epilepsia mioclénica progressiva com faléncia renal, e sem alteraces cognitivas’.

2.1.1. Manifestacdes clinicas

2.1.1.1. ManifestacOes neuroldgicas

Esta sindrome foi pela primeira vez descrita em 1986 em quatro pacientes Franco-
Canadianos da provincia do Quebéc por Andermann e colaboradores®’. Esta doenca
manifesta-se na segunda e terceira década de vida e caracteriza-se pela presenca de
tremores que evoluem para epilepsia mioclonica, disartria e ataxia, atrofia cerebelosa mas
sem comprometimento cognitivo. Em alguns casos, verifica-se acumulagdo de pigmento
extraneuronal, em astrécitos ou no espaco extracelular®®®%. Apesar deste pigmento nio ter
sido caracterizado bioquimicamente, pelas suas caracteristicas de coloracdo em
microscopia, € apontado como lipido ou proteolipido oxidado, tipo lipofuscina. A dialise
cronica aplicada a estes doentes é apontada como tendo um papel na formacgdo do

precipitado uma vez que contribui para o aumento da peroxidagao lipidica®®*".
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2.1.1.2. Manifestacdes renais

Apesar da faléncia renal estar presente na maior parte dos doentes, foram descritos
recentemente doentes com mutacfes no gene SCARB2 que nao desenvolveram faléncia
renal.

A disfuncdo renal é inicialmente detectada por proteinuria que evolui para faléncia
renal, por glomerulopatia colapsante®® ou nefropatia C1q, uma forma particular de

glomerulonefrite®, acabando por exigir normalmente hemodiélise ou mesmo transplante renal.

2.1.2.  Genética Molecular

Apesar de estudos genéticos apontarem para uma transmissdo autossémica recessiva, a
descoberta do gene/proteina causador desta doenca s6 foi identificado 22 anos depois da
primeira publicacdo da sintomatologia da doenca, em dois estudos independentes simultaneos
que associaram mutacdes no gene SCARB? a esta sindrome®*.

Em 2008, Balreira e colaboradores, identificaram a mutacdo p.W178X no gene
SCARB2 em duas pacientes portuguesas que apresentavam sintomatologia compativel com
AMRF. O estudo bioguimico mostrou uma actividade normal da GCase em leucdcitos, mas
uma severa reducéo da actividade desta enzima nos fibroblastos de pele. Estes dados sugeriam
um comprometimento no processo de enderecamento da GCase para o lisossoma, uma vez
que a analise do gene GBA que codifica a GCase ndo revelou qualquer alteracdo®. Esta
hipbtese foi comprovada ap6s a sequenciacao do gene que codifica a LIMP-2, transportadora
da GCase para o lisossoma’, no qual a existéncia de uma mutacdo nonsense, em homozigotia
na base 533 resulta na substituicdo do aminoacido triptofano da posicdo 178, por um codéo
stop prematuro, que da origem a uma proteina truncada com menos 300 aminoacidos,
perdendo por isso o local de ligagdo & GCase?’.

Recentemente, e apos a publicacdo em 2008 dos estudos de Balreira e colaboradores e
Berkovic e colaboradores, varios estudos tém descrito mutagcdes no gene SCARB2, tanto em

doentes com?**3

ou sem faléncia renal**’, num caso especifico de AMRF com perda
auditiva®® e mesmo num doente de Gaucher (tabela I1). Este doente apresenta uma variacéo
fenotipica da doenca de Gaucher, epilepsia mioclonica, que neste estudo se apresenta
correlacionada com a mutacdo p.E471G no gene SCARB2 sendo este gene apontado como

modificador da doenca de Gaucher™.
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Tabela Il - Mutagdes descritas no gene SCARB2.

Mutagéo Origem Referéncias
- - - | @@ g

p.W178X Portugal AMRF
€.435-436insAG Inglaterra AMRF 4
€.1239+1G>T Turquia-Chipre AMRF 4
p.Q288X Quebec AMRF 4
€.1116-2A>C Italia
€.704+1G>C Italia
¢.1258delG Italia EPM4 40
p.Y222X Italia
€.424-2A>C + p.H363N Italia
Q288X + ¢.1187+3insT n.d. EPM4 41
p.E471G EUA Doente Gaucher 54
p.H363N Italia AMRF o3
€.296delA Inglaterra AMRF 4
¢.704+1 G>A nd. AMRE com perda 48

Estudos recentes apontam para uma associacdo entre alteracdes no gene SCARB2 a

55,56

doenca de Parkinson°, no entanto, muita controveérsia existe ainda sobre o assunto ndo

sendo possivel estabelecer uma correlacdo directa entre 0 gene e a doenga.
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1. Objectivos

A LIMP-2 é uma proteina integrante da membrana lisossomal responsavel pelo
enderecamento da GCase para o lisossoma. No entanto, este processo € especifico do tipo
celular.

Dado o envolvimento da LIMP-2 na EPM4, o conhecimento aprofundado da sua
funcdo na célula torna-se de grande importancia na compreensdo desta sindrome tanto a nivel
patoldgico como molecular.

No presente estudo, pretende-se identificar e estabelecer a estequiometria relativa do
complexo LIMP-2/GCase em diferentes orgdos de ratinho e descrever novos interactores da
LIMP-2 de forma a poder caracterizar a nivel funcional esta proteina de grande importancia

para o normal funcionamento da célula eucariota.
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I1l. Material e Métodos

3.1. Material Biolégico

Neste trabalho foram usados ratinhos C57BL/6 (Mus musculus) e ratos Wistar (Rattus
norvergicus), do sexo masculino, com 12 e 9 semanas de idade respectivamente, colocados
em dieta normal, &gua ad libidum e ciclos de luz de 12h. A coldnia foi mantida no Instituto de
Biologia Celular e Molecular (IBMC), Universidade do Porto (Porto, Portugal).

Os ratinhos foram eutanasiados por deslocamento cervical e os ratos, anestesiados com

CO,, por decapitacdo, com posterior recolha dos 6rgdos de interesse.

3.2. Preparacdo da Amostra

Os orgdos recolhidos de ratinho C57BL/6 (Mus musculus) foram homogeneizados a
600g com um homogeneizador RZR 2021 (Heidolph Instruments, Alemanha) em &gua
destilada suplementada com cocktail de inibidores de proteases (CIP) 1:500 (v/v) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) tendo o homogeneizado total a concentracdo final de 100 mg
tecido/400 uL de solucdo de extracdo. As amostras foram sonicadas em gelo durante 14
segundos utilizando o sonicador Bandelin Sonoplus HD 2200 (BANDELIN electronic,
Alemanha) equipado com um microtip e ajustado para 40% de pulso/segundo, output 10%
(minimo). Os extratos dos 6rgaos de ratinho homogeneizados em dgua destilada suplementada
com CIP 1:500 (v/v) foram centrifugados a 16200g, durante 15 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram utilizados para quantificacdo da proteina total, determinacdo da
actividade da GCase e das restantes enzimas lisossomais utilizadas como controlo,
nomeadamente, Hexosaminidase total, Hexosaminidase A, a-Galactosidase A e p-
Galactosidase e para electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes
seguida de western blot para quantificacéo relativa da LIMP-2 por densitometria de bandas.

Os 6rgdos recolhidos de rato Wistar (Rattus norvegicus) foram homogenizados em
SEM (0.25M Sacarose, 20 mM MOPS-KOH, pH 7.2 e 1 mM EDTA-NaOH, pH 8; 1:500
(v/v) PMSF; 1:500 (v/v) CIP) na proporcéo de 4 volumes de massa/volume de solugdo de
extraccdo sendo submetidos a centrifugacGes diferenciais para isolamento de fraccoes

subcelulares.
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3.3. Ensaios enzimaticos

A quantificacio da proteina total foi efectuada através do método de Lowry®,
utilizando albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St louis, MO, EUA) como padrao.

Para a determinacdo da actividade especifica da enzima GCase lisossomal seguiu-se 0
protocolo previamente descrito®®. Resumidamente, 25 L extrato de 6rgdo, com concentragdo
inicial de 2 mg/ml em 0,1% de triton X-100 (v/v) (Sigma-Aldrich, St louis, MO, EUA), foram
incubados 30 minutos com 10 mM de Conduritol p Epoxido (CBE) (BioMol, NY, EUA) a
temperatura ambiente com agitacdo ocasional, ap6s a qual 10 pug de amostra foram incubados
durante 2 horas a 37°C com 10 mM de 4-metilumbeliferona-B-glucosido (Sigma-Aldrich, St
louis, MO, EUA) como substrato em tamp&o 100mM citrato-200mM fosfato (pH 5.2) e 5SmM
taurocolato de sédio (Calbiochem, La Jolla, EUA). Apds a incubacdo, a reaccdo foi parada
com 1 mL de tampédo 0.5M glicina/NaOH, pH 10. A fluorescéncia da 4-metilumbeliferona (4-
MU) (Sigma-Aldrich, St louis, MO, EUA) foi medida a 445 nm num espectrometro de
fluorescéncia (Hitachi HTA, Ilianois, EUA) e a sua quantificacdo foi efectuada por
comparacdo com fluorescéncias de 4-MU com concentracdes conhecidas.

Para a determinacdo das restantes actividades enzimaticas, utilizadas como controlo,
procedeu-se de forma semelhante, usando-se 10 ug de proteina por ensaio sendo a dilui¢do
inicial feita em agua desionizada a excepc¢do da Hexosaminidase total na qual se procedeu a
uma pré-diluicdo da amostra em BSA 100 ug/ml sendo utilizadas 2,5 ug de proteina no
ensaio, e alterando-se os substratos utilizados, os tampdes e 0s tempos de incubagdo. Assim,
para a enzima Hexosaminidase total como substrato utilizou-se a 4-MU-2-acetamido-2-deoxi-
B-D-glucopiranosido (Sigma-Aldrich, St louis, MO, EUA) em tamp&o 50 mM citrato-100 mM
fosfato (pH 4.4) durante 15 minutos a 37°C*; para a Hexosaminidase A como substrato
utilizou-se a 4-MU-6-sulfo-2-acetamido-2-deoxi-p-D-glucopiranosido (Moscerdam TS,
Oegstgeest, Holanda) 2 mM em tampéo 100 mM citrato-200 mM fosfato (pH 4.0) durante 60
minutos a 37°C*% para a B-Galactosidase como substrato utilizou-se a 4-MU-B-D-
galactopiranosido (Sigma-Aldrich, St louis, MO, EUA) 1 mM com NaCl 100 mM em tampao
50 mM citrato-100 mM fosfato (pH 4.3) durante 30 minutos a 37°C*; para a a-Galactosidase
A como substrato utilizou-se a 4-MU-a-D-galactopiranosido (Glycosynth, Cheshire,
Inglaterra) 5 mM em tampéao 50 mM citrato-100 mM fosfato (pH 4.5) durante 60 minutos a
37°c®,

26



Estudo do complexo LIMP-2/B-Glucocerebrosidase
Identificacdo de interactores da LIMP-2

3.4. Electroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

A quantificacdo da proteina nas amostras em estudo foi efectuada utilizando o método
de Bradford®, utilizando imunoglobulinas bovinas como padr&o.

Os extractos proteicos, a analisar em géis de poliacrilamida desnaturantes (SDS-
PAGE), foram aquecidos em Gel loading buffer 1x (Tris/HCI 50mM pH8.8, EDTA/NaOH
2mM pH 8.8, SDS 2% (ml/v), azul de bromofenol 0.017% (m/v), glicerol 10% (m/v))
suplementado com DTT 0.1M%, 20 minutos a 65°C, 5 minutos a 90°C e, posteriormente,
centrifugados durante 2 minutos a 15000g a temperatura ambiente.

A separacio proteica realizou-se utilizando o sistema descontinuo de Laemmli®. Para
tal, utilizaram-se géis de 0.75 mm de espessura, constituidos por um gel de empacotamento de
poliacrilamida 5% (acrilamida:bisacrilamida 75:1) em Tris/HCI 125mM pH 6.8 e SDS 0.1%
(m/v) e um gel de separacdo de poliacrilamida de 12% (acrilamida:bisacrilamida 75:1) em
Tris/HCI 750mM pH 8.8 e SDS 0.1% (m/v). Como tampéao de electroforese foi utilizado Tris
0,025 M, glicina 0,25M e SDS 0.1% (m/v).

Apbs a electroforese, as amostras proteicas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (Schleicher & Schuell) utilizando um sistema semi-dry (Scie-Plas, Cambridge,
Reino Unido) de acordo com as instrugdes do fabricante. A eficiéncia da transferéncia foi
avaliada com recurso ao reagente de Ponceau S 1x (v/v) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA). Depois de descoradas, as membranas foram bloqueadas com 5% leite em p6 magro
(m/v) em TBS1x durante uma hora e incubadas durante a noite com o anticorpo policlonal
anti-LIMP-2 produzido em coelho (Novus Biological, Littleton, EUA). Para a detec¢do do
anticorpo primario, as membranas foram entdo lavadas duas vezes em 0.1% Tween-20 em
TBS 1x e incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho produzido em cabra,
acoplado a fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), durante 1 hora a temperatura
ambiente. A deteccdo foi realizada por reac¢do cromogénica, utilizando o substrato da
fosfatase alcalina 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) e o oxidante nitroblue tetrazélio
(NBT) (Bio-Rad, California, EUA) em Alkaline phosphatase Buffer (100 mM Tris/HCI pH
8,8, 150 mM NaCl; 5 mM MqgCl,) até desenvolvimento de cor. As membranas foram
digitalizadas e a analise densitometrica das bandas foi efectuada utilizando o software Image
lab (Bio-Rad, California, EUA).
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3.5. Isolamento de fraccdes subcelulares

Para o fraccionamento subcelular, os 6rgdos de rato Wistar (Rattus norvegicus)
homogenizados em SEM foram submetidos a centrifugacdes diferenciais de acordo com o
protocolo descrito por Gouveia e colaboradores em 1999%*, com algumas alteracdes. Assim, o
homogeneizado total foi submetido a uma centrifugacdo inicial de 10 minutos a 600g. O
sobrenadante obtido (Sobrenadante Pds Nuclear - PNS), foi centrifugado 5 minutos a 2350g.
Apds esta centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi centrifugado 20 minutos a 12300g,
originando um precipitado rico em organelos, como peroxissomas, RE, Golgi, Lisossomas e
Mitocondrias menos densas. Todas as centrifugagfes foram efectuadas a 4°C no rotor SS-34
da centrifuga Sorvall RC-5B Plus e foram recolhidas aliquotas de todas a frac¢Ges, que foram
congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80°C. O processo de fraccionamento subcelular

encontra-se esquematizado na figura 6.

HT
(Homogeneizado total)

000g;.10 nsins C+N (Nucleos; células intactas; membrana plasmatica)

PNS
(Sobrenadante Pos Nuclear)

2350g, S min

HM (Mitocondrias de densidade elevada)

SN
(Sobrenadante)

12300g, 20 min
Cit+MS (Citosol; Microssomas)

LM
(Peroxissomas; RE; Golgi; Lisossomas; Mitocondrias menos densas)

Figura 6 - Representacdo esquematica do fraccionamento subcelular.
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3.6. Solubilizacdo de proteina

De modo a solubilizar a LIMP-2, tendo em conta que é uma proteina integral da
membrana do lisossoma, utilizaram-se dois detergentes: a digitonina (Calbiochem, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) um detergente ndo ionico capaz de solubilizar proteinas
membranares por destabilizacdo da membrana lipidica, sendo capaz de interagir com o
colesterol mas preservando interacGes proteina-proteina, e o triton X-100 (Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA), um surfactante ndo idnico capaz de se associar com a membrana levando a
flexibilizacdo e destabilizacdo desta tornando solUveis as proteinas integrais da membrana na
sua forma nativa, no entanto ndo preserva de forma efectiva intera¢des proteina-proteina mais
fracas.

Nas experiéncias de solubilizacdo da LIMP-2, 5 mg da frac¢do organelar (LM) de cada
orgdo de rato, foram incubadas com tampé&o de solubilizacdo com digitonina ou triton X-100
(50mM Tris-acetato pH 7,2; 0,1M acetato de potassio pH 7,2; 0,25M &cido 6-aminocapréico;
10% (m/v) glicerol; 1:500 (v/v) PMSF; 1:500 (v/v) CIP e 2,5% digitonina ou 1% triton X-
100), num volume final de 1 mL, durante 30 minutos a 4°C, sob ligeira agitaco®. Apés a
incubacdo, a amostra foi centrifugada a 16200g, 20 minutos a 4°C. O material insolavel foi
removido e a fracgdo sollvel foi recolhida e analisada por electroforese em gel nativo e
electroforese em gel de poliacrilamida em condic¢des desnaturantes e submetidos a Western

blot para deteccdo especifica da LIMP-2.

3.7. Electroforese em gel nativo de poliacrilamida

Na analise dos complexos proteicos em gel nativo de poliacrilamida, o equivalente a
100 ug de proteina da fracgdo soltvel (ver Materiais e métodos — Solubilizacdo de proteina)
foram misturados com 10 ul de tampédo contendo 50 mM Tris/HCI pH 8,0 e 2 mM DTT. A
mistura foi suplementada com 5% (m/v) de sacarose e azul de bromofenol 1x sendo carregada
em gel nativo 7% (Acrilamida 7%/Bisacrilamida 0,09%; 0,236M Tris-HCI pH 8,48; 0,05%
triton X-100).

Os tampdes de electroforese continham, nos reservatérios do catodo e do anodo, 39,6
mM Tris-HCI pH 8,89 suplementada com 5 mM de B-mercaptoetanol ou 0,05% de triton X-
100 e 63 mM Tris-HCI pH 7,47, respectivamente. A electroforese nativa realizou-se a 250

mA, durante 6 horas a 4°C%. Para visualizagdo das bandas/complexos, o gel foi transferido
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para membrana de nitrocelulose e submetidos a Western Blotting (ver Material e Métodos -

Electroforese em gel de poliacrilamida desnaturante).

3.8. Imunoprecipitacio da LIMP-2

O equivalente a 5 mg de proteina da fraccdo organelar (LM) resultante do
fraccionamento subcelular foi solubilizado como descrito acima (ver Materiais e métodos —
Solubilizag&o de proteina). A fracgdo soluvel foi incubada a 4°C durante 5h sob agitagdo com
7,5 mg de proteina A-sefarose (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) (previamente incubadas
overnight a 4°C com agitacdo, com 20 ul do anticorpo anti-LIMP-2 (Novus Biological,
Littleton, EUA) ou com quantidade equivalente de soro de coelho (Rabbit serum Trim 37 pré-
imune bleed)). Apos a incubacéo, as beads foram lavadas 4 vezes com 300 pL de tampé&o de
solubilizacdo e 1 vez com TBS 1x. As proteinas imunoprecipitadas, foram eluidas das beads
com 60 pL de Gel loading Buffer 2x suplementado com DTT 0,1 M, sendo submetidas a uma
série de incubacBes: 37°C durante 5 minutos, 65°C durante 20 minutos e 95°C durante 15
minutos. A eficiéncia da imunoprecipitacdo foi avaliada por SDS-PAGE e Western blot com
anticorpo especifico anti-LIMP-2.

O equivalente a 3 mg e 4 mg de imunoprecipitado quando solubilizado com triton X-
100 e digitonina, respectivamente, foi submetido a electroforese em gel de poliacrilamida
12%. Para visualizacao, os géis foram corados com Coomassie/TCA (Coomassie Brilliant R-
250 0,05%; TCA 12,5%). Depois de descorados com TCA 10% (v/v) as bandas de interesse

foram excisadas.

3.9. Identificacdo de proteina

A identificacdo de proteinas foi efectuada pela Unidade de Protedmica do Instituto de
Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), por espectrometria
de lonizacdo/dessorcdo a laser assistida por matriz (Matrix-assisted laser
desorption/ionization — MALDI) com analisador por tempo-de-voo (Time-of-flight — TOF)
usando o espectrometro de massa 4700 MALDI TOF/TOF Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems).

Para a analise, as amostras sdo incubadas com tripsina modificada que cliva sequéncia

especificas (Leucinas e Lisinas) de aminodcidos da proteina da amostra, gerando varios
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peptidos que possuem pesos moleculares diferentes, que sdo, na sua maioria muitas vezes,
exclusivos para uma determinada proteina. Estes péptidos constituem a impresséo digital por
massas peptidica (Peptide mass fingerprint - PMF) da proteina.

Os péptidos gerados sdo depois extraidos do gel e misturados com uma matriz de
acido o-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA). Esta solucdo de matriz/péptidos é colocado em
placa e os péptidos analisados por MALDI com analisador por tempo-de-voo (Time-of-flight —
TOF), com capacidade de reflector. Os iGes séo acelerados e ionizados por laser sendo
separados pela sua razdo massa/carga (m/z). Assim, iGes com a mesma energia translacional
inicial e diferente m/z demoram tempos diferentes para atravessar uma dada distancia.

