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PARTE |

RESUMO

As mucopolissacaridoses sdo doencas lisossémicas de depdsito, na qual os
glicosaminoglicanos, ao invés de serem clivados dentro do lisossomo, sdo acumulados
dentro dessa organela celular, devido a uma falha nessa rota enzimatica. A
Mucopolissacaridose IV €& caracterizada pela deficiéncia da enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatase, acumulando queratan sulfato. Ja a
Mucopolissacaridose tipo Il é caracterizada pela deficiéncia da enzima iduronato-2-
sulfatase e acumulo de heparan sulfato e dermatan sulfato. Esse acumulo de
glicosaminoglicanos leva a problemas secundarios, como a ativagdo da cascata
inflamatdria, a producao de espécies reativas e disfungdo mitocondrial. O objetivo geral
deste projeto de pesquisa foi investigar os mecanismos de estresse oxidativo e
inflamacdo em pacientes portadores de Mucopolissacaridose tipo Il nho momento do
diagnodstico e apos o transplante de células-tronco hematopoiéticas, em pacientