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RESUMO

A Mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA), é uma doenca lisossémica de
depdsito ocasionada pela degradacdo deficiente dos glicosaminoglicanos
(GAG) queratan sulfato e condroitin-6-sulfato devido a deficiéncia da enzima N-
acetilgalactosamina 6-sulfatase. Como a fisiopatologia desta doenca ainda nao
esta totalmente elucidada e muitos estudos vém demonstrando o envolvimento
do estresse oxidativo e inflamacdo na patogénese de outros tipos de
mucopolissacaridoses, 0 objetivo principal deste trabalho foi investigar os
pardmetros de estresse oxidativo e mediadores inflamatérios em pacientes
MPS IVA sob terapia de reposicdo enzimética (TRE). Foram analisadas
amostras de urina e sangue de pacientes MPS IVA sob TRE (n=17) e controles
saudaveis pareados por idade (n=10-14). Os pacientes apresentaram
diminuicdo significativa nos niveis de defesas antioxidantes, medida através
dos niveis de glutationa reduzida (GSH), e aumento da enzima superédxido
dismutase (SOD) em eritrécitos. Em relacdo ao dano a biomoléculas, foi
observado nos pacientes um aumento de lipoperoxidacdo (aumento dos niveis
de isoprostanos urinarios) e de dano oxidativo a proteinas (aumento dos niveis
urindrios de di-tirosina e diminuicdo dos grupamentos sulfidrila no plasma)
comparativamente aos controles. Nossos resultados também mostraram que
os pacientes MPS IVA sob TRE apresentaram maior dano ao DNA, sendo este
dano de origem oxidativa e atingindo bases purinicas e pirimidinicas. Além
disso, os pacientes apresentaram niveis significativamente aumentados de
interleucina-6 e esta, por sua vez, apresentou correlacdo negativa com GSH,
mostrando uma possivel relacdo entre inflamacdo e estresse oxidativo nesta
doenca. Considerando que os niveis de GAG urinarios ainda se encontravam
elevados nos pacientes em comparacado com o0 grupo controle, pode-se supor
gue 0s mesmos estejam, pelo menos em parte, correlacionados com os danos
oxidativos encontrados nestes pacientes. Os dados encontrados no presente
trabalho sugerem que pacientes MPS IVA sob TRE apresentam uma condi¢éo
pro-inflamatéria e oxidativa e que a suplementacdo com antioxidantes em
combinagcdo com a TRE deve ser investigada com o intuito de melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Cabe ressaltar que este € o primeiro estudo

em pacientes que relaciona MPS IVA com estresse oxidativo e inflamacg&o.



Palavras-chave: Mucopolissacaridose IVA, estresse oxidativo, inflamacéao,
terapia de reposi¢do enzimatica, glicosaminoglicanos.



ABSTRACT

Investigation of oxidative stress and inflammation biomarkers in
Mucopolysaccharidosis type IVA patients under enzyme replacement
therapy

The Mucopolysaccharidosis type IVA (MPS IVA) is a lysosomal storage disease
caused by impaired degradation of keratan sulfate and chondroitin-6-sulfate
glycosaminoglycans (GAG), due to a deficiency on the enzyme N-
acetylgalactosamine-6-sulfatase. Since the pathophysiology of this disease is
still not totally elucidated and many studies demonstrated the involvement of
oxidative stress and inflammation in the pathogenesis of other
mucopolysaccharidoses types, the principal objective of this study was to
investigate oxidative stress parameters and inflammatory mediators in MPS IVA
patients under enzyme replacement therapy (ERT). Urine anda blood samples
of MPS IVA patients under ERT (n= 17) and healthy age-matched controls (n=
10-14) were evaluated. Patients presented a significant decrease in antioxidant
defenses levels, assessed by reduced glutathione (GSH), and increased
superoxide dismutase (SOD) activity in erythrocytes. With regard to the
biomolecules damage, was observed that patients presented lipid peroxidation
(increase of isoprostanes urinary levels) and protein damage (increase of di-
tyrosine urinary levels and decrease of sulfhydryl groups in plasma), when
compared to controls. Our results showed higher DNA damage levels in MPS
IVA patients compared to control group, in both pyrimidines and purines bases.
The pro-inflammatory cytokine interleukin 6 (IL-6) was significantly increased in
patients and showed an inverse correlation with GSH levels, showing a possible
link between inflammation and oxidative stress in MPS IVA disease.
Considering that GAG urinary level were still high in ERT patients compared to
the control group, we propose that GAG are, at least in part, related with
oxidative damage found in MPS IVA patients. The data presented suggest that
pro-inflammatory and pro-oxidant states occur in MPS IVA patients under ERT,
and the supplementation of antioxidants in combination with ERT can be
investigated with the purpose of improving the patient’s life quality. To the best
of our knowledge, this is the first study in patients relating MPS IVA with

oxidative stress and inflammation.



Keywords: Mucopolysaccharidosis IVA, oxidative stress, inflammation, enzyme

replacement terapy, glycosaminoglycans.



LISTA DE ABREVIATURAS

AAS — Acido acetilsalicilico

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CAT - Catalase

CHO - do inglés Chinese Hamster Ovary

DLD - Doencas lisossdmicas de depdsito
DMB - do inglés 1,9-Dimethyl-Methylene Blue
EIM — Erros inatos do metabolismo

Endo Il — Endonuclease I

ER — Espécies reativas

ERN — Espécies reativas de nitrogénio

ERO — Espécies reativas de oxigénio

FDA — do inglés Food and Drug Administration
GAG - Glicosaminoglicanos

GALNS - do inglés N-acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase
GPx — Glutationa peroxidase

GR — Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

GSSG - Glutationa oxidada

H,O, — Perdxido de hidrogénio

IL-18 — Interleucina 13

IL-6 — Interleucina 6

IFNy — Interferon Y’

I.v. — Intravenosa

LC/MS/MS — Cromatografia Liquida acoplada a Espectroscopia de Massas em
tandem

MDA - Malondialdeido

MPS - Mucopolissacaridose

0O," - Radical superéxido

0, — Oxigénio Singlet

OH* - Radical hidroxil

RL — Radicais livres

SOD - Superoxido dismutase



TAS — Status antioxidante total

TAR — Reatividade antioxidante total

TBARS - Espécies reativas ao acido tiobarbiturico
TNF, — Fator de necrose tumoral a

TRE - Terapia de reposicao enzimatica
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1. INTRODUCAO







1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdo desordens genéticas caracterizadas
pela sintese alterada de uma proteina, geralmente uma enzima, que pode ter sua
atividade parcial ou totalmente reduzida. O resultado dessa sintese errdnea é o
bloqueio de determinada via metabdlica com consequente acumulo de substratos e
seus derivados e diminuicdo de produtos (Scriver et al., 2001). A repercussao clinica
deste bloqueio metabdlico é variavel, sendo geralmente grave ou letal (Waber,
1990).

Segundo Saudubray e Charpentier (2001) os EIM podem ser classificados em
trés grandes grupos com base em sua fisiopatologia:

a) Disturbios na sintese ou degradacdo de macromoléculas complexas. As
doencas enquadradas neste grupo apresentam sintomas permanentes,
progressivos, ndo dependentes de eventos intercorrentes e n&o relacionados
a ingesta alimentar. Fazem parte deste grupo as doencas lisossémicas de
depdsito (ex.: doenca de Gaucher, doenca de Fabry, Mucopolissacaridoses
etc.) e as desordens peroxissomais (ex.:. adrenoleucodistrofia ligada ao X,
doenca de Refsum, sindrome de Zellweger etc.).

b) Erros inatos do metabolismo intermediario. As doencas incluidas neste grupo
podem levar a intoxicacdo aguda (quadros de acidose metabdlica, vomitos,
letargia e desidratacdo) ou intoxicacao cronica (retardo mental, atraso no
desenvolvimento psicomotor e luxacéo do cristalino), tém relacdo com ingesta
alimentar e os pacientes podem apresentar intervalos livres de sintomas. A
intoxicacdo ocorre pelo acumulo de componentes toxicos e de metabdlitos,
provenientes do bloqueio das rotas metabdlicas. Fazem parte deste grupo as
aminoacidopatias (ex: fenilcetonuria, doenca do Xarope do Bordo, etc.),
acidemias organicas (acidemia propidnica, acidemia metilmal6énica, etc.),
defeitos no ciclo da ureia (citrulonemia, argininemia, etc.) e as intolerancias
aos agucares (galactosemia, etc.).

c) Doencas com déficit de energia. Neste grupo de doencas, 0s sintomas sao
causados por deficiéncia na obtencéo ou utilizacdo de energia. Incluem-se as

doencas de depdsito de glicogénio, defeitos de gliconeogénese, acidemias
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lacticas congénitas, defeitos de oxidacdo dos &cidos graxos e doencas

mitocondriais de cadeia respiratoria.

A incidéncia isolada de cada uma das doencas metabdlicas é pequena, visto
que, de forma geral, sdo de heranca autossdmica recessiva. No entanto, se forem
contabilizados os dados de cerca dos 500 distarbios conhecidos (Sanseverino et al.,
2000; Souza et al, 2002; Araujo, 2004) a frequéncia se torna mais expressiva,
chegando a aproximadamente 1/5000 nascidos vivos (Souza 2002; Martins 1999;
Martins 2003). Além disso, deve-se levar em consideracdo que 0s numeros baixos
podem representar ndo so a raridade dos disturbios, como, também, a subestimacéo
de seu diagnéstico e, no que diz respeito a isto vale destacar o papel fundamental
da triagem neonatal, conhecido como “teste do pezinho”. Esta triagem possibilitou
grande avanco no conhecimento e tratamento dessas doencas a partir de sua
deteccdo em fase pré-clinica, prevenindo o dano neuroldgico ou mesmo a morte dos

pacientes (Jardim e Ashton-Prolla, 1996; Souza et al., 2002).

1.2 LISOSSOMOS

Os lisossomos foram descobertos a mais de 50 anos atras, por Christian de
Duve durante um estudo de distribuicdo de enzimas utilizando fracionamento
subcelular por centrifuga. Estudos susequentes mostraram que 0s lisossomos
representam cerca de 5% do volume intracelular e possuem morfologia e tamanho
heterogéneos (Luzio et al., 2007). Estas organelas recebem substratos através de
endocitose, fagocitose ou por autofagia (Saftig e Klumperman, 2009). Os
lisossomos estdo envolvidos em uma gama de processos fisiologicos como a
homeostase do colesterol, reparo da membrana plasméatica, remodelamento de
0ssos e tecidos, defesa contra patdgenos, morte e sinalizacéo celular. Estas funcfes
complexas fazem com o que o lisossomo seja uma organela dinAmica e importante e
nao simplesmente o compartimento final da via endocitica (Saftig e Klumperman,
2009).

O pH interno dos lisossomos € mantido entre 4,6-5 atravées de ATPases
vacuolares proton-translocadoras. Dentro desta organela estéo localizadas enzimas
hidroliticas (incluindo proteases, glicosidases, nucleases, fosfatases e lipases)
necessarias para a degradacdo de macromoléculas como os glicosaminoglicanos

(GAG), oligossacarideos e esfingolipideos e também sdo encontradas permeases de
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efluxo, que facilitam a translocacdo de moléculas pequenas geradas durante o
catabolismo (Luzio et al., 2007; Heese, 2008).

Os genes que codificam proteinas lisossomais estdo presentes em todas as
células. Entretanto, como as células possuem exigéncias metabdlicas distintas, um
defeito em uma enzima lisossomal, causando um acumulo de moléculas complexas
dentro do lisossomo, pode ter um impacto significativamente maior em determinado
tecido, comecando com disfuncéo celular e levando ao dano de 6rgaos e sistemas
(Heese, 2008).

1.3 DOENCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO E MUCOPOLISSACARIDOSES

As doencas lisossébmicas de depdsito (DLD) compreendem cerca de 50
desordens resultantes de mutacbes genéticas que perturbam a homeostase
lisossbmica (Ballabio e Gieselmann, 2009). As DLD séo resultantes, principalmente,
da deficiéncia de hidrolases de macromoléculas soluveis no limen do lisossomo,
mas também podem ser ocasionadas por defeito em proteinas transmembrana
transportadoras. Em ambos os casos ha um acumulo anormal de substratos
macromoleculares no lisossomo. Além da disfuncéo lisossomal primaria, a célula
como um todo € lesada nestas doencas (Platt et al., 2012). O acumulo de
macromoléculas na maioria das DLD inicia-se na vida fetal e torna-se evidente
clinicamente nos dois primeiros anos de vida (Mabe et al., 2003).

As DLD representavam no Brasil, segundo Coelho e colaboradores (1997),
58,19% dos pacientes com EIM, sendo que 54,5% destes casos correspondiam as
mucopolissacaridoses (MPSs). Em 2008, a rede MPS Brasil identificou 249
pacientes, entre estes 60 apresentavam MPS |, 82 MPS I, 31 MPS Ill (7 MPS llIA,
14 MPS IlIB e 10 MPS IlIC), 15 MPS IV (11 MPS IVA e 4 MPS IVB), 57 MPS Vl e 4
MPS VII (Vieira et al., 2008). Mundialmente, a incidéncia de MPS é cerca de
1:50.000 a 1:25.000 nascidos vivos (Nelson, 1997; Meikle et al., 1999; Poorthuis et
al.,1999; Applegarth et al., 2000; Nelson et al., 2003; Baehner et al., 2005).

As MPS sédo um grupo heterogéneo de DLD causadas pela deficiéncia das
enzimas envolvidas na degradacdo de GAG, também chamados
mucopolissacarideos, e séo classificadas em 11 sindromes de acordo com a enzima
ausente (tabela 1) (Neufeld e Muenzer, 2001). As MPS possuem padrao de heranca

autossOGmico recessivo, com excecao da MPS Il, que apresenta um padrao recessivo
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ligado ao cromossomo X (Neufeld e Muenzer, 2001). As MPS foram descritas pela
primeira vez por Hunter em 1917, mas as bases bioquimicas s6 foram definidas a
partir da década de 50 e os mecanismos moleculares envolvidos nestas desordens

metabdlicas comecaram a ser decifrados a partir da década de 90 (Wraith, 1995).

Tabela 1. Relacao entre as MPS e as enzimas deficientes.

Mucopolissacaridose Enzima deficiente
tipo | a-L-iduronidase
tipo Il iduronato-L-sulfatase
tipo 1A heparan-N-sulfatase
tipo 111B a-N-acetilglicosaminidase
tipo IlIC acetil-CoA:alfa-glicosaminida-N-acetiltransferase
tipo 111D N-acetilglicosamina 6-sulfatase
tipo IVA N-acetilgalactosamina 6-sulfato sulfatase
tipo IVB B-galactosidase
tipo VI N-acetilgalactosamina 4-sulfatase
tipo VII B-glicuronidase
tipo IX Hialuronidase

Adaptado de Neufeld e Muenzer, 2001.

O acumulo de GAG néo degradados no lisossomo leva a uma disfuncao
celular, tecidual e organica. O curso da doenca é crbnico e progressivo, com
acometimento de diversos sistemas, tais como: o esquelético, cardiopulmonar, a
pele, cornea, figado, baco, cérebro e meninges. Contudo, uma mesma deficiéncia
enzimatica pode ocasionar diferentes graus de comprometimento clinico, que variam
desde quadros mais leves a moderados e graves. Algumas das manifestacbes
clinicas que os pacientes com MPS podem apresentar sdo: baixa estatura; perimetro
cefalico aumentado; face sugestiva de doenca de deposito; envolvimento ocular;
cardiopatia; organomegalia; infeccdes respiratorias; alteracdes cutaneas, hipoacusia
e comprometimento neurolégico (Neufeld e Muenzer, 2001).

A MPS 1V, ou sindrome de Morquio (figura 1), é caracterizada pela
degradacéo deficiente dos GAG queratan e condroitin-6-sulfato e € subdividida em

IVA e IVB, ou Morquio A e Morquio B. Na primeira ha deficiéncia da enzima N-
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acetilgalactosamina 6-sulfato sulfatase (GALNS do inglés N-acetylgalactosamine 6-
sulfatase) e acumulo de queratan e condroitin-6-sulfato e na segunda defeito na
enzima [-galactosidase e acumulo de queratan sulfato, ndo sendo possivel
diferenciar as sindromes pelo fenotipo dos pacientes (Neufeld e Muenzer, 2001;
Laradi et al., 2006). Inicialmente, a MPS IVB foi considerada como a forma mais
branda da MPS IVA, entretanto, estudos subsequentes indicaram que o quadro da

MPS IVB pode ser tdo grave quanto aquele apresentado pelos pacientes acometidos
pela MPS IVA (Neufeld e Muenzer, 2001).

Figura 1. Pacientes com sindrome de Morquio (Fonte: Neufeld e Muenzer, 2014).
1.4 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IVA

A MPS IVA (OMIM 253000) é uma disordem rara com incidéncia variavel de
acordo com a regido estudada, como, por exemplo, 1:76.000 nascidos vivos na
Irlanda do Norte (Nelson, 1997) e 1:640.000 nascidos vivos na Australia Ocidental
(Nelson et al., 2003). Na populacdo em geral, a incidéncia estimada fica em
1:201.000 nascidos vivos (Hendriksz et al., 2013).

O gene da enzima GALNS, que é afetada nesta sindrome, esta localizado no
cromossomo 16g24.3, contém 14 éxons e codifica uma proteina acida com 522
aminodcidos, incluindo um peptideo sinalizador de 26 residuos (Tomatsu et al.,
1991; Nakashima et al., 1994). A enzima GALNS foi purificada de placenta humana
e se apresenta como um polipeptideo contendo oligdbmeros de 40 e 15 kDa ligados

por pontes dissulfeto (Masue et al., 1991). Na sua configuragdo madura, a enzima
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encontra-se estabilizada na forma de um complexo com outras duas enzimas
lisossomais (B-galactosidase e a-neuraminidase) e com a proteina protetora
catepsina A (Pshezhetsky e Potier, 1996). Segundo Morrone e colaboradores
(2014), ja foram descritas 277 mutacdes no gene da GALNS, sendo a alteracao
missense a mais frequente. A extensa heterogeneidade alélica encontrada na
sindrome de Morquio A é consistente com o amplo espectro de fendtipos
observados (Diing et al., 2013).

Algumas das caracteristicas encontradas nos pacientes portadores de MPS

IVA sédo (Montafio et al., 2007; Martell et al., 2011; Tomatsu et al., 2011):
-baixa estatura;
-modifica¢des na curvatura da coluna;
-pescoco e tronco curto com protuberancia do peito (“pectus carinatum”);
-encurtamento de 0ssos longos (0ssos dos bracos e pernas);
-alargamento das articulagdes;
-face grosseira,
-proeminéncia do queixo;
-boca grande;
-deficiéncia auditiva,
-leve opacidade de cérnea;
-dentes pequenos;
-hepatomegalia;
-obstrucdo de vias aéreas superiores;
-comprometimento valvular do coragéo.

Diferentemente de muitos EIM, os pacientes portadores de MPS IVA nao
apresentam nenhum retardo mental (Neufeld e Muenzer, 2001). O tecido conectivo
(incluindo a cartilagem, a cérnea e as valvulas cardiacas) por ser rico em queratan
sulfato € o principal afetado nestes pacientes (Dvorak-Ewell et al., 2010).

Os sinais e sintomas caracteristicos desta doenca aparecem por volta dos 2-3
anos de idade, sendo que 0s pacientes podem apresentar desde o fenotipo mais
brando podendo chegar aos 70 anos, até o fenétipo mais severo, sobrevivendo
somente até os 20-30 anos. Estes ultimos representam aproximadamente 70% do
total de pacientes com MPS IVA e esta sobrevida baixa é devido, principalmente, ao

comprometimento pulmonar e instabilidade cervical que acomete estes pacientes
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(Lankaster et al., 2006; Montafio et al., 2007; Martell et al.,, 2011; Tomatsu et al.,
2011).

Quando uma suspeita clinica de MPS IVA é levantada, juntamente com
imagens radiograficas segue-se 0 diagndstico laboratorial da doenca. Como o0s
pacientes com MPS excretam os GAG em excesso ha urina, esta se torna um
material biolégico Gtil no screening inicial da doenca. Para isso, utilizam-se testes
qualitativos como a cromatografia de GAG (Lipiello e Mankin, 1971; Humbel e
Chamoles, 1972), eletroforese uni ou bidimensional (Pennock 1976; Cappelletti et
al., 1979), e testes quantitativos como o azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB do inglés
1,9-Dimethyl-Methylene Blue). Os primeiros séo especialmente Uteis para detectar o
tipo de GAG em excesso e direcionar 0s ensaios enzimaticos. JA o método de DMB
€ utilizado para acompanhamento da resposta do paciente ao tratamento (Barth et
al., 1990; de Jong et al.,, 1992; Chih-Kuang et al., 2002). A cromatografia liquida
acoplada a espectroscopia de massas em tandem (LC/MS/MS) vem sendo utilizada
de forma promissora para a dosagem de queratan sulfato na urina. A técnica
empregando LC/MS/MS pode ser utilizada tanto para avaliar o estado clinico de
pacientes com MPS IVA gquanto para determinar a resposta ao tratamento (Tomatsu
et al., 2010). ApGs o screening urinario, o padrdo ouro para o diagnostico de Morquio
A é a demonstracdo da atividade deficiente da enzima GALNS em leucdcitos ou
fibroblastos. Também sdo necessarios testes adicionais para confirmar a integridade
da amostra e para excluir outras desordens que podem reduzir a atividade da
enzima GALNS, como deficiéncia multipla de sulfatases ou mucolipidoses tipo Il/111.
A andlise molecular pode confirmar o diagnéstico de Morquio A e detectar as

mutacdes causais no gene GALNS (Wood et al., 2013).

1.5 TERAPIA DE REPOSICAO ENZIMATICA

A terapia de reposicdo enzimatica (TRE) consiste na reposi¢do, por via
intravenosa (i.v.), de uma forma ativa e recombinante da enzima deficiente, o que
ocasiona, por conseguinte, uma diminuicdo do substrato acumulado na doenca e
uma provavel melhora clinica. Esta terapia vem sendo utilizada, de forma
promissora, em pacientes com MPS [, Il e VI (Wraith, 2006; Bagewadi et al., 2008;
Coman et al., 2008).
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Ha relatos na literatura de que pacientes com MPS | submetidos a TRE
apresentaram melhora significativa na funcdo respiratoria, na capacidade fisica,
reducdo de 25% da hepatoesplenomegalia e diminuicdo de 80% dos niveis de GAG
urinarios (Kakkis et al., 2001; Germain, 2005; Giugliani et al., 2009). A TRE se
mostrou eficaz, também, em pacientes com MPS II, sendo que estes apresentaram
melhora na fungéo respiratdria, no teste de caminhada de 6 minutos e reducgdo do
volume de figado e baco (Muenzer et al., 2006; Muenzer et al., 2007; Wraith et al.,
2008; Okuyama et al., 2010; White et al., 2010). A administracéo de arilsulfatase B
(N-acetilgalactosamina 4-sulfatase) reduziu significativamente os niveis de dermatan
sulfato, melhorou a funcéo respiratéria e a capacidade fisica de pacientes MPS VI
(Harmatz et al., 2008).

A maior desvantagem deste tipo de tratamento é que a enzima fornecida i.v.
ndo consegue atravessar a barreira hematoencefélica (Burrow et al., 2007).
Contudo, como os pacientes MPS IVA apresentam somente comprometimento fisico
e nao intelectual, eles seriam potenciais candidatos para o uso de TRE.
Considerando o exposto, no inicio de 2014, o FDA (Food and Drug Administration -
agéncia regulatéria norte-americana) aprovou a TRE, realizada através da infusao
i.v. da enzima recombinante GALNS (elosulfase alfa; Vimizim®, BioMarin
Pharmaceutical Inc., Novato, CA,USA) em pacientes com MPS IVA. A empresa
Biomarin ja submeteu junto a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o
pedido de registro para comercializacdo de Vimizin® no Brasil, entretanto este
pedido ainda estda em analise pela agéncia regulatéria Brasileira.

A dose recomendada do Vimizim® é de 2mg/kg, a qual deve ser administrada
intravenosamente, uma vez por semana durante 3,5 a 4,5 horas. Também é
recomendado o uso de anti-histaminicos, com ou sem antipiréticos, 30 a 60 minutos
antes do inicio da infusdo da TRE (Hendriksz et al., 2014). A elosulfase alfa foi
produzida em cultura de células mutante de ovario de hamster chinés (CHO do
inglés Chinese Hamster Ovary) geneticamente modificada para expressar 0 cDNA
gue codifica a proteina humana GALNS. A proteina produzida é idéntica a enzima
lisossomal humana em termos de sequéncia de aminoacidos e sitios N-glicosilados.
A farmacologia ndo clinica, a farmacocinética e a toxicologia da elosulfase alfa ja
foram avaliadas em estudos in vitro e em modelo animal, sendo que a enzima

apresentou um perfil toxicologico e de seguranca consistente com o observado em
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programas ndo clinicos de outras TRE (Dvorak-Ewell et al., 2010). Além da
medicacdo se mostrar segura para utilizagdo em humanos, os pacientes que fizeram
uso da enzima semanalmente (durante seis meses) apresentaram melhora no teste
de caminhada de 6 minutos e diminuicdo da excrecdo de queratan sulfato na urina
(Hendriksz et al.,2014).