A identificacdo das proteinas é determinada por comparacdo da PMF da proteina
desconhecida obtida, com o peso molecular tedrico dos péptidos que sdo gerados por digestdo

157 ou SwissProt/UniProt®®,

matematica das proteinas inseridas nas bases de dados como NCB
Como resultado temos uma lista de proteinas com base na sua probabilidade calculada.
A identidade da proteina é verificada utilizando o seu ponto isoelectrico (pl), a massa

molecular e a PMF obtida por comparagdo com as proteinas da base de dados.

3.10 Estatistica

A estatistica foi efectuada com recurso ao software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, EUA), com recurso ao método de Tukey.
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1VV. Resultados

Estequiometria relativa do complexo LIMP-2/B-Glucocerebrosidase

A estequiometria relativa entre a proteina integral da membrana lisossomal, LIMP-2, e
a hidrolase lisossomal, GCase, em diferentes 6rgdos, estudou-se de modo a clarificar a
dependéncia do tipo celular no enderegcamento da GCase para o lisossoma através da LIMP-2,
um vez que, como j& descrito na literatura, nos doentes com deficiéncia em LIMP-2, a
actividade da GCase é normal em leucécitos mas deficiente em fibroblastos®,

Para podermos estabelecer a estequiometria relativa de LIMP-2/GCase nos
homogeneizados dos diferentes 6rgaos de ratinho (cérebro, coracdo, rim, figado, pulmao,
masculo, baco e testiculo), a LIMP-2 foi quantificada por SDS-Page e WB, através da
densitometria das bandas (Figura 7A). Em relacdo a GCase, a sua quantificacdo foi aferida
indirectamente recorrendo a determinacdo da actividade enzimatica, devido a inexisténcia de
um anticorpo capaz de reconhecer a GCase de Mus musculus/Rattus norvegicus (Figura 7B).

A razdo das quantidades de LIMP-2/GCase varia com o 6rgdo em analise (Figura 7C).
Tendo em consideragdo que a estequiometria de formacdo do complexo LIMP-2/GCase
sugerida por Reczek e colaboradores, em 2007, é de 2:2 em células COS?, as diferentes
estequiometrias relativas observadas poderdo resultar de trés factores: 1) reciclagem da LIMP-
2 para 0 RE ou complexo de Golgi; 2) turnover diferencial da LIMP-2 e Gcase ou 3) a LIMP-
2 apresentar maltiplas fungdes na célula dai ser expressa em maior quantidade.

Considerando a hip6tese de que a LIMP-2, a semelhanca dos receptores M6P, apds o
enderecamento da GCase para o lisossoma seja reciclada para o complexo de Golgi e até
mesmo para 0 RE, podendo ai sequestrar GCase sem ser sintetizada de novo.

Por outro lado, o grau de turnover destas proteinas podera ser diferente consoante o
6rgdo em questdo. Ou seja, é possivel que em determinados 6rgdos a taxa de protedlise
verificada para a degradacdo da GCase seja mais lenta do que noutros, quando assumindo
uma igual taxa de degradacdo da LIMP-2. Por exemplo, o rim e o bago apresentam a mesma
quantidade de LIMP-2 e uma grande diferenca na actividade de GCase (bago com actividade
superior) (tabela I11) o que sugere que a GCase no baco é mais estavel, tendo uma taxa de
degradacdo inferior neste 6rgdo. No entanto, uma diferenca na estequiometria relativa das
duas proteinas poderd indicar uma multiplicidade de fun¢Ges da LIMP-2, que ndo apenas 0

enderecamento da GCase para o lisossoma.
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Figura 7 - Estequiometria relativa da LIMP-2 e GCase em diferentes drgdos de ratinho C57BL/6. (A)
Quantificagdo relativa de LIMP-2 determinada através de densitometria de bandas obtidas por WB; (B) Actividade
enzimatica da GCase; (C) Razéo da quantidade relativa de LIMP-2 pela actividade da GCase. Em ambas as determinacfes
foram analisados 6rgdos de 8 animais.
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Tabela 111 - Analise estatistica da quantidade relativa de LIMP-2, actividade de GCase e estequiometria
relativa LIMP-2/GCase em diferentes orgdos de Mus musculus. Analise estatistica efectuada com o software GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, EUA), com recurso ao método de Tukey. Foram usados no estudo 6rgéos de 8 animais. * - p <
0,05; ** - p <0,001; *** - p < 0,0001; ns — ndo significativo.

Significancia (p < 0,05)
Orgaos
LIMP-2 Actividade GCase LIMP-2/Act GCase

Cérebro vs Figado faleie Fhx *
Cérebro vs Coragao ns ns **

Cérebro vs Rim ns ns *
Cérebro vs Pulméao ns ns ns
Cérebro vs Testiculo ns ns ns
Cérebro vs Bago ns ok fal
Cérebro vs Musculo faled ns ns
Figado vs Coragdo il Fhx Fhx
Figado vs Rim falale faleal Fhx

Figado vs Pulméo ol faleel *
Figado vs Testiculo falaied faleid ns
Figado vs Bago falaied il ns
Figado vs Musculo falale faleal Fhx
Coracdo vs Rim ns ns ns
Coragdo vs Pulmédo falaied il fal
Coragdo vs Testiculo ns Fkx il
Coracdo vs Baco ** Fhx whx
Coragdo vs Musculo ns ns ns
Rim vs Pulméo ns * **
Rim vs Testiculo ns * el
Rim vs Bago ns el Fhx
Rim vs Musculo faled ns ns
Pulméo vs Testiculo ns ns ns

Pulméo vs Bago ns ** *
Pulmao vs Musculo falaied il ns
Testiculo vs Bago ns ** ns
Testiculo vs Musculo * faleal falel
Baco vs Musculo falaied il faleie
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Distribuicdo da LIMP-2 nas diferentes fraccoes organelares

De forma a comprovar a possivel existéncia de outras func¢des da LIMP-2 na célula,
procedemos ao isolamento de fracgdes organelares para posterior imunoprecipitacdo dos
complexos nos quais a LIMP-2 participa.

Uma vez que o testiculo e baco sdo aqueles que apresentam maior quantidade de
LIMP-2 (apds normalizagdo por quantidade de GAPDH na amostra) serdo os usados neste

estudo.
Inicialmente, analisamos o enriquecimento em LIMP-2 das frac¢bes obtidas por

fracionamento subcelular de testiculo e bago de Rattus norvegicus.

A
LIMP-2 em fracgdes de Testiculo LIMP-2 em fraccBes de Bago
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Figura 8 - Quantidades relativas de LIMP-2 em fraccbes subcelulares de testiculo e baco de Rattus
norvegicus. (A) Quantidades relativas de LIMP-2 em 100 pg de proteina de cada fraccdo obtida. (B) Ap6s obtencéo dos
homogeneizados totais por fracionamento subcelular, o equivalente a 100 ug de cada fracgdo de testiculo e baco de Rattus
norvergicus foram analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C)
Ponceau relativo ao WB obtido para avaliagao da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa

molecular de proteinas standard.