1.6 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres (RL) sdo estruturas quimicas com um elétron desemparelhado
no seu ultimo orbital, ou seja, ocupando um orbital atbmico sozinho, o que confere
uma alta reatividade a molécula. Em nosso organismo séo produzidos radicais livres
de carbono, enxofre, nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio ou ERN) e oxigénio
(espécies reativas de oxigénio ou ERO), sendo estas ultimas as que ganham maior
destaque devido a sua alta reatividade aos danos gerados as biomoléculas. As ERO
podem ser produzidas por fontes exdégenas, tais como a radiacdo, cigarro, solventes
organicos, paraquat e paracetamol e por fontes enddgenas, através de processos
como a degradacdo de acidos graxos, a fagocitose, citocromo P-450 e cadeia de
transporte de elétrons. O termo ERO é utilizado tanto para RL de oxigénio, como o
superoxido (O,"), o radical hidroxil (OH®) e o oxigénio singlet (O,%), quanto para
alguns nao radicais capazes de gerar RL, como por exemplo, o peréxido de
hidrogénio (H,O,) que pode produzir o OH® (Ramos-Vasconcelos et al., 2000;
Halliwell e Gutteridge, 2007).

Em situacdes fisiolégicas o organismo consegue minimizar a acdo das ERO
através do sistema de defesa antioxidante. A definicdo classica para o termo
antioxidante é a de qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracbes em relacdo a um substrato oxidavel, significativamente diminui ou
previne a oxidagdo deste substrato. As defesas antioxidantes que atuam em
sistemas bioldgicos sdo compostas por antioxidantes nao enzimaticos e
antioxidantes enzimaticos. Nos primeiros estdo incluidas as vitaminas (como por ex.,
A, C e E), a glutationa reduzida (GSH), os carotendides, proteinas ligantes de metal
(transferrina, ferritina) dentre outros. Os antioxidantes ndo enzimaticos podem atuar
de diversas maneiras, por exemplo, através da remocédo do oxigénio presente no
meio, como detoxificadores/sequestradores de RL, quelantes de ions metalicos e

reparadores de lesdo (Halliwell e Gutteridge, 2007). J4, entre os antioxidantes
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enzimaticos, podem-se citar as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa-peroxidase (GPx). A SOD é uma metaloenzima que catalisa a
dismutacao do O, ao H,O,, o qual é menos reativo e pode ser degradado por
outras enzimas, como a CAT ou a GPx. A CAT é uma ferrihemoenzima, localizada
Nnos peroxissomos, cuja principal funcéo é converter H,O, a agua e oxigénio. A GPx
€ uma seleno-enzima que representa a principal defesa mitocondrial contra o H,O,,
ja que essas organelas, em geral, ndo possuem a CAT. A acdo da GPx é baseada
na oxidacdo da GSH ao dissulfeto correspondente (glutationa oxidada - GSSG) com
consequente reducéo do H,O, a agua (Halliwell e Gutteridge, 2007).

De uma forma geral, o sistema de defesa antioxidante atua convertendo as
espécies reativas (ER) em derivados inativos. Entretanto, em situacdes patologicas,
pode ocorrer o aumento da producéo de RL e/ou uma diminuicdo da capacidade do
sistema antioxidante, gerando uma condicdo conhecida como estresse oxidativo.
Entre as principais consequéncias do estresse oxidativo estdo (Beckman e Ames,
1998; Ramos-Vasconcelos et al., 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007):

- lipoperoxidagdo das membranas celulares, podendo alterar sua fluidez e
permeabilidade;

- oxidacao de proteinas, o que leva a alteracdo da atividade enzimatica e mesmo a
desnaturacao,

- lesdo ao DNA/RNA celular, podendo causar mutacdes que, por sua vez, levam ao

aparecimento de doencas como cancer, Parkinson, entre outras.

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO E MARCADORES INFLAMATORIOS EM
MUCOPOLISSACARIDOSES

Muitos estudos demonstram o envolvimento do estresse oxidativo na
patogénese dos EIM, sendo que o acumulo de metabolitos toxicos € apontado como
o principal responsavel pelo aumento de RL (Barschak et al., 2006; Deon et al.,
2007; Sitta et al., 2009; Ribas et al., 2010).

Considerando a investigacdo de marcadores de estresse oxidativo em
modelos animais de MPS, pode-se citar o estudo desenvolvido por Villani e
colaboradores (2009), no qual experimentos foram realizados em camundongos
MPS 1lIB com 1, 3 e 6 meses de idade. Os resultados encontrados sugerem que,

mesmo em estagio inicial da doenca, o estresse oxidativo ja esta presente, pois no
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primeiro més de vida dos animais afetados observou-se aumento de peroxidacao
lipidica, oxidacéo de proteinas e de DNA em tecido cerebelar.

Reolon e colaboradores (2009), utilizando modelo animal de MPS |,
demonstraram um aumento da atividade de SOD em cerebelo, pulméo, diafragma,
figado e rins e um aumento de CAT em cerebelo, pulm&o e baco. Adicionalmente,
estes autores descreveram dano oxidativo a proteinas, pela determinacdo de
grupamentos carbonila, em coracao, baco e cerebelo de ratos MPS I. Os niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), marcador de lipoperoxidacao,
foram significativamente menores no cerebelo dos ratos afetados em comparacéo
com o controle. Os autores sugeriram que, possivelmente, as enzimas antioxidantes
SOD e CAT néo foram capazes de prevenir o dano proteico verificado nos tecidos
cardiaco e esplénico, enquanto que essa compensacao pode ter ocorrido nos outros
tecidos. No cerebelo, a elevacdo das duas enzimas foi capaz de diminuir o dano
lipidico basal, mas ndo o dano proteico. Os resultados apresentados neste trabalho
indicam um desbalanco oxidativo em modelo animal de MPS |.

Através da reacdo em cadeia da polimerase, Arfi e colaboradores (2011),
compararam a expressao génica em tecidos cerebrais de ratos MPS IlIA e controles,
com foco nos genes relacionados a inflamacao, ao estresse oxidativo e a apoptose.
Como resultado, eles identificaram genes superexpressos no sistema nervoso
central dos ratos afetados, refletindo um estado de deterioracdo neurologica. Neste
estudo, também foi observado que os ratos MPS IlIA apresentavam uma razao
extremamente baixa entre a GSH e a sua forma oxidada - GSSG - refletindo uma
perturbacdo oxidativa no ambiente celular, visto que a GSH fornece a principal
defesa celular contra o dano oxidativo. Ao se administrar AAS (acido acetilsalicilico -
anti-inflamatério ndo esteroidal) nos ratos MPS llIA, verificou-se um aumento na
razdo de GSH/GSSG acompanhado de uma normalizacdo da expressédo de genes
relacionados ao estresse oxidativo e inflamac&o. Considerando que um farmaco
anti-inflamatério se mostrou capaz de alterar marcadores oxidativos, fica
evidenciada a relacdo entre estresse oxidativo e inflamacdo na fisiopatologia da
MPS lIIA.

Existem poucos relatos na literatura que avaliam os marcadores de estresse
oxidativo em humanos portadores de MPS. As MPS | e Il, para as quais a TRE ja foi

aprovada pela ANVISA, sdo as mais estudadas, visto que o objetivo da maioria dos
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trabalhos € avaliar o efeito protetor ou danoso desta terapia em relacdo aos
marcadores de estresse oxidativo. Pereira e colaboradores (2008) verificaram altos
niveis de peroxidacao lipidica em pacientes MPS | e niveis normais de GSH, antes e
apos a TRE. Além disso, demonstraram que a TRE foi capaz de induzir algumas
alteracdes na atividade de CAT e SOD em momentos especificos do tratamento.
Contudo, essas alteragfes enziméticas ndo foram suficientes para diminuir os niveis
de lipoperoxidacdo, sugerindo um importante papel do estresse oxidativo na
fisiopatologia da MPS I, mesmo durante o tratamento.

Em um estudo realizado com pacientes MPS Il ndo tratados verificou-se dano
oxidativo a proteinas (aumento de grupamentos carbonila e sulfidrila reduzida), a
lipideos (aumento de malondialdeido - produto final de lipoperoxidacdo), aumento da
atividade da CAT e diminuicdo do status antioxidante total. Durante a TRE os niveis
de malondialdeido nestes pacientes reduziram significativamente e os grupamentos
sulfidrila apresentaram-se aumentados até o terceiro més, sugerindo um possivel
envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da MPS 1l e o papel protetor da
terapia (Filippon et al., 2011a). Além disso, a TRE foi capaz de diminuir o indice de
dano ao DNA em pacientes MPS Il, o qual se encontrava significativamente
aumentado antes da terapia (Fillipon et al.,, 2011b). Neste mesmo trabalho foi
possivel inferir, através de correlagdes com outros parametros oxidativos, que o
dano ao DNA encontrado em pacientes MPS Il era de origem oxidativa. Ainda neste
contexto, Negretto e colaboradores (2014a) demonstraram que pacientes MPS Il sob
TRE tiveram seus indices de lipoperoxidacdo e dano ao DNA diminuidos, assim
como seus niveis de GAG. Estes dados sugerem que, provavelmente, o acimulo de
metabdlitos lisossomais esteja relacionado com o estresse oxidativo apresentado
por estes pacientes. Além disso, foi visto em fibroblastos de pacientes MPS VI que a
perda da degradacdo e reciclagem de GAG resulta em um desequilibrio da
homeostase celular, reduz a funcionalidade dos lisossomos comprometendo a
autofagia, causando acumulo de proteinas poliubiquitinadas e de funcéo
mitocondrial, levando a producgéo excessiva de ERO (Tessitore et al., 2009).

O unico relato na literatura relacionando MPS IVA e estresse oxidativo € um
trabalho desenvolvido por Negretto e colaboradores (2014b) que investigou a
atividade genotdxica da genisteina in vitro. A genisteina foi utilizada por ser uma

opcédo de tratamento para pacientes MPS, uma vez que diminui os niveis dos GAG
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acumulados. Entretanto, foi evidenciado neste trabalho que a genisteina causou
dano ao DNA em leucdcitos de pacientes MPS IVA, mesmo na menor concentracao
testada (10 puM), mostrando-se necesséaria a realizagcdo de estudos in vivo para
determinacao da dose que néo seja lesiva ao DNA.

No que concerne aos marcadores inflamatérios em MPS, grande parte dos
relatos existentes foram realizados em modelos animais, sendo que em sua maioria,
os trabalhos apontam como um dos responsaveis para o desencadeamento da
inflamacdo o acumulo de GAG. Simonaro e colaboradores (2001), utilizando
condrdcitos de ratos e gatos com MPS VI, demonstraram que o dermatan sulfato
pode estar relacionado com o aumento da liberacdo de Oxido nitrico e fator de
necrose tumoral alfa (TNFy) causando uma elevada taxa de morte celular. Wang e
Roehrl (2002) mostraram que a administracdo de GAG em camundongos saudaveis
induz artrite, tenossinovite, dermatite e infiltrado celular em varios tecidos
conjuntivos. Neste trabalho eles discutem que a circulagcdo ou liberacdo local de
GAG é capaz de induzir a expansao clonal de vérias células incluindo linfocitos T, B
e macréfagos, indicando que os GAG alteram o sistema imune e causam inflamacao
cronica sistémica (Wang e Roehrl, 2002). DiRosario e colaboradores (2009)
estudaram o cérebro de ratos MPS 1lIB e demonstraram uma significativa up-
regulacdo de genes e moléculas relacionados a imunidade, incluindo células T,
células B, complemento, imunoglobulinas, receptores Toll-like, moléculas essenciais
a apresentacdo antigénica, citocinas, quimiocinas e varias outras moléculas proé-
inflamatérias. Killedar e colaboradores (2010) verificaram que a transferéncia de
linfécitos de camundongos MPS IlIB para camundongos normais causou
neuroinflamacdo com expressdo aumentada de citocinas proé-inflamatérias e
infiltrado linfocitario. Em modelos animais de MPS VI e VII, foi verificado um
processo de inflamacao intracelular causado pelo acimulo de GAG no lisossomo, o
gue poderia desencadear a liberacédo de citocinas, quimiocinas, proteases e oxido
nitrico e culminar em apoptose e consequente destruicdo do tecido conectivo
(Simonaro et al., 2008).

Em modelo animal de MPS 11IB, Di Domenico e colaboradores (2009)
demonstraram, apds seis meses de terapia génica aplicada através de um vetor
diretamente no cérebro de ratos adultos, a reducédo significativa da expresséo de

varios genes relacionados ao estresse oxidativo e inflamacédo, corroborando com a
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hip6tese de que ambos estejam envolvidos na patogénese da MPS IlIB. Ohmi e
colaboradores (2003) apontaram a ativacdo da microglia, devido a liberacdo do
conteudo lisossomal, em ratos com MPS | e lIIB. A ativacdo da microglia aumenta os
danos através da inflamacéo e/ou através da liberacdo de ERO. Essa € uma das
possiveis explicacdes para o envolvimento e ocorréncia de processos inflamatorios
juntamente com danos oxidativos em diversas doencas. A correlagdo entre
inflamacdo e estresse oxidativo foi evidenciada em um estudo com pacientes
portadores de Fabry (outra DLD que ndo a MPS) sob TRE. Neste estudo foi
verificado um aumento dos marcadores de dano oxidativo a biomoléculas,
juntamente com elevacgéo de interleucina 6 (IL-6) e de TNF, nos pacientes tratados
guando comparados com o grupo controle. Além disso, foi demonstrada correlagéo
positiva significativa entre os niveis plasmaticos de IL-6 e niveis urinarios de di-

tirosina, um marcador de dano oxidativo a proteinas (Biancini et al., 2012).
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2. OBJETIVOS







2.1 OBJETIVO GERAL

Considerando o grande numero de evidéncias na literatura sobre a relacdo
entre o estresse oxidativo e a inflamagédo nas MPS e a auséncia de relatos utilizando
pacientes com MPS IVA, o objetivo geral deste trabalho foi investigar os parametros
de estresse oxidativo e inflamacédo em pacientes com MPS IVA submetidos a TRE,
com o intuito de melhor compreender a fisiopatologia da MPS IVA e o efeito da TRE

nos marcadores de estresse oxidativo e inflamagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

b) Avaliar o dano oxidativo a lipideos (através da quantificacdo de isoprostanos na
urina) e proteinas (através da quantificacdo de grupamentos sulfidrilas em plasma e
de di-tirosina na urina);

c) Avaliar o dano ao DNA, pelo ensaio cometa em sangue total (valor basal e com o
acréscimo da enzima Endonuclease Il — Endo Ill) e pela determinacéo da 8-hidroxi-
2’- desoxiguanosina (8-OHdG) na urina;

d) Quantificar os GAG na urina;

e) Quantificar a citocina pré-inflamatéria IL-6 no plasma,;

f) Correlacionar os biomarcadores oxidativos, inflamatérios e GAG entre si.
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3. RESULTADQOS







Os resultados dessa dissertacdo serdo apresentados na forma de

capitulo/artigo cientifico.

3.1 CAPITULO 1- ARTIGO 1: Oxidative stress and inflammation in
Mucopolysaccharidosis type IVA patients treated with enzyme replacement

therapy.

Artigo cientifico publicado no periédico BBA - Molecular Basis of Disease.
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and chondroitin 6-sulfate in body fluids and in lysosomes. The pathophysiology of this lysosomal storage disor-
der is not completely understood. The aim of this study was to investigate oxidative stress parameters, pro-
inflammatory cytokine and GAG levels in MPS IVA patients. We analyzed urine and blood samples from patients
under ERT (n = 17) and healthy age-matched controls (n = 10-15). Patients presented a reduction of antioxi-

ﬁﬁ;ﬁs@m‘aﬁdmis type IVA dant defense levels, assessed by a decrease in glutathione content and by an increase in superoxide dismutase
Morquio A Syndrome activity in erythrocytes. Concerning lipid and protein damage, it was verified increased urine isoprostanes and
Oxidative stress di-tyrosine levels and decreased plasma sulfhydryl groups in MPS IVA patients compared to controls. MPS IVA
Glycosaminoglycan patients showed higher DNA damage than control group and this damage had an oxidative origin in both pyrim-
Inflammation idine and purine bases. Interleukin 6 was increased in patients and presented an inverse correlation with GSH
levels, showing a possible link between inflammation and oxidative stress in MPS IVA disease. The data present-
ed suggest that pro-inflammatory and pro-oxidant states occur in MPS IVA patients even under ERT. Taking these
results into account, supplementation of antioxidants in combination with ERT can be a tentative therapeutic
approach with the purpose of improving the patient's quality of life. To the best of our knowledge, this is the

first study relating MPS IVA patients with oxidative stress.
@ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction deficient enzyme [1]. MPS IVA (or Morquio A Syndrome) is a rare disor-

der with an incidence in the general population estimated in 1:201,000

Mucopolysaccharidoses (MPSs) are a heterogeneous group of [2]. However, this incidence ranges among different populations from 1
inherited lysosomal storage disorders (LSDs) caused by deficiency of in 76,000 live births in Northern Ireland to 1 in 640,000 live births in
the enzymes involved in the degradation of glycosaminoglycans Western Australia [2]. This disorder is caused by a defect on N-
(GAGs). MPSs are classified into 11 syndromes according to the specific acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase enzyme (GALNS; E.C.3.1.64),
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acetylgalactosamine-G-sulfate sulfatase; GPx, glutathione peroxidase; GR, glutathione red uctase; GSH, reduced glutathione; GSSG, glutathione oxidized; H»0,, hydrogen peroxide; [EM, in-
bornerrors of metabolism; IL-6, interleukin G; LSDs, lysosomal storage diseases; MDA, malondialdehyde; MPS, mucopolysaccharidoses; OH', hydroxyl radical; RNA, ribonucleic acid; SEM,
standard error of the mean; SOD, superoxide dismutase; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; TNB, tionitrobenzoic acid
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responsible for chondroitin 6-sulfate and keratan sulfate degradation.
The GALNS enzyme deficiency leads to the accumulation of GAGs and
subsequent cellular damage, mainly in connective tissues where
keratan sulfate is abundant, specially cartilage, comea and heart valve
[3,4]. The main clinical manifestations of MPS IVA patients are: skeletal
dysplasia, restricted growth and short stature, joint hypermobility, val-
vular heart disease, pulmonary disease, corneal clouding, hearing loss,
and poorly formed teeth [5]. It was already described about 277 muta-
tions in the GALNS gene, and this extensive allelic heterogeneity is
consistent with the broad spectrum of phenotypes observed in MPS
IVA [6,7]. The characteristic signs and symptoms of this disease appear
at around two or three years of age. Phenotypic spectrum may range
from a more attenuated phenotype, with patients reaching the age of
70 years, to a more severe phenotype, where patients survive no more
than 20-30 years [5,8-10]. MPS IVA patients have no neurological im-
pairment, differently of many other MPSs and inborn errors of metabo-
lism (IEM) [11].

Diagnosis of MPS IVA is typically based on clinical examination,
skeletal radiographs, evaluation of the pattern of urinary GAGs and
measurement of the enzymatic activity of GALNS in white blood cells
or fibroblasts [5,10,12]. Until recently, there was no effective therapy
for MPS IVA and treatment was palliative, focusing on management of
the multiple clinical symptoms [10,13]. The recent introduction of ERT
with recombinant human enzyme ( elosulfase alfa), however, has raised
the possibility that the burden of GAGs storage can be reduced and that
the progressive tissue and organ damage associated with MPS IVA can
be slowed or even prevented. In a recent study, MPS IVA patients under-
going ERT showed improvements in 6-minute-walk test and a decrease
in keratan sulfate levels [14].

Oxidative stress may play an important role in the pathophysiology
of some I[EM. Even though this relationship is not well elucidated, the
accumulation of toxic metabolites is considered the main responsible
for the increased generation of reactive species, which can react with
lipids, proteins, DNA and RNA [15-18]. Most studies linking oxidative
stress and MPS were performed in animal models. In this context, we
can mention the study developed by Villani et al. [19] that showed the
presence of oxidative stress even in the early stages of MPS IlIB, and an-
other work demonstrating an oxidative imbalance in an animal model
of MPS [ [20]. Furthermore, a possible link between inflammation and
oxidative stress in MPS [IIA mice was reported by Arfi et al. [21]. In ani-
mal models of MPS VI and VII, it was verified an inflammation process
caused by intralysosomal accumulation of GAGs, which could trigger
the release of cytokines, chemokines, proteases and nitric oxide, culmi-
nating in apoptosis and consequent destruction of connective tissue
[22]. Ohmi et al. [23] showed microglia activation in mouse models of
MPS [ and B, and this activation is one possible explanation for the in-
volvement and occurrence of inflammatory processes along with oxida-
tive damage in various diseases. In mice with MPS IlIB, Di Domenico
etal. [24] demonstrated a significant reduction in the expression of sev-
eral genes related to oxidative stress and inflammation, after six months
of gene therapy, corroborating with the hypothesis that both processes
are involved in the pathogenesis of MPS IIIB.

With regard to research in patients, there are few reports relating
MPS with oxidative stress and inflammation. Pereira et al. [25] found
high lipid peroxidation levels in MPS I patients. Moreover, they showed
that ERT was able to induce an increase of catalase (CAT) and a decrease
of superoxide dismutase (SOD) activities at spedific times of treatment,
However, these enzymatic changes were not sufficient to reduce lipid
peroxidation levels, suggesting an important role of oxidative stress in
the pathophysiology of MPS I, even during treatment. In a study with
MPS Il patients, it was observed oxidative damage to proteins and lipids,
as well as increased CAT activity and decreased total antioxidant status
before treatment when compared to controls. In these patients, until the
third month of the ERT, there was a decrease in lipid peroxidation levels
and in protein damage, suggesting a possible involvement of oxidative
stress in the pathophysiology of MPS Il and a protective role of therapy
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[26]. In addition, ERT was capable to decrease DNAdamage [27] and also
GAG levels in MPS Il patients [ 28], what suggests that the decrease of
metabolites accumulation probably may be related to the improvement
of oxidative stress parameters, Nevertheless, patients with Fabry dis-
ease, another type of LSD, under ERT, presented high levels of oxidative
damage to proteins and lipids, accompanied by low antioxidant de-
fenses and high pro-inflammatory cytokines [29]. This study also
showed, in treated Fabry patients, a positive correlation between oxida-
tive stress, inflammation and the metabolites accumulated in this
disease.

Considering the involvement of oxidative stress and inflammation in
other MPSs and the lack of reports in this issue in MPS IVA, the aim of
this study was to evaluate oxidative damage to biomolecules, antioxi-
dant defenses, pro-inflammatory cytokine and GAG levels in patients
with Morquio A disease.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

For this study it was collected blood and occasional urine samples
from 17 MPS IVA patients with ages varying between 6 and 36 years
(153 £ 8.9 years old, mean + standard deviation). For the control
group we collected blood from 14 healthy individuals with ages ranging
between 10 and 28 years (24.0 + 4.8 years old, mean + standard devia-
tion) and for comet assay from 10 healthy individuals with ages varying
between 19 and 23 years (20.8 + 1.5 years old, mean + standard devia-
tion). Urine was collected from 15 healthy individuals with ages between
7 and 32 years (19.7 + 7.9 years old, mean <+ standard deviation). ALIMPS
IV A patients were receiving ERT treatment (elosulfase alfa—Vimizim®
2 mg/kg) every week by intravenous infusion, for about 32 weeks. At
the moment of diagnosis, patients presented the dassic symptoms, usual-
ly including short stature, skeletal deformities ( pectus carinatum and
genu valgum almost always present), limited ambulation, restrictive air-
way disease, heart valves problems and corneal clouding Patients' data
were described in Table 1. Diagnosis was confirmed by evaluation of
GAGs in urine (increased total content and presence of increased amounts
of keratan sulfate) and measurement of GALNS in leucocytes ( deficient
activity) [10,30].

Informed consent was obtained from all participants. The study was
approved (number 13-0246) by The Ethics Committee of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), RS, Brazil.

2.2, Sample collection and preparation

Occasional urine and heparinized blood samples were obtained from
patients immediately before the session of ERT. Urine samples were
collected in sterile flask, aliquoted and frozen at — 80 °C until analysis.
Samples were obtained from controls concomitantly. Whole blood was
centrifuged at 1000 xg for 10 min and plasma was removed by aspira-
tion, aliquoted and frozen at — 80 °C until biochemical determinations.
An aliquot of whole blood was separated for comet assay. Erythrocytes
were washed three times with cold saline solution (0.153 mol/L sodium
chloride) and the lysates were prepared by addition of 1 mL of distilled
water to 100 pL of washed erythrocytes. The lysates were frozen at
— 80 °C until determination of GSH and antioxidant enzymes activities.
For these determinations, the supernatant (after centrifugation at
13,500 xg for 10 min) was diluted in order to contain approximately
0.5 mg/mL of protein.

2.3. Reduced glutathione (GSH) content in erythrocytes
In order to measure GSH levels, the main intracellular antioxidant,

lysates of erythrocytes were processed as described by Browne and
Armstrong [31] and the fluorescence measured (Aexcitation = 350 nm,
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Table 1

Data of studied MPS IVA patients.
Patient Age Gender Race and ethnicity Height Weight

(years) (cm) (ke)

1 344 Female Whirte-Hispanic/Latin 100 2175
2 85 Male White-Hispanic/Latin 911 16.60
3 36.3 Female Whirte-Hispanic/Latin 979 2045
4 10.6 Female Whirte-Hispanic/Latin 849 14.45
5 13.4 Male Mulatto-Hispanic/Latin 875 15.10
G 12.5 Male Whirte-Hispanic/Latin 84.3 17.30
7 10,6 Female White-Hispanic/Latin 110 15.05
8 12.8 Female Mulatto-Hispanic/Latin 107 27.85
9 95 Male White-Hispanic/Latin 97.2 17.30
10 16.3 Male Whirte-Hispanic/Latin 107.6 31.10
11 6.7 Female White-Hispanic/Latin 90.3 14.30
12 14.4 Male Black-Hispanic/Latin 96.4 21.00
13 95 Female Black-Hispanic,/Latin 90.9 13.60
14 134 Female Mulatto-Hispanic/Latin 101.4 25.55
15 17.4 Male White-Hispanic/Latin 112 29.45
16 67 Male White-Hispanic/Latin 96.2 16.75
17 269 Female White-Hispanic/Latin 89.6 243

Aemission =420 nm) was compared to a calibration curve prepared with
GSH solutions. Results were expressed as nmol/mg protein.