A LIMP-2 esta enriquecida na fraccdo organelar (LM) tanto de testiculos como de

baco (Figura 8), sendo por isso esta a fraccdo usada nas fases posteriores deste trabalho.
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Condicoes de solubilizacdo da LIMP-2

Sendo a LIMP-2 uma proteina transmembranar, presente na membrana dos
lisossomas, a necessidade de solubilizacdo desta proteina torna-se imperativa. Assim, foram
varias as condicOes testadas de modo a permitir obter a maior quantidade possivel de LIMP-2
na fracgdo sollvel. Testamos nomeadamente: diferentes detergentes e diferentes percentagens
de detergente; diferentes quantidades de proteina inicial e diferentes centrifugacdes. No
entanto, tendo como objectivo a obtencdo de complexos formados por esta proteina em
contexto celular, foi necessario testar o uso de dois tipos de detergentes de forma a preservar
interacOes proteina-proteina.

Para isso procedeu-se ao uso de digitonina, detergente ndo idnico capaz de solubilizar
proteinas membranares por destabilizacdo da membrana lipidica mas com capacidade de
preservacdo de interacdes proteina-proteina, e de triton X-100, um surfactante ndo iénico que
por associacdo com a membrana leva a flexibilizacdo e destabilizacdo desta tornando sollveis
as proteinas integrais na sua forma nativa, no entanto ndo preserva de forma efectiva
interacdes proteina-proteina mais fracas.

De forma a obter a maior quantidade de LIMP-2 sollvel possivel procedeu-se a
optimizacdo das condi¢bes de solubilizacdo usando diferentes concentracdes de proteina
(Figura 9 — 12) e percentagens de agente de solubilizacéo (Figural3 — 15).
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Figura 9 - Solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 1% e triton X-100 (Tx-100) 1% aplicado a uma
concentragdo de 5 mg/ml de proteina total de frac¢do organelar de Testiculos de Rattus norvegicus. (A) Quantidades
relativas de LIMP-2 para 100 ug de proteina. (B) Ap6s solubilizagdo da frac¢do organelar (LM) com digitonina 1% ou triton
X-100 o equivalente a 100 pg de fraccdo organelar (LM), da solucéo apds solubilizagdo (P6s sol), do sobrenadante contendo
as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as proteinas nao soluveis (P) de testiculo de Rattus norvergicus foram
analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau relativo ao
WB obtido para avaliacdo da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa molecular de

proteinas standard.
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Figura 10 - Solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 1% e triton X-100 (Tx-100) 1% aplicado a uma
concentracgdo de 10 mg/ml de proteina total de fracgéo organelar de Testiculos de Rattus norvegicus. (A) Quantidades
relativas de LIMP-2 para 100 pg de proteina. (B) Ap6s solubilizagdo da fraccdo organelar (LM) com digitonina 1% ou triton
X-100 o equivalente a 100 pg de fracgdo organelar (LM), da solucdo apds solubilizagdo (Pds sol), do sobrenadante contendo
as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as proteinas nao soluveis (P) de testiculo de Rattus norvergicus foram
analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau relativo ao
WB obtido para avaliacdo da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa molecular de

proteinas standard.
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Figura 11 - Solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 1% e triton X-100 (Tx-100) 1% aplicado a uma
concentracdo de 15 mg/ml de proteina total de fraccdo organelar de Testiculos de Rattus norvegicus. (A) Quantidades
relativas de LIMP-2 para 100 pg de proteina. (B) Ap6s solubilizagdo da fracgdo organelar (LM) com digitonina 1% ou triton
X-100 o equivalente a 100 pg de fracgdo organelar (LM), da solucdo apds solubilizagdo (Pds sol), do sobrenadante contendo
as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as proteinas nao soluveis (P) de testiculo de Rattus norvergicus foram
analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau relativo ao
WB obtido para avaliacdo da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa molecular de

proteinas standard
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Figura 12 - Solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 1% e triton X-100 (Tx-100) 1% aplicado a uma
concentracdo de 5 mg/ml de proteina total de fraccdo organelar de Bago de Rattus norvegicus. (A) Quantidades
relativas de LIMP-2 corrigidas para 100 pg de proteina. (B) Ap6s solubilizacdo da fraccdo organelar (LM) com digitonina
1% ou triton X-100 o equivalente a 33,3 pg de fraccdo organelar (LM), 100 pg da solucéo apos solubilizagdo (Pds sol), do
sobrenadante contendo as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as proteinas ndo soluveis (P), quando usada a
digitonina, e 300 pg do Pellet contendo as proteinas nao soluveis (P), quando usado o Tx-100, de bago de Rattus norvergicus
foram analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau
relativo a0 WB obtido para avaliagdo da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa
molecular de proteinas standard

A concentracdo de proteina inicial que torna o processo de solubilizacdo mais
vantajoso € o de 5 mg/ml (Figura 9), que permite solubilizar cerca de 45% de proteina da
amostra quando era usada a digitonina como agente de solubilizagcdo e virtualmente a
totalidade de LIMP-2 era solubilizada quando usado o triton X-100 (Tabela 1V).

O mesmo estudo foi realizado com a fraccdo organelar de bagco com a mesma
quantidade de proteina (Figura 12). No entanto, e apesar de em compara¢do com o testiculo a
fraccdo organelar ter uma concentracdo maior de LIMP-2, a quantidade de proteina recolhida
apos fracionamento subcelular deste 6rgdo é muito baixa, o que nos levou a optar pelo
testiculo para efectuarmos os restantes ensaios.

Com o aumento da concentragdo de proteina, para 10 mg/ml (Figura 10) e 15 mg/ml
(Figura 11), verificamos uma diminuicédo de LIMP-2 solubilizada (Tabela 1V) o que demostra
que 0 aumento de concentracdo da amostra ndo favorece o processo de solubilizacao.
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Tabela IV - Percentagem de LIMP-2 solubilizada com digitonina 1% e triton X-100 1%. n.d. — nao
determinado.

Testiculos Baco
5mg/ml | 10 mg/ml | 15 mg/ml | 5 mg/ml

& | 500009, 30 min | 40% 28% 24% n.d.
[N}
g3
-.g’ 16200g, 20 min 46% 21% 33% 53%
S
N 50000g, 30 min 100% 71% 96% n.d.
X X
c
.*g 16200g, 20 min 100% 91% 76% 89%
|_

Durante o processo de optimizacdo de quantidade de proteina a usar, foi também
avaliado o critério de proteina solubilizada, sendo a quantidade de proteina solubilizada
avaliada com base na quantidade relativa de LIMP-2 na frac¢do sollvel. Para obtencdo desta
fraccdo recorreu-se a dois tipos de centrifugacdo, 50000 g durante 30 minutos que é a
centrifugacdo ja descrita em outros estudos, ou 16200 g durante 20 min que eliminaria a
necessidade do uso de ultracentrifugacdo que serd um passo sensivel neste estudo uma vez
que os volumes de trabalho sdo muito reduzidos.