24, Erythrocyte superoxide dismutase (SOD ) activity

SOD activity was measured using the RANSOD® kit (Randox Lab,
Antrim, United Kingdom). The method is based on the formation of red
formazan from the reaction of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride and superoxide radical, which is produced
by the incubation with the xanthine-xanthine oxidase reaction system.
The absorbance of the product is measured spectrophotometrically at
505 nm. One unit of SOD corresponds to a 50% inhibition of red formazan
formation. The spedfic activity of SOD was expressed as U/mg protein.

2.5. Erythrocyte glutathione peroxidase (GPx ) activity

Erythrocyte GPx activity was measured by using a commercially
available kit (RANSEL®; Randox Lab). GPx catalyses the oxidation of
glutathione (GSH) to G5SG (oxidized glutathione). In the presence of
glutathione reductase (GR) and NADPH, the oxidized GSSG is converted
to the reduced form with a concomitant oxidation of NADPH to NADP.
The decrease in absorbance after 1 and 2 min at 340 nm was measured
and results were expressed in U/mg protein,

2.6. Urine 15-F2t-isoprostane levels

15-F2t-isoprostane, a product of arachidonic add metabolism and a
biomarker of lipid peroxidation, was measured by a competitive
enzyme-linked immunoassay ( ELISA) (Oxford Biomed, EA 85), accord-
ing to the kit's instructions. First, the urine samples were mixed with di-
lution buffer. In this assay, the 15-F2t-isoprostane in the urine samples
competes with the 15-F2t-isoprostane conjugated to horseradish per-
oxidase for the binding to a specific antibody fixed on the microplate.
The concentration of 15-F2t-isoprostane was determined spectrophoto-
metrically at 630 nm by the intensity of color developed after the addi-
tion of substrate. Results were expressed as picograms of isoprostanes
per mg of urinary creatinine ( pg/mg Cr).

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

In order to determine the levels of protein oxidation in urine, the in-
tensity of di-Tyr fluorescence was measured according to the method
described by Kirschbaum [32]. For Di-tyr fluorescence determination,
50 pL of thawed urine was added to 950 pL of 6 mol/L urea in
20 mmol/L sodium phosphate buffer pH 7.4. After 30 min, the concen-
tration was measured using a fluorometer (excitation 315 nm, emission
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410 nm). Results were expressed as fluorescence units per mg urine cre-
atinine (FU/mg Cr).

2.8. Total plasmatic level of sulfhydryl groups

The plasmatic concentration of sulfhydryl groups was determined as
described by Aksenov and Markesbery [33]. The method is based on the
reduction of 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by sulfthydryl
groups into a yellow derivative (TNB) whose absorption is measured
spectrophotometrically at 412 nm. The sulfhydryl content is inversely
correlated to oxidative damage to proteins. Results were reported as
umol TNB/mg protein.

29, Alkaline comet assay in leukocytes

The alkaline comet assay, that measures single and double DNA
strand breaks, was performed as described by Singh et al. [34] in accor-
dance with general guidelines for use of the comet assay [35]. Aliquots
of 100 pL from whole blood were suspended in agarose and spread
into a glass microscope slide pre-coated with agarose. Slides were
placed in ice-cold lysis buffer (2.5 M Nad, 100 mM EDTA, 10 mM Tris
pH 10.0-10.5 with 10% DMSO0 and 1% Triton X-100) to remove cell pro-
teins and leaving DNA as “nucleoids”. After the lysis-buffer procedure,
the slides were covered with fresh buffer (300 mM NaOH and 1 mM
EDTA, pH = 13) for 15 min to allow DNA unwinding and then, electro-
phoresis was performed for 15 min (25 V; 300 mA; 0.9 V/cm). Slides
were neutralized with 04 M Tris (pH 7.5), washed in bi-distilled
water and stained using silver nitrate staining protocol [36]. After dry-
ing at room temperature overnight, the samples were analyzed using
an optical microscope. One hundred cells (50 cells from each of the
two replicate slides) were selected and analyzed. Cells were visually
scored according to tail length and received scores from 0 (no migra-
tion) to 4 (maximal migration). Therefore, the damage index (DI) was
calculated, ranged from 0 (completely undamaged: 100 cells x 0) to
400 (with maximum damage: 100 cells x 4) [35,37]. The slides were an-
alyzed under blind conditions at least by two different individuals.

A digestion step with a bacterial repair enzyme was included in the
alkaline comet assay before electrophoresis, in accordance to Dizdaroglu
et al. [38]. The enzyme used was endonudease IlI (Endo II1, also known
as Nth) which converts oxidized pyrimidines (including thymine glycol
and uracil glycol) to strand breaks. It was obtained from New England
Biolabs (NEB, Ipswich, MA). After lysis, each slide was washed for
5 min in an enzyme buffer (40 mM HEPES-KOH, 1 M Kd, 5 mM EDTA,
2.5 mg/mL bovine serum albumin fraction V-BSA, and pH 8.0). The sus-
pension was added to the slide, covered with coverslip, and incubated
for 45 at 37 °C. Subsequent steps were the same as in the alkaline version
of comet assay. DNA damage with Endo Il was calculated as the score
obtained with enzyme minus the score without enzyme (basal).

2.10. Urinary 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) levels

Urinary 8-OHdG levels, a product of DNA oxidative damage due to
the hydroxyl radical attack at the C8 position of deoxyguanosine, were
determined by Highly Sensitive 8-OHdG Check ELISA kit (JaICA, Fukuroi,
Japan). The 8-OHdG Check ELISA kit is a competitive in vitro enzyme-
linked immunosorbent assay for quantitative measurement of the oxi-
dative DNA adduct 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, This assay employs
a microplate with 96 wells pre-coated with 8-OHdG, a monoclonal anti-
body specific for 8-OHdG (primary antibody), an HPR-conjugated anti-
body (secondary antibody ) and colorimetric substrate detection whose
absorbance wasmeasured in an ELISA microwell reader at 450 nm. The
samples 8-OHdG concentrations (ng/mL) were calculated using a poly-
nomial equation from the relative absorbance of standard curve. After
creatinine correction, the results were expressed as ng/mg Cr.
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2.11. Pro-inflammatory cytokine Interleukin 6 (IL-6)

Plasma IL-6 was measured by commercial kit Human IL-6 ELISATR?
(Mabtech AB, Sweden). The assay utilizes ELISA strip plates pre-coated
with a capture monoclonal antibody (mAb), to which samples were
added. Captured cytokine was detected by adding a biotinylated mAb
followed by streptavidin-horseradish peroxidase. The addition of the
enzyme substrate TMB results in a colored substrate product. The
color intensity is directly proportional to the concentration of cytokine
in the sample, which is determined by comparison with a serial dilution
of recombinant cytokine standard analyzed in parallel. The results were
expressed as pg/mL

2.12. Urinary glycosaminoglycans (GAGs)

The measurement of urinary GAGs was performed according to the
technique described by de Jong et al. [30]. The technique principle is
based on formation of a complex between sulfated GAGs present in
urine with stain 1,9-dimethylmethylene blue (DMB). This complex
can be detected in a spectrophotometer at 520 nm. The results were
expressed in pug GAGs/mg Cr.

2.13. Urinary creatinine (Cr)

Creatinine was determined using Creatinine K kit of Labtest®
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brazil), by reaction with picric
add under alkaline conditions, producing an orange color whose absor-
bance was determined in a spectrophotometer at 492 nm. Results were
expressed as mg Cr/dL

2.14. Protein determination

Plasma and erythrocyte protein concentrations were determined,
respectively, by Biuret method — using the commercial kit of Labtest®
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brazil) — and by the method of
Lowry et al. [39].

2.15. Statistical analysis

All results were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). Normal distribution was tested by the Shapiro-Wilk test.
Logarithmic (log) transformation was done in data not normally distrib-
uted in order to transform them in parametric. Unpaired Student's t test
was used for all comparisons between the two groups. Correlations
between parameters were performed by Pearson’s correlation test.
Differences were considered significant when p < 0.05. Analyses were
performed by using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA — SPSS version 19.0) software, and graphics
were constructed in GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA — version 5.0) software.

3. Results
3.1. Antioxidant defenses

The concentration of erythrocyte GSH, the main non-enzymatic an-
tioxidant in cells, was significantly reduced in MPS IVA patients
(0.060 + 0.004 nmol/mg protein) when compared to control group
(0,079 + 0.006 nmol/mg protein) (p < 0.05) (Fig. 1A). The SOD activity
was significantly increased in patients (5.75 + 0.31 U/mg protein)
when compared to controls (445 + 0.38 U/mg protein) (p < 0.05)
(Fig. 1B), while there was no significant difference in GPx activity be-
tween patients (0.11 £+ 0.006 U/mg protein) and controls (0.099 +
0.006 U/mg protein) (p = 0.05) (Fig. 1C). All data were expressed as
the mean + SEM.

3.2. Oxidative damage to biomolecules

Results showed that MPS [VA patients had increased levels of oxida-
tive damage to lipids [urine isoprostanes levels (12336 + 66.6 pg/mg
Cr) (Fig. 2A)] (p < 0.05), proteins [urine di-Tyr (16,523.6 £ 9174 FU/mg
Cr) (Fig. 2B) and plasma sulfhydryl groups (30.37 + 0.86 umol TNB/mg
protein) (Fig. 2C)] (p < 0.01) when compared to controls (926 +
93 pg/mg Cr; 11,5863 + 1336.4 FU/mg Cr, 4122 + 0.88 pmol TNB/mg
protein, respectively). In addition, MPS IVA patients showed significant
increase in basal DNA damage (98.63 + 5.07 arbitrary units) when com-
pared to controls (31.5 + 3.79 arbitrary units) (p <0.01) (Fig 2D). After
Endo Il enzyme treatment (that indicates pyrimidines bases damage),
MPS IVA patients also showed an increased DNA damage (75.38 + 5.84
in patients versus 30.67 + 9.58 arbitrary units in controls) (p < 0.01)
(Fig. 2E). The urinary excretion of 8-OHdG ( biomarker of purine bases ox-
idative damage) was significantly higher in patients (9.25 + 0.82 ng/mg
Cr) when compared to controls (6.1 + 054 ng/mg Cr) (p < 0.05)
(Fig. 2F). All data were expressed as the mean + SEM.

3.3. Pro-inflammatory cytokine

The plasmatic IL-6 (Fig. 3) was increased in MPS IVA patients
(30.99 + 4,53 pg/ml) when compared to controls (11.5 + 0.33 pg/ml)
(p =0.01). The data were expressed as the mean + SEM.

3.4. Correlation between oxidative stress and pro-inflammatory cytokine

Erythrocytes GSH levels were inversely correlated with the plasma
IL-6 levels (Fig. 4) in MPS IVA patients (r = —0.848 p < 0.05).

3.5. GAG levels

Results showed that MPS IVA patients presented significant higher
levels of urinary GAGs (2 £ 0.02 pg/mg Cr) when compared to controls
(1.57 + 0.07 pg/mg Cr) (p<0.01), despite they are receiving weekly ERT
for about 8 months (Fig. 5). The data were expressed as the mean +
SEM and the values were reported in logarithmic scale.

4. Discussion

The primary biological consequence in LSDs is the increase in size
and number of the lysosomes, in an attempt to retain the growing con-
centration of undegraded macromolecules, due to enzymatic deficiency.
However, the biochemical and cellular mechanisms by which this
intralysosomal accumulation leads to cell and tissue dysfunction remain
not completely clear [40]. Reactive species are formed and degraded
during normal aerobic metabolism in cells at physiological concentra-
tions and are required for the proper functioning of the body. However,
uncontrolled production of reactive species results in oxidative damage
to biomolecules, altering their function and even causing diseases [41].

The involvement of reactive species is described in more than a hun-
dred human diseases, including some [EM [15-18,26-28,42]. Although
the relation between oxidative stress and IEM pathophysiology is not
well elucidated, the accumulation of toxic metabolites is appointed as
the main reason for the increase of free radicals formation [15-18]. De-
spite the fact that many studies relating oxidative damage to IEM exist,
there are few studies on LSDs, especially MPS. It is known that in this
diseases group, the imbalance between formation and removal of reac-
tive species might be even more important due to the lysosomal over-
load [20,25]. Lysosomes are very susceptible to oxidative stress and
destabilization of its membranes can result in release of hydrolases
and metabolites accumulated in cytosol causing apoptosis or necrosis,
Furthermore, the liberation of lysosomal contents can induce mitochon-
drial damage with secondary enhanced production of superoxide radi-
cals (0% ) and hydrogen peroxide (H,0), suggesting that lysosomal
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Fig. 1. Antioxidant defenses [reduced glutathione inerythrocytes—GSH (A), superoxide dismutase in erythrocytes—S0D (B), glutathione peroxidase in erythrocytes—GPx (C)] inMPS IVA
patients under ERT (n = 10-11) and controls (n = 10-13). Data represent mean + SEM. *p-< 0.05 (Student’s  test for unpaired samples) compared to the control group.

damage seems to cause further oxidative stress amplifying loop process
[43-46].

Recent studies of our group showed evidence that oxidative stress
may be involved in the pathophysiology of MPS II, and that ERT
protected against lipid, protein and DNA damage in these patients [26,
27]. Furthermore, another study carried out by our group verified that
patients with Fabry disease presented oxidative damage to proteins
and lipids, low antioxidant defenses and high pro-inflammatory cyto-
kine levels, even under ERT [29].

Considering this scenario, the aim of this study was to evaluate oxi-
dative stress parameters and inflammation biomarkers in MPS IVA
patients under ERT in order to better understand the mechanisms relat-
ed to the pathophysiology of this complex syndrome.

It is widely established that several reactive oxygen species react
with membrane lipids (altering cell membrane fluidity), proteins
(giving rise to carbonyl group formation into side-chains, reducing sulf-
hydryl groups of susceptible amino acids) and DNA (for example caus-
ing mutations) [41,47]. In our study we found decreased levels of
antioxidant defenses (erythrocyte GSH content) in MPS IVA patients
when compared to controls. The low GSH content implies a higher sus-
ceptibility to oxidative damage because GSH is the most important non-
enzymatic antioxidant, being preferentially oxidized by reactive species
and then preserving more important biomolecules [48]. On the other
hand, we observed high SOD activity in MPS IVA patients, showing,
probably, a response of the body to the increase of reactive species.
However, the high SOD activity is not accompanied by an increase of
GPx activity, which would be required for the degradation of H,0,
formed by the reaction of SOD. Thus, the H,0, remains free and, by
Fenton reaction in the presence of Fe? ", yields the highly toxic hydroxyl
radical (OH"). This radical attacks all types of biomolecules around it,
being extremely dangerous to the cell [48]. Then, increased activity of
SOD could be deleterious and the balance between SOD and the
peroxide-removing enzymes like GPx may imply on redox status [49].
Hence, the low GSH content and the high SOD activity presented by
MPS IVA patients probably contribute to the oxidative stress process.
Confirming our results, an increase of SOD activity in different organs

was already verified in animal models of MPS land, probably, contribut-
ed to oxidative imbalance found in this model [20]. Regarding GSH, Arfi
etal. [21] verified a strongly lower ratio of GSH over the oxidized deriv-
ative (GSSG) in MPS [IIA mouse model when compared to normal
controls. Furthermore, aspirin treatment completely normalizes GSH
values, indicating a possible link between inflammation and oxidative
stress in this disease [21].

With respect to oxidative damage in biomolecules, we found in-
creased urine isoprostane levels in MPS IVA patients when compared
to controls. lsoprostanes are products derived from the free radical-
catalyzed peroxidation of arachdonic acid, independent of the cyclooxy-
genase enzyme. The continued oxidation and fragmentation of fatty acid
side chains can produce aldehydes like isoprostanes, malondialdehyde
(MDA) and 4-hydroxynonenal (formed from peroxidation of linolenic,
arachidonic or docosahexaenoic acids). These aldehydes may cause rup-
ture of lysosomal (and other organelles) membrane and can bind to
membrane proteins, inactivating enzymes and receptors and even at-
tack DNA, forming mutagenic lesions [48,50]. Thus, the increased
isoprostane levels verified in MPS VA patients could be a result of the ly-
sosome destabilization and also may be acting in the maintenance of
chain reactions with other molecules. Corroborating with these findings,
MPS I patients under ERT also showed damage to lipids, measured by in-
creased TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) levels [25].
However, MPS Il patients under ERT presented decrease of MDA when
compared to patients without treatment [26].

In this study, we also observed increased levels of di-Tyr in urine and
decreased levels of sulfhydryl groups in plasma of MPS IVA patients
when compared to controls. Sulfhydryl groups can be reversibly oxi-
dized by reactive species, suggesting that they represent a potential an-
tioxidant, acting in cellular defense against oxidative stress [49]. Since
two-thirds of sulfhydryl groups are bonded to proteins, a reduction of
these groups also characterizes a protein oxidation [51-53]. The
increase of urine di-Tyr levels reinforces protein oxidation found in
MPS IVA patients, since di-Tyr is formed by the oxidation of adjacent
protein tyrosine residues leading to the formation of a highly stable
inter-phenolic bond that does not undergo further metabolism [54].

45



B. Donida et al / Biochimica et Biophysica Acta 1852 (2015) 1012-1019

A
1500 - .
S
£
S 1000 1 T
= —t
w
-
c
£ 500 4
w
[=]
5
g 0
>
o“é' 'bév
¢ K
_C
=
5 501
5
2 a0 —_——
‘% i
£ 3071
L]
£
=, 10 1
5
g o .
3 & Rs
@ & R
° ,33"
w
£ E
=1
g
& 100 -
= -
L
& 901
S &
£
Sk .
=
Z - £
2 ol
2 & &

107

B

20000 - -

15000 A

10000 -

di-Tyr (FU/mg Cr)
g
(=]

o

150

s
1

8
:

Basal DNA damage (arbitrary units)

15 5

iy
(=]
1

H

8-OHdG (ng/mg Cr)

0 T
'6‘} AV

R}
& &

Fig. 2. Damage to lipids [ isoprostanes in urine ( A)], proteins [di-tyrosine in urine—di-Tyr (B), sulfhydryl groups in plasma—SH (C)] and DNA [basal DNA damage in leukocytes (D);
DNA damage with Endo Il in leukocytes (E); 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in urine—8-0HdG (G)] in MPS IVA patients under ERT (n = 7-13) and controls (n = 6-13). Data represent
mean + SEM. *p < 0,05, **p < 0.01 (Student’s ¢ test for unpaired samples) compared to the control group.

40_ ek
30
z
2 20-
w
=
10 - —
0 T
Y
&‘o 9\@
P <
&

Fig. 3. Pro-inflammatory cytokine interleukin g (11-6) in plasma of MPS IVA patients under
ERT (n = 10) and controls (n = 12). Data represent mean + SEM. **p < 0.01 (Student's [
test for unpaired samples) compared to the control group.

Oxidative damage to proteins was also observed in animal models of
MPS 1[20] and in MPS Il patients [26]. During the first three months of
treatment, the ERT therapy was able to increase sulfhydryl levels.
However, after three months, the sulfhydryl groups returned to the
values presented before treatment [26].

DMNA damage has been associated with various pathologies, includ-
ing some [EM [17,27,55]. In this work, we investigated DNA damage in
MPS IVA patients under ERT by comet assay (single-cell electrophore-
sis), whichis a widely used method, extremely sensitive for DNA dam-
age, inexpensive and quick [ 56]. In order to investigate the mechanisms
underlying DNA damage, we assessed DNA repair using Endo lll enzyme
which recognizes oxidized pyrimidines bases and converts them into
breaks reflected in comet tail [57]. Our results showed higher DNA dam-
age levels in MPS IVA patients when compared to control group and this
damage has an oxidative origin in pyrimidines bases. DNA damage was
also observed in a study with MPS Il patients and in this study ERT was
able to decrease, but not reverse the levels of DNA damage [27]. For a
more accurate comparison with the data reported by Filippon et al.
[27] an investigation of this parameter in MPS IVA patients at diagnosis
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is necessary. The product of guanosine oxidation (purine base), 8-
OHdG, is formed by attack of reactive oxygen species in nuclear and mi-
tochondrial DNA [41]. The oxidized DNA is continuously repaired and
the injured nucleoside is excaeted into the bloodstream and urine [58].
Phenylketonuric patients with uncontrolled diet, presented high 8-
OHdG levels in serum and this oxidative damage to DNA may be in-
duced by the high phenylalanine levels and the low total antioxidant
status verified in the plasma of these patients [59]. Our results are in
agreement with the above findings, since MPS [VA patients had higher
urinary excretion of 8-OHdG than control group. Combining this result
to those obtained by enzymatic comet assay, we can presume that the
MPS IVA patients exhibit oxidative damage to purine and pyrimidine
bases.

In order to investigate the mechanisms underlying inflammation,
we assessed IL-6 inflammatory cytokine. MPS IVA patients showed in-
creased plasma IL-6 levels compared to controls. This result provides ev-
idence that the pro-inflammatory state occurs in these patients. There
are few studies about inflammatory mediators in MPSs and most of
them were performed in animal models. These studies indicated a
high expression of inflammatory molecules and cytokines secondary
to the accumulation of GAGs in MPS IIIB, VI and VII [19,22,60]. In our
work, we also observed an inverse correlation between GSH and IL-6.
These data may suggest that the inflammatory process is associated to
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and controls (n = 13). Data represent mean + SEM. **p < 0.01 (Student's t test for un-
paired samples) compared to the control group.
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oxidative state in MPS IVA patients and is consistent with studies in-
volving animal model of MPS [, 1A and 1B [21,23,24].

Considering that GAG urinary levels in our study were still high in
patients compared to the control group, we propose that GAGs are relat-
ed, at least in part, with the oxidative damage found in MPS IVA pa-
tients, The present results for MPS [VA patients are in agreement with
those found in treated Fabry patients, once they also showed high
lipid and protein oxidative damage, decreased antioxidant defenses
and increased inflammatory biomarkers [29].

To the best of our knowledge, this is the first study that describes the
increase of oxidative damage to biomolecules in MPS IVA patients.
Possibly, these data may provide new targets to future therapeutic
strategies in order to improve the life quality of MPS IVA patients.
Further researches and clinical trials are needed to reveal how safe
and effective would be the supplementation of antioxidants in combi-
nation with ERT in MPS IVA disease.
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4. DISCUSSAO







Os EIM sao disturbios metabdlicos de origem genética, em que a deficiéncia
na atividade de uma enzima provoca o blogueio de uma rota bioquimica e, com isso,
ocorre 0 acumulo de substratos e seus derivados (Scriver et al., 2001). Conforme
Saudubray e Charpentier (2001), os EIM podem ser classificados em trés grandes
grupos, de acordo com a area do metabolismo afetada. Um destes grupos é
composto pelos disturbios na sintese ou degrada¢do de macromoléculas complexas,
caracterizados por sintomas permanentes, progressivos e nao relacionados a
ingesta alimentar. Fazem parte deste grupo as doencas peroxissomais e as DLD.
Entre as DLD, as MPS aparecem como as mais prevalentes (Coelho et al., 1997). As
MPSs sdo DLD ocasionadas pela degradacéo deficiente dos GAG. A primeira
consequéncia bioldgica das MPSs é o aumento do numero e tamanho dos
lisossomos, com o intuito de conter o elevado conteiddo de moléculas néo
metabolizadas no seu interior. Entretanto, ainda nao estéo totalmente elucidados os
mecanismos bioquimicos e celulares envolvidos com o dano celular e tecidual
decorrente deste acumulo intralisossomal (Futerman e van Meer, 2004).

Muitos estudos vém demonstrando o envolvimento do estresse oxidativo e
inflamagéo na patogénese dos EIM e, mesmo que esta relagdo nao esteja bem
elucidada, o acumulo de metabdlitos € apontado como o principal responséavel pelo
aumento de RL. (Barschak et al., 2006; Deon et al., 2007; Sitta et al., 2009; Ribas et
al., 2010; Biancini et al., 2012; Filippon et al., 2011a). Os RL ou ER s&o formados e
degradados durante o metabolismo aerdbio normal das células e produzem efeitos
benéficos quando em concentragBes baixas a moderadas. Entre estes efeitos
destacam-se: resposta celular contra agentes infecciosos, sinalizacdo celular e
transcricdo génica (Zheng e Storz, 2000; Halliwell e Gutteridge, 2007; Valko et al.,
2007). Todavia, a producdo exarcebada de RL/ER é deletéria e pode causar dano
oxidativo a biomoléculas como lipideos, proteinas, DNA/RNA, culminando em injuria
celular e morte tecidual (Halliwell e Guteridge, 2007).

Apesar de haver inameros trabalhos relacionando estresse oxidativo aos EIM,
existem apenas alguns estudos com DLD, especialmente MPS. Visto que o0s
lisossomos sdo extremamente suscetiveis ao estresse oxidativo, o desbalanco entre
a formacao e degradacéo de ER parece ser de suma importancia neste conjunto de
doencas (Pereira et al., 2008; Reolon et al., 2009). A desestabilizacdo da membrana

lisossomal pode resultar na liberacéo de hidrolases e metabdlitos acumulados para o
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citosol, podendo causar apoptose ou necrose. Além disso, devido ao estresse
oxidativo, a liberagdo do conteudo lisossomal no citosol pode induzir um dano
mitocondrial com producdo secundaria de O, e H,O,, sugerindo que o dano
lisossomal possa causar ainda maior estresse oxidativo através da amplificacdo de
um processo ciclico de geracao de RL (Brunk et al., 2001; Zhao et al., 2003; Terman
et al., 2006; Terman and Brunk, 2006).