Dado que néo se observaram grandes diferencas entre estes dois tipos de centrifugacédo
(Figura 9 — 11 e Tabela IV), e tendo em considera¢do que a ultracentrifugacdo a 50000 g,
envolveria ndo s6 um maior dispéndio de tempo como também a transferéncia da amostra
para tubos especificos o que poderia resultar em perda de amostra, decidimos utilizar a
centrifugacdo a 16200 g nas experiéncias seguintes.

A percentagem de digitonina a usar foi também avaliada de forma a tentar aumentar a
eficiéncia de solubilizacdo da membrana.

Aplicando os critérios anteriormente optimizados, a solubilizacdo da LIMP-2 com
recurso a 2,5% de digitonina foi aplicada a fraccGes organelares de trés érgdos: testiculo
(Figura 13), baco (Figura 14) e figado (Figura 15).

Sera importante referir que na solubilizacéo realizada a fraccdo organelar de testiculo
possa ter havido uma perda de proteina no processo de solubilizagdo com digitonina, uma vez
que a quantidade de LIMP-2 pos-solubilizacdo (P6s Sol.) se encontra bastante deficitaria em
relacdo a quantidade inicial (LM) (Figura 13).

Apesar do aumento da concentracdo de digitonina, ndo se verificou um aumento da

percentagem de LIMP-2 soltvel (Tabela V), mostrando que neste processo o surfactante nao é
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um reagente limitante. Ainda assim optamos por usarmos esta concentracdo de digitonina em

todo o processo posterior.
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Figura 13 - Solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 2,5% e triton X-100 (Tx-100) 1% aplicado a uma
concentracgdo de 5 mg/ml de proteina total de fracg¢do organelar de testiculos de Rattus norvegicus. (A) Quantidades
relativas de LIMP-2 para 100 pg de proteina. (B) Apoés solubilizagdo da fraccéo organelar (LM) com digitonina 2,5% ou
triton X-100 o equivalente a 100 pg de fraccdo organelar (LM), da solugdo apds solubilizagdo (P6s sol), do sobrenadante
contendo as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as proteinas ndo soluveis (P) de testiculo de Rattus norvergicus
foram analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau
relativo a0 WB obtido para avaliagdo da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa

molecular de proteinas standard
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Figura 14 - Solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 2,5% e triton X-100 (Tx-100) 1% aplicado a uma
concentracdo de 5 mg/ml de proteina total de fraccdo organelar de Bago de Rattus norvegicus. (A) Quantidades
relativas de LIMP-2 para 100 pg de proteina. (B) Apo6s solubilizagdo da fraccdo organelar (LM) com digitonina 2,5% ou
triton X-100 o equivalente a 100 pg de fraccdo organelar (LM), da solugdo apds solubilizagdo (P6s sol), do sobrenadante
contendo as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as proteinas ndo soluveis (P) de baco de Rattus norvergicus foram
analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau relativo ao
WB obtido para avaliagdo da quantidade de proteina em gel. Os nimeros a esquerda representam a massa molecular de

proteinas standard.
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Figura 15 - Solubilizagcdo da LIMP-2 com digitonina 2,5% aplicado a uma concentragdo de 5 mg/ml de
proteina total de frac¢do organelar de Figado de Rattus norvegicus. (A) Quantidades relativas de LIMP-2 para 100 ug de
proteina. (B) Ap6s solubilizacéo da fraccdo organelar (LM) com digitonina 2,5% o equivalente a 100 pg de fraccdo organelar
(LM), da solugdo ap6s solubilizagdo (Pds sol), do sobrenadante contendo as proteinas soluveis (SN) e do Pellet contendo as
proteinas néo soluveis (P) de figado de Rattus norvergicus foram analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-
2; banda especifica da LIMP-2 (75 kDa). (C) Ponceau relativo ao WB obtido para avaliagdo da quantidade de proteina em
gel. Os nimeros a direita representam a massa molecular de proteinas standard

Tabela V - Percentagem de LIMP-2 solubilizada com digitonina 2,5% e triton X-100 1%. n.d. — ndo

determinado.

Testiculos Baco Figado
Digitonina 2,5% 28% 36% 46%
Triton X - 100 1% 89% 79% n.d.
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Avaliacdo dos complexos formados pela LIMP-2

Com a avaliagdo de complexos formados pela LIMP-2 em diferentes 6rgéos
pretendemos identificar/descobrir possiveis funcdes desta na célula. Com esse objectivo,
procedemos ao estudo do comportamento da LIMP-2 em gel nativo, com posterior marcacdo
especifica da LIMP-2 por Immunoblotting.

Aparentemente, o comportamento da LIMP-2 néo se altera quando a solubilizagéo é
levada a cabo com triton X-100 ou com digitonina (Figura 16). No entanto, tendo em
consideracdo que apenas 40% da LIMP-2 é solubilizada, quando usada a digitonina, pode
acontecer que apenas se detecte em gel o complexo dominante e que as pequenas quantidades
dos outros complexos ndo permitam a sua visualizacdo por método colorimétrico. No entanto,
no gel nativo foi incorporada uma quantidade, ainda que diminuta, de triton X-100 para
facilitar a entrada da amostra no gel, podendo, por isso, também ter dissolvido outros
complexos eventualmente mais fracos.

A forte limitagdo desta experiéncia prendeu-se com o facto de ndo nos permitir saber
se as bandas visualizadas correspondem a LIMP-2 na sua forma nativa apenas ou em
complexo com a GCase ou ainda outra proteina. Esta limitacdo poderia ser ultrapassada se
desenvolvéssemos uma forma recombinante da LIMP-2 de rato que pudesse ser analisada em
simultdneo com as nossas amostras, sendo assim possivel avaliar se se trataria apenas da
forma nativa da LIMP-2 em gel, bem como o desenvolvimento de um anticorpo que
reconhecesse especificamente a GCase de rato podendo assim avaliar se 0 complexo seria de

LIMP-2/GCase, uma vez que este produto ndo esta disponivel comercialmente.
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Figura 16 - Comportamento da LIMP-2 em gel nativo. Ap6s solubilizacdo da fraccdo organelar (LM) com
digitonina 2,5% ou triton X-100 o equivalente a 50 pg da fracgdo que contém as proteinas solubilizadas de testiculo e bago de
Rattus norvegicus foi analisada em gel nativo e por WB com anticorpo anti-LIMP-2; * banda especifica da LIMP-2 ou de
algum complexo que contenha a LIMP-2.

Imunoprecipitacdo da LIMP-2

Dada a importéncia da identificacdo dos complexos proteicos formados pela LIMP-2
e as dificuldades com que nos deparamos com a analise dos géis nativos, decidimos optar por
uma abordagem alternativa - a imunoprecipitacio da LIMP-2. Deste modo, apdés a
solubilizacdo de fraccGes organelares de testiculo procedemos a imunoprecipitagdo com um
anticorpo especifico em condi¢des que permitissem que os complexos formados ndao fossem
dissolvidos.