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram
evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da MPS Il, além
da demonstracdo que a TRE se mostrou protetora no que se refere ao dano a
lipideos, proteinas e DNA nestes pacientes (Filippon et al., 2011a; Filippon et al.,
2011b). Além disso, outro estudo desenvolvido pelo nosso grupo verificou que
pacientes com a doenca de Fabry (classificada como DLD) apresentam dano
oxidativo a proteinas e lipideos, diminuicdo das defesas antioxidantes e aumento
nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, mesmo quando submetidos a TRE
(Biancini et al., 2012). Até o desenvolvimento do presente trabalho nenhum estudo
havia avaliado o estresse oxidativo, em termos de defesas antioxidantes e dano
oxidativo a biomoléculas, em pacientes com MPS IVA. Além disso, considerando a
recente aprovacao da TRE para estes pacientes e a melhora clinica apresentada por
eles apos o uso da terapia (Hendriksz et al.,2014), o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo e inflamacdo durante a
vigéncia deste tratamento.

Foi verificado, no presente trabalho, que o conteudo eritrocitario de GSH, a
mais importante defesa antioxidante ndo enzimatica dessas células, estava
diminuido em pacientes MPS IVA em relacao aos controles. A GSH age contra ER a
medida que as sequestra, oxidando-se, e protegendo biomoléculas importantes
(Halliwell, 2006). Dessa maneira, lipideos, proteinas e DNA ficam mais vulneraveis
ao ataque de ER, o que foi confirmado pelos experimentos de avaliacdo de dano a
biomoléculas nestes pacientes. Além disso, foi observado um aumento na atividade
enzimatica da SOD em pacientes MPS IVA, mostrando, provavelmente, uma
resposta do organismo a elevagédo de ER. Contudo, o aumento na atividade da SOD
nao foi acompanhado por um acréscimo na atividade da GPx, o qual seria
necessario para que houvesse uma correta degradacao do H,O, formado pela SOD

durante a dismutagdo do O," . Sendo assim, o H,O, formado em excesso
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permanece livre e, na presenca de Fe*? através da reacdo de Fenton, produz o OH",
0 qual é extremamente danoso a todas as classes de biomoléculas, formando
rapidamente peroxidos lipidicos e radicais organicos (Halliwell, 2006). Considerando
0 exposto, pode-se propor, entdo, que o aumento da atividade de apenas uma
enzima antioxidante pode ser prejudicial ao invés de benéfico, ja que o equilibrio
entre a SOD e as enzimas de remocao de peroxido (como a GPx) é de importancia
primordial no sistema de defesa antioxidante celular (Bourdon e Blache, 2001).
Corroborando com estes achados, um aumento de SOD sem aumento de GPx ja
havia sido verificado em modelo animal de MPS | (Reolon et al., 2009). Ainda, foi
observado que ratos MPS IlIA apresentavam uma razdo extremamente baixa entre
GSH e a sua forma oxidada (GSSG), refletindo uma perturbacdo oxidativa no
ambiente celular (Arfi et al., 2011). Sendo assim, em pacientes MPS IVA, o baixo
conteudo de GSH juntamente com o aumento da atividade da SOD sem um
aumento na atividade de GPx, provavelmente contribua para o processo de estresse
oxidativo encontrado nestes pacientes.

A lipoperoxidagdo pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultante da acdo dos RL sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, falha dos mecanismos
de troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular (Halliwell e
Gutteridge, 2007). A lipoperoxidacdo pode ser considerada o evento citotoxico
primario que desencadeia uma sequéncia de lesdes na célula. Entre as alterac6es
desencadeadas pela lipoperoxidacdo podem-se citar (Halliwell e Gutteridge, 2007):

- alteragbes nas membranas levando a transtornos da permeabilidade,

alterando o fluxo iGnico (e de outras substancias) e resultando em perda da

seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a

célula;

- alteracdes do DNA, levando a lesdes mutagénicas;

- oxidacéo de lipoproteina de baixa densidade (LDL);

- comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos,

colageno e elastina).

Basicamente, a lipoperoxidagdo consiste na incorporagdo de oxigénio
molecular a um acido graxo poliinsaturado para produzir um hidroperéxido lipidico

(LOOH) como produto inicial. Nos sistemas biolégicos este processo pode ocorrer
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principalmente por duas vias, sendo a primeira uma via enzimética envolvendo as
ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenacao dos 4cidos graxos poliinsaturados e
a segunda a peroxidacdo nao enzimatica, que envolve a participacdo de ERO, ERN,
metais de transicdo e outros RL (Halliwell e Gutteridge, 2007). A lipoperoxidacao
resulta na formacdo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o
malondialdeido, 4-hidroxinonenal e os isoprostanos, que podem ser detectados em
amostras bioldgicas e utilizados para a avaliacdo do estresse oxidativo. No presente
trabalho os niveis de isoprostanos urinarios, derivados da oxidacdo do &acido
aracdonico (15-F2t-isoprostano), foram determinados, visto que estdo sendo
considerados marcadores bastante confiaveis no que diz respeito ao dano oxidativo
a lipideos (Basu, 2008). Os pacientes com MPS IVA apresentaram aumento deste
marcador urinario quando comparados com individuos controle, demonstrando a
presenca de lipoperoxidacdo nestes pacientes mesmo quando submetidos a TRE.
Corroborando com os dados apresentados, pacientes MPS | sob TRE também
apresentaram dano a lipideos, mensurado através do aumento dos niveis de TBARS
(Pereira et al.,, 2008). Entretanto, a TRE conseguiu diminuir os niveis de
malondialdeido em pacientes MPS Il quando comparados aos pacientes antes da
terapia (Filippon et al., 2011a).

Ainda no que diz respeito ao dano oxidativo a biomoléculas, n6s observamos
aumento nos niveis urinarios de di-tirosina e diminuicdo do contetdo plasmatico de
grupamentos sulfidrila nos pacientes MPS IVA sob TRE quando comparados com
individuos controle. Cerca de 60-70% dos grupamentos sulfidrila estdo ligados a
proteinas, sendo assim é importante enfatizar que a diminuicdo nos niveis de
grupamentos sulfidrila observada no plasma de pacientes com MPS IVA representa,
predominantemente, dano oxidativo proteico (Requejo et al., 2010). A maioria dos
grupamentos tiois de proteinas esta presente nos residuos de cisteina e a oxidacao
desses grupos leva a formacdo de pontes dissulfeto, o que altera o estado redox da
molécula, sua estrutura e funcionalidade podendo comprometer a atividade de
enzimas, receptores e proteinas transportadoras (Levine et al.,, 1990; Halliwell e
Whiteman, 2004). Levando em consideracdo os 30-40% de grupamentos sulfidrila
restantes estdo presentes no plasma na forma de moléculas como a glutationa, a
gual pode ser reversivelmente oxidada por ER atuando como antioxidante, uma

diminuicdo do seu conteddo aponta para um desbalanco oxidativo (Bourdon e
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Blache, 2001). O aumento dos niveis de di-tirosina urinaria reforca a ideia de
oxidagcdo de proteinas encontradas em pacientes MPS IVA, pois a di-tirosina é
formada através da oxidacdo de residuos adjacentes de tirosina em proteinas e
excretada na urina sem sofrer metabolismo (Mc Guire et al., 2009). O dano oxidativo
a proteinas pode ser prejudicial in vivo por efeitos diretos (alteracdo ou perda de
funcdo de enzimas ou transportadores) ou por contribuir indiretamente no dano a
outras biomoléculas (p. ex. dano a enzimas de reparo pode perpetuar o dano ao
DNA). Ainda, a alteracdo direta da estrutura protéica por oxidacdo pode
desencadear resposta autoimune, visto que as proteinas modificadas sao
reconhecidas como nao préprias pelo sistema imune (Halliwell e Whiteman, 2004).
Dano oxidativo a proteinas ja foi observado em modelo animal de MPS |, através do
aumento de carbonilas (Reolon et al., 2009) e em pacientes MPS Il, através de
diminuicdo de sulfidrila e aumento de carbonila. Nestes ultimos, a TRE foi capaz de
aumentar os niveis de sulfidrila somente durante os trés primeiros meses de
tratamento e ndo conseguiu alterar os niveis de carbonila (Filippon et al., 2011a).

O dano ao DNA vem sendo associado com um vasto numero de patologias,
incluindo os EIM (Sitta el al., 2009; Filippon et al., 2011b; Negretto et al., 2014b).
Com o intuito de verificar se os pacientes MPS IVA sob TRE apresentavam dano ao
DNA nés utilizamos o ensaio cometa. Esta técnica € amplamente utilizada para
avaliar o dano ao DNA por se tratar de uma metodologia simples, rapida e de baixo
custo (Liao et al., 2009). O ensaio cometa permite avaliar dano ao DNA em células
individuais sob condicbes alcalinas e apds a desnaturacdo do DNA é possivel a
verificacdo de quebras simples e duplas e sitios alcali-labeis (Singh et al., 1988; Tice
et al., 2000). Os leucdcitos individualizados, misturados a agarose e espalhados
sobre uma lamina sdo submetidos a uma corrente elétrica que proporciona a
migracao dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebra, para fora do nucleo.
Apos a eletroforese, as células sédo coradas e analisadas em microscopio. O dano
ao DNA é quantificado, neste método, analisando-se 100 células (leucécitos) da
amostra bioldgica, as quais recebem um escore que varia de 0 (célula sem dano) até
4 (dano maximo) de acordo com o tamanho da cauda, quanto maior a cauda maior o
dano ao DNA (Burlinson et al., 2007; Tice et al., 2000). Além disso, para que se
possa determinar se 0 dano tem origem oxidativa é possivel adicionar enzimas de

reparo (sobre a amostra antes da eletroforese), as quais reconhecem as bases
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oxidadas e as removem, aumentando o dano visualizado em microscopio através do
aumento da cauda. A enzima utlizada neste trabalho é conhecida como
Endonuclease IlIl (Endo Ill) e reconhece bases pirimidinicas oxidadas (DuSinska e
Collins, 2010). Nossos resultados mostraram niveis aumentados de dano ao DNA
nos pacientes MPS IVA sob TRE quando comparados ao grupo controle, sendo que
o dano observado foi oxidativo em bases pirimidinicas. O dano ao DNA também foi
observado em pacientes com MPS Il, sendo que a TRE foi capaz de diminuir os
niveis deste dano nos pacientes tratados quando comparados com pacientes nao
tratados, mas os valores ndo chegaram a niveis de controle. Além disso, foi
verificada correlacéo positiva entre os marcadores de dano oxidativo a proteinas e
lipideos e o dano ao DNA, mostrando que provavelmente o dano ao DNA seja de
origem oxidativa (Filippon et al., 2011b).

A 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) é um produto da oxidacdo da base
purinica guanosina e é formada quando o OH® ataca o DNA mitocondrial e nuclear
(Halliwell e Guterridge, 2007). O DNA oxidado é continuamente reparado e 0s
nucleosideos que sofreram dano sdo excretados na corrente sanguinea e urina
(Cooke et al., 2003). Altas concentracfes urinarias de 8-OHdG séo encontradas em
pacientes com aterosclerose, nefrolitiase, cancer, hipertenséo, epilepsia e diabetes
tipo Il (Nakanish et al., 2004; Wu et al., 2004; Boonla et al., 2007; Ercegovac et al.,
2010; Subash et al., 2010; Jaruga et al., 2012). No que concerne aos EIM, foi
descrito na literatura que pacientes fenilcetondricos com altos niveis sanguineos de
fenilalanina (devido ao ndo seguimento da dieta recomendada) apresentaram
aumento de 8-OHdG em soro. Além disso, neste mesmo trabalho foi verificada uma
correlacao significativa positiva entre os niveis de 8-OHdG e fenilalanina e uma
correlacdo significativa negativa entre os niveis de 8-OHdG e o status antioxidante
nos pacientes fenilcetonuricos (Schulpis et al., 2005). Nossos resultados mostraram
gue pacientes com MPS IVA também apresentam niveis urinarios aumentados de 8-
OHdG quando comparados com individuos saudaveis. Combinando este resultado
agueles obtidos pelo ensaio cometa pode-se presumir que pacientes MPS IVA sob
TRE apresentam dano oxidativo ao DNA tanto em bases purinicas quanto em
pirimidinicas. Além disso, os niveis aumentados de 8-OHdG nos pacientes com MPS
IVA nos permite concluir que o aumento da atividade da SOD n&o acompanhado
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pelo aumento da atividade da GPx, que foi discutido anteriormente, realmente causa
um acumulo de OH®, o qual é capaz de atacar o DNA formando 8-OHdG.