A andlise da imunoprecipitacdo da LIMP-2, ap6s solubilizacdo com triton X-100
(Figura 17A) evidencia que apesar da solubilizacdo ser bastante satisfatorio, de 99,4%, apenas
20,4% da LIMP-2 ¢ recuperada ap6s imunoprecipitacdo (Figura 17B).

Quando temos em conta a imunoprecipitagdo, apés solubilizacdo da LIMP-2 com
digitonina (Figura 18A) vemos que O cenario € um pouco pior uma vez que apenas
aproximadamente 60% da proteina foi solubilizada, sendo que 18,7% da LIMP-2 é recuperada
(Figura 18B).
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O equivalente a 3 mg e 4 mg do imunoprecipitado, solubilizado com triton X-100 e
digitonina, respectivamente, foi aplicado em gel SDS-Page para posterior exciséo de bandas e

identificacdo das proteinas presentes na amostra.
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Figura 17 - Imunoprecipitacdo da LIMP-2 apoés solubilizagdo da LIMP-2 com triton X-100 1%. (A) Apds
imunoprecipitacdo com anticorpo especifico anti-LIMP-2 ou com soro de coelho, o equivalente a 100 ug da fracgdo
organelar enriquecida (LM) de testiculo de Rattus norvergicus, 150 pg do pellet, fracgdo ndo ligada (NL), Lavagens 1 a 3 (L1
— L3) e 450 pg de imunoprecipitado (IPP) foram analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; * banda
especifica da LIMP-2 (75 kDa). Os numeros a esquerda representam a massa molecular de proteinas standard. (B)
Quantidades relativas de LIMP-2 corrigidas para 100 pg de proteina e percentagens de LIMP-2 solubilizada e

imunoprecipitada.
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Figura 18 - Imunoprecipitacdo da LIMP-2 apés solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 2.5%. (A) Apds
imunoprecipitacdo com anticorpo especifico anti-LIMP-2 ou com soro de coelho, o equivalente a 100 pg da fracgdo
organelar enriquecida (LM) de testiculo de Rattus norvegicus, 200 pug do pellet, frac¢do ndo ligada (NL), Lavagens 1 e 2 (L1
— L2) e 600 pg de imunoprecipitado (IPP) foram analisados por SDS-PAGE/WB com anticorpo Anti-LIMP-2; * banda
especifica da LIMP-2 (75 kDa). Os numeros a esquerda representam a massa molecular de proteinas standard. (B)
Quantidades relativas de LIMP-2 corrigidas para 100 pg de proteina e percentagens de LIMP-2 solubilizada e

imunoprecipitada.

Andlise das proteinas gue co-precipitam com a LIMP-2

A amostra imunoprecipitada com o anticorpo especifico anti-LIMP-2 ou soro de
coelho, apo6s analise por SDS-Page apresenta um perfil proteico diferente consoante o
detergente utilizado na solubilizacdo da LIMP-2. Nas figuras 19 e 20, apresentam-se os perfis
proteicos em gel SDS-PAGE corado com coomassie/TCA, dos imunoprecipitados quando a
solubilizacéo foi efectuada com recurso a triton X-100 ou digitonina, respectivamente.

Foram excisadas para identificagdo das proteinas por espectroscopia de massa

(MALDI-TOF) todas as bandas detectadas exclusivamente no imunoprecipitado com

anticorpo especifico anti-LIMP-2, em ambos 0s geis.
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Figura 19 - Perfil proteico do imunoprecipitado com anticorpo anti-LIMP-2, apés solubiliza¢do da LIMP-2
com triton X-100 1%. A fracgdo organelar enriquecida de testiculo de Rattus norvegicus, imunoprecipitada com anti-LIMP-
2 ap0s solubilizagdo da LIMP-2 com triton X-100 1% (IPP), foi avaliada por SDS-PAGE e corado com Coomassie/ TCA. Foi
aplicado em gel o equivalente a 3 mg de proteina total do imunoprecipitado (IPP), e 150 pg do ndo ligado (NL) e da lavagem
5 (L5). As bandas assinaladas com nimeros no gel foram excisadas para identificagdo de proteinas presentes na amostra. Os
nGmeros a esquerda representam a massa molecular de proteinas standard em kDa.
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Figura 20 - Perfil proteico do imunoprecipitado com anticorpo anti-LIMP-2, apés solubilizacdo da LIMP-2

com digitonina 2.5%. A fraccdo organelar enriquecida de testiculo de Rattus norvegicus, imunoprecipitada com anti-LIMP-
2 apos solubilizagdo da LIMP-2 com digitonina 2.5% (IPP), foi avaliada por SDS-PAGE e corado com Coomassie/TCA. Foi
aplicado em gel o equivalente a 4 mg de proteina total do imunoprecipitado (IPP), e 200 pg do n&o ligado (NL) e da lavagem

4 (L4). As bandas assinaladas com nimeros no gel foram excisadas para identificacdo de proteinas presentes na amostra. Os
nGmeros a esquerda representam a massa molecular de proteinas standard em kDa.

Ap0s a analise de toda a informacao proteica constituinte da amostra e tendo em conta
apenas as proteinas especificas do imunoprecipitado com anti-LIMP-2, chegamos a um
conjunto de proteinas que podem ser possiveis interactores da LIMP-2.

Apesar da LIMP-2 ter sido identificada em ambos os géis por MALDI-TOF/TOF por
sequenciacdo peptidica nas bandas 1 (Figura 19), 8 e 9 (Figura 20) com confianca estatistica
de 99% e por WB (Figura 17 e 18), seria necessario efectuar a sequenciacao peptidica dos
péptidos constituintes das proteinas que se consideram possiveis interactores da LIMP-2 para
obtencdo de resultados mais fidedignos. Esta analise ndao foi conseguida em tempo til para a
escrita desta dissertacao.

N&o obstante, foi possivel isolar trés proteinas que se podem encontram, entre outras,
no imunoprecipitado com anti-LIMP-2 independentemente do tipo de solubilizante das quais
a Proteina B 15 — de ligacéo a proteina cinase C (Figura 19 — Banda 2 / Figura 20 — Banda 4)
envolvida na regulagdo da inflamagdo (Tabela VI); a Miomegalina (Figura 19 — Banda 2 /
Figura 20 — Banda 4) descrita como proteina de ancoragem envolvida no sequestro de

componentes para o0 complexo de Golgi e/ou centrossomas (Tabela VI) e a

51



Estudo do complexo LIMP-2/B-Glucocerebrosidase
Identificacdo de interactores da LIMP-2

Desoxirribonuclease-2-f (Figura 19 — Banda 2 / Figura 20 — Banda 7) responsavel pela
degradacdo do DNA no lisossoma (Tabela VI). Estas proteinas formam complexos fortes com
LIMP-2, uma vez que ndo sdo imunoprecipitadas pelo soro de coelho e estes complexos séo

isolados quando a solubilizacéo é feita com recurso a digitonina como com triton X-100.