Com o intuito de investigar os mecanismos subjacentes a inflamacéo, avaliou-
se a citocina pro-inflamatoria IL-6, a qual se apresentou aumentada em pacientes
com MPS IVA sob TRE. Este resultado proporciona indicios de que o estado pro6-
inflamatorio ocorre nestes pacientes. Ha poucos estudos sobre mediadores
inflamatdérios em mucopolissacaridoses, sendo a maioria realizada em modelos
animais. Estes estudos apontam para uma elevada expressdao de moléculas
inflamatorias e citocinas secundarias ao acumulo de GAG em MPS tipo IlIB, VI e VII
(Villani et al., 2009; Villani et al., 2007; Simonaro et al., 2008). Em nosso trabalho
também observamos uma correlacao inversa entre GSH e IL-6. Estes dados podem
sugerir que o processo inflamatorio esta associado ao estado oxidativo em pacientes
com MPS IVA, e é consistente com estudos envolvendo modelo animal de MPS |,
[lIA e 11IB (Di Domenico et al, 2009;. Arfi et al, 2011, Ohmi et al., 2003). Além de
uma possivel liberacé@o de IL-6 decorrente do mecanismo inflamatério desencadeado
pelo acimulo de GAG, pode-se propor que a IL-6 possa ser liberada (como citocina
mediadora) durante o processo autoimune iniciado pelo reconhecimento de
proteinas oxidadas como nao-préprias pelo organismo (Halliwell e Whiteman, 2004).
Outra hipotese seria que o aumento de IL-6 nos pacientes MPS IVA poderia ser
derivado da cascata inflamatéria desencadeada pela producdo de anticorpos
antidroga, comumente encontrados em pacientes que fazem uso de TRE. Em
estudo recente, foi verificado que todos os pacientes MPS IVA tratados com
elosulfase alfa produzem anticorpos antidroga, contudo a producdo dos anticorpos
nao apresentou relacdo com a eficacia da terapia (Schweighardt et al., 2014).

Considerando que os niveis urinarios de GAG ainda estavam elevados nos
pacientes MPS IVA sob TRE em comparagédo com o grupo controle, pode-se supor
gue os GAG estéo relacionados, pelo menos em parte, com o dano oxidativo e com
a inflamacdo encontrada em pacientes com MPS IVA. Os dados mostrados pelo
presente trabalho, para pacientes com MPS IVA sob TRE, estdo de acordo com os
encontrados em pacientes com Fabry também submetidos a TRE, uma vez que o0s
pacientes Fabry apresentaram dano oxidativo a lipideos e proteinas, diminuicdo das
defesas antioxidantes e aumento de biomarcadores inflamatorios (Biancini et al.,
2012).
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Em suma, a importante contribuicdo deste trabalho foi a verificagdo da
presenca de estresse oxidativo e inflamacdo em pacientes MPS IVA, mas deve-se
analisar os resultados com cuidado, visto que somente pacientes sob TRE foram
incluidos. Sobretudo, os dados aqui apresentados apontam para a necessidade de
outros estudos propondo novas abordagens terapéuticas complementares a TRE
com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes com MPS IVA.
Considerando o0 estresse oxidativo encontrado nestes pacientes, pesquisas e
estudos clinicos futuros sdo necessarios para revelar o quao segura e efetiva seria a
suplementacdo com antioxidantes em combinacdo com a TRE nos pacientes com
MPS IVA.
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5. CONCLUSOES







A partir dos resultados obtidos neste estudo em pacientes MPS IVA sob a
TRE, foi possivel concluir que os pacientes portadores desta patologia apresentam:

a) Prejuizo de defesas antioxidantes enzimaticas (aumento de SOD nao
acompanhado por aumento de GPX) e ndo enzimaticas (diminuicdo de GSH);

b) Dano oxidativo a lipideos (isoprostanos) e proteinas (sulfidrila e di-tirosina);

c) Altos niveis de dano ao DNA de origem oxidativa, em bases purinicas e
pirimidinicas;

d) Aumento da citocina pro-inflamatoria IL-6;

e) Correlacdo significativa negativa de IL-6 com defesa antioxidante nao
enzimatica (GSH),

f) Aumento de GAG urinarios.

Dessa maneira, conclui-se que os estados pro-inflamatério e pro-oxidante
ocorrem e estdo correlacionados em pacientes com MPS IVA mesmo submetidos a
TRE. Assim pode-se sugerir que a suplementacdo com antioxidantes em
combinacdo com a TRE deve ser considerada como uma promissora abordagem

terapéutica aos pacientes portadores de MPS IVA.
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6. PERSPECTIVAS







Pretendemos dar continuidade a este trabalho estudando pacientes com MPS
IVA antes de iniciar o tratamento com TRE (no momento do diagndstico) e ao longo
da terapia. Para tanto, objetivaremos comparar estes dois grupos de pacientes nos
parametros ja analisados e faremos analises adicionais, incluindo a dosagem de
outros marcadores inflamatoérios e de estresse oxidativo. Faremos também um teste
in vitro com antioxidantes, para verificar o efeito da suplementacdo com
antioxidantes em conjunto com a TRE.

Considerando o exposto, as perspectivas deste trabalho sao:
a) Avaliar as defesas antioxidantes enzimaticas (através da medida da atividade das
enzimas CAT, SOD, GPx e GR) e ndo enzimaticas (através da quantificacdo de
GSH) em eritrocitos e realizar teste in vitro com antioxidantes;
b) Avaliar as defesas antioxidantes ndo enzimaticas (Status Antioxidante Total —
TAS - e Reatividade Antioxidante Total — TAR) no plasma e na urina;
c) Avaliar o dano oxidativo a lipideos (através da quantificacdo de MDA em plasma e
de isoprostanos e hidroperdxidos na urina) e proteinas (através da quantificacdo de
grupamentos carbonilas e sulfidrilas em plasma e de di-tirosina na urina);
d) Avaliar o dano ao DNA (pelo ensaio cometa com a adicdo de enzimas e pela
dosagem de 8-OHAG em urina) e realizar teste in vitro com antioxidantes;
e) Quantificar queratan sulfato e condroitin-6-sulfato na urina por LC/MS/MS;
f) Quantificar biomarcadores inflamatorios (IL-6, IL-1p3, IL-8, TNF4, IFNy) no plasma,

g) Correlacionar os parametros bioquimicos, oxidativos e inflamatorios entre si.
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8.1 ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IVA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO IVA

Vocé, portador de Mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA), esta sendo
convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Investigacdo dos
Biomarcadores de Estresse Oxidativo em pacientes portadores de
mucopolissacaridose tipo IVA submetidos a terapia de reposi¢cao enzimatica”. O
presente projeto de pesquisa tem por objetivo verificar os efeitos da acdo dos
radicais livres (por exemplo, formados por radiacdo solar) e de substancias
antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com mucopolissacaridose
tipo IVA. Também sera avaliado o efeito da terapia de reposicdo enzimatica
utilizada para esta doenca sobre a acdo destas substancias antioxidantes e dos
radicais livres. Os dados necessarios para a realizacdo do projeto seréo
obtidos através de entrevistas realizadas com vocé (portador de MPS IVA) e/ou
seus responsaveis legais, das coletas de sangue periférico e urina. Estes
dados serdo coletados nos dias de consultas rotineiras, ndo sendo necessario
0 seu comparecimento em consultas extras. Caso sejam necessarios dados
adicionais estes seréo obtidos no seu prontuario do Hospital.

E muito importante que vocé saiba que os dados (entrevista, resultados
das andlises de sangue e urina) obtidos com sua doacdo, sdo de relevante
importancia cientifica para o melhor entendimento da MPS IVA, e
principalmente para avaliacdo da terapia de reposi¢do enzimatica. Sendo que
esses resultados virdo beneficiar outros pacientes com a mesma doenca.

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de material biol6gico para
o estudo sdo semelhantes aos envolvidos na coleta de sangue e urina para
exames laboratoriais de rotina. O material coletado sera utilizado Unica e
exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das
informacdes obtidas e que o individuo, ou seja, vocé ter4 acesso as mesmas.
Os materiais coletados néo serdo armazenados em banco de material biolégico

e o0s resultados obtidos seréo agrupados e expressos atraves de resultados
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numericos, sem qualquer referéncia a elementos que possam identificar as
pessoas que participaram do estudo.

Cabe salientar que a sua participacdo no estudo é totalmente voluntéria,
e que a sua desisténcia nao trara implicacbes ao seu atendimento clinico no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. E importante ressaltar também, que vocé
ndo recebera nenhum tipo pagamento pela participacdo no estudo e que todas
as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais serdo cobertas
por verbas do préprio projeto de pesquisa, portanto, serdo completamente
gratuitas para voceé.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla
Vargas e a mestranda Bruna Donida) estardo a disposicdo para o
esclarecimento de qualquer duvida durante todo o andamento da pesquisa, no
Servico de Genética Médica do HCPA localizado no 3° andar, Fone: (51)
3359.8011. Ainda, para maiores informacdes, vocé pode contatar o Comité de
Etica em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 3359.7640, das 8h as
17h.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas
(assinada por nés) sera entregue a vocé, participante da pesquisa, e a outra
sera mantida com 0 nosso grupo de pesquisa.

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

participar do estudo e tive minhas davidas esclarecidas.

Data:

Nome:

Nome do responséavel legal:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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8.2 ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PACIENTES CONTROLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PACIENTES CONTROLES

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa
intitulado “Investigacdo dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo em pacientes
portadores de mucopolissacaridose tipo IVA submetidos a terapia de reposicdo
enzimatica”. O presente projeto de pesquisa tem por objetivo verificar os efeitos
da acdo dos radicais livres (por exemplo, formados por radiacdo solar) e de
substancias antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com a
doenca genética mucopolissacaridose tipo IVA. Também sera avaliado o efeito
da terapia de reposicdo enzimatica utilizada para esta doenca sobre a acéo
destas substancias antioxidantes e dos radicais livres.

Para que este estudo seja realizado, € necessaria uma comparagao
entre um grupo de pacientes que apresentam a doenca com um grupo de
pacientes que ndo apresentam. Vocé, portanto, estd sendo convidado a
participar deste estudo como controle, ou seja, como nao portador de
mucopolissacaridose tipo IVA. Os dados necesséarios para a realizacdo do
projeto serdo obtidos através de entrevistas realizadas com vocé e/ou seus
responsaveis legais, das coletas de sangue periférico e urina. Estes dados
serdo coletados nos dias de consultas rotineiras, ndo sendo necessario 0 seu
comparecimento em consultas extras.

Para participar, vocé fara coleta de sangue e urina, juntamente com as
coletas solicitadas rotineiramente pelo seu médico. Os riscos e desconfortos
causados pela coleta de material biolégico para o estudo sdo semelhantes aos
envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina. A sua
participagdo neste estudo néo trara beneficio direto a vocé, porém, os dados
advindos com a sua doacédo sao de importancia cientifica relevante para o
estabelecimento de novos tratamentos para esta doenca, bem como para o
melhor entendimento desta patologia. O material coletado sera Unica e

exclusivamente utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo reservado a
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VOCé 0 acesso as mesmas. Além disso, o material coletado n&o sera
armazenado em banco de material bioldgico.

As informac0des individuais levantadas pela pesquisa sado confidenciais.
Os resultados obtidos serdo agrupados e expressos através de resultados
numericos, sem qualquer referéncia a elementos que possam identificar as
pessoas que participaram do estudo.

Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais
serdo cobertas por verbas do proprio Projeto de Pesquisa, portanto,
completamente gratuitas para voceé.

Caso vocé queira retirar-se em definitivo da pesquisa, tera total liberdade
para fazé-lo, sem que isso prejudique futuros atendimentos no Laboratério de
Andlises Clinicas da Faculdade de Farméacia da UFRGS.

O seu material (sangue) coletado, apés analise, sera destruido e 0os seus
dados excluidos do nosso banco de dados.

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo (Profa. Dra. Carmen Regla
Vargas e a mestranda Bruna Donida) estardo a disposicdo para o
esclarecimento de qualquer diavida durante todo o andamento da pesquisa, no
servico de Genética Médica do HCPA localizado no 3° andar, Fone: (51)
3359.8011. Ainda, para maiores informacdes, vocé pode contatar o Comité de
Etica em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 3359.7640, das 8h as
17h.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas
sera entregue a vocé (assinado por nds), participante da pesquisa, e a outra
sera mantida com o nosso grupo de pesquisa.

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

participar do estudo e tive minhas duvidas esclarecidas.

Data:

Nome:

Nome do responsavel legal:

Assinatura;

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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8.3 ANEXO 3- COMPROVANTE DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA
[

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 130246
Data da Vers#o do Projeto:

Pesquisadores:

ROBERTO GIUGLIANI

LUCIANA GIUGLIANI

ANDRESSA FEDERHEN

CARMEN REGLA VARGAS

TATIANE GRAZIELI HAMMERSCHMIDT
GRAZIELA DE OLIVEIRA SCHMITT RIBAS
DESIREE PADILHA MARCHETTI

BRUNA DONIDA

Titulo: Investigagéo dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo em pacientes portadores de
mucopolissacaridose tipo IV submetidos a terapia de reposigéo enzimética

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodolégicos, logfsticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagio estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestdo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligao
de seus projetos.

- O pesquisador dever4 apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pés-Graduagéo (GPPG)

A
orto Alegre, 10 de dezembro de 2013.

,/ Prof. Edyardo ffandoft Passos
4/ Coon GPPG/HCPA
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