Tabela VI - Fungéo das proteinas identificadas no imunoprecipitado com anti-LIMP-2

Nome da proteina Funcdo da proteina

Protefna 3 15 — de liga¢do a protefna cinase C |Envolvido na activacdo de NF«f e regulagdo da inflamagdo

Miomeaalina Proteina de ancoragem para sequestro de componentes
g dependentes da via CAMP para o0 Golgi e / ou centrossomas

Desoxirribonuclease-2-f3

Hidrolise de DNA em condicGes acidicas (lisossoma)
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V. Discussao e Conclusoes

A LIMP-2 é uma proteina integral da membrana do lisossoma responsavel pelo
enderecamento da GCase para este organelo. Apresenta ainda fungdes ligadas a resposta

imune contra determinados patogénicos®”***

e fungdo estrutural, fazendo parte dos discos
intercalares nos cardiomiécitos™®.

Neste trabalho foi desenvolvida uma estratégia para a avaliacdo da estequiometria
relativa do complexo LIMP-2/GCase em diferentes 6rgdos de ratinho (Mus musculus), de
forma a inferir sobre possiveis 6rgdos alvo para a identificacdo de novos complexos formados
pela LIMP-2 e de isolamento destes complexos para identificacdo das proteinas envolvidas no
processo de interaccdo com a LIMP-2.

Verificamos que a estequiometria relativa do complexo LIMP-2/GCase ¢ diferente nos
diferentes oOrgdos. Sendo que a estequiometria de formacdo do complexo proposta
anteriormente por outros autores’ de 2:2, as diferentes estequiometrias relativas das duas
proteinas podem dever-se a trés factores: 1) reciclagem da LIMP-2 para 0 RE ou complexo de
Golgi; 2) turnover diferencial da LIMP-2 e Gcase e/ou 3) a LIMP-2 apresentar multiplas
funcdes na célula.

Tendo por base a hipo6tese da LIMP-2 ter outras fungdes na célula para além de ser o
transportador lisossomal da GCase, procedeu-se a identificacdo de proteinas que formassem
complexo com a LIMP-2 por imunoprecipitacao.

Apesar do sucesso na imunoprecipitacdo da LIMP-2, demonstrada tanto por WB como
através da identificacdo por espectroscopia de massa por sequenciacao peptidica, a analise de
bandas por PMF revelou-se Gtil, mas pouco conclusiva, uma vez que as amostras analisadas
apresentavam como principal componente imunoglobulinas de coelho provenientes do
anticorpo ou soro usado. Este facto levou a que a identificacdo de proteinas tivesse que ser
cautelosa, uma vez que a quantidade de amostra necesséria para a analise por sequenciacao
peptidica seria elevada e ndo seria possivel a verificacdo de varios péptidos. Assim, sdo
apresentadas apenas proteinas como possiveis interactores da LIMP-2, baseado na sua
presenca apenas no imunoprecipitado com anti-LIMP-2 e presentes nos dois géis
independentemente do tipo de solubilizante. Contudo, a sequenciacdo peptidica é
absolutamente necesséria para a confirmacdo deste resultado, o que serd feito em estudos
futuros.

Sendo que a LIMP-2 tem como principal funcdo o enderecamento da GCase para o

lisossoma e dado que uma das proteinas identificadas com possivel interactor, a
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Desoxirribonuclease-2-p, é responsavel pela hidrélise do DNA em condigfes acidicas cujo
transportador lisossomal ou a sequencia sinal de endere¢camento para o lisossoma ndo foi
ainda identificado, é possivel que seja a LIMP-2 a proteina responsavel por esse
enderecamento.

Por outro lado, é possivel a interacdo da LIMP-2 com uma proteina envolvida na
regulacdo da inflamag&o por activagdo do factor de transcricdo NF-«xf, a Proteina B 15 — de
ligacdo a proteina cinase C. Dada a recente funcdo descrita para a LIMP-2 como parte
integrante na internalizacdo do enterovirus 71 e activacdo de macrdfagos durante a infeccdo
por Listeria monocytogenes, podera hipotetizar-se que a LIMP-2 possa ter algum tipo de
funcdo na formacao do complexo linear ubiquitin chain assembly complex (LUBAC) (do qual
a Proteina B 15 — de ligacdo a proteina cinase C faz parte).

Foi também identificada nos imunoprecipitados a miomegalina, uma proteina de
ancoragem responsavel pelo sequestro e enderecamento de componentes da via de sinalizacdo
dependente de cCAMP para o complexo de Golgi e/ou centrossoma, podendo a LIMP-2 estar
envolvida neste processo de transporte.

Apds a analise dos resultados obtidos e a avaliacdo de todas as dificuldades com que
nos deparamos, pensamos que algumas das abordagens utilizadas deveriam ser revistas e
alteradas. Nomeadamente:

1) A utilizacdo de ratinho em vez de rato, permitiria uma identificagdo mais completa
das proteinas na amostra, uma vez que as bases de dados de proteinas disponiveis para este
organismo, sdo mais completas e existe um maior nimero de proteinas que estando descritas,
sdo verificadas a nivel proteico, logo que a sua sequéncia proteica esta verificada
experimentalmente.

2) De forma a colmatar o problema da baixa concentracdo de complexos/proteinas
imunprecipitados ou mesmo presentes na fraccdo sollvel, dever-se-ia investir num
refinamento da amostra optando pela obtencdo de organelos puros tentando-se,
posteriormente, aplicar a abordagem descrita neste trabalho a lisossomas puros. A utilizacéo
de um anticorpo monoclonal na imunoprecipitacdo, em substituticdo do policlonal usado,
seria vantajoso tendo em conta a sua maior sensibilidade, o que permitiria a obtencdo de uma
maior quantidade de proteina imunoprecipitada e minimizaria as eventuais reac¢des nao
especificas.

3) A purificacdo do imunoprecipitado de forma a eliminar as imunoglobulinas que se
revelaram bastante prejudiciais nesta analise, seria outro dos aspectos a melhorar neste estudo.

Para isso, poder-se-ia ligar o anticorpo covalentemente as beads de agarose com recurso a
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produtos comerciais que se ligam a aminas primarias do anticorpo ou usar-se um crosslinker
como o disuccinimidil suberato (DSS) ou o Sulfo-DSS (BS3) que promove a formacédo de
ligacGes covalentes entre as beads A ou G com o anticorpo, possibilitando a analise das
proteinas co-imunoprecipitadas num gel SDS-PAGE sem a presenca das imunoglobulinas.

Em conclusdo e apesar de alguns problemas ja discutidos nesta seccdo, neste estudo
foi possivel apresentar um protocolo capaz de proporcionar uma eficiente obtencéo de LIMP-
2 solGvel apos tratamento da membrana lisossomal com agentes solubilizantes pouco
agressivos capazes de manter as interagdes fracas entre os complexos proteicos. Foram
descritas também, as condigbes necessarias a imunoprecipitacdo destes complexos,
mostrando-se possivel a identificacdo de proteinas que fazem parte dos complexos formados
pela LIMP-2. Por fim, apresentam-se trés possiveis interactores da LIMP-2 que, apds

verificacdo, poderdo levar ao estabelecimento de novas fungdes desta proteina na célula.
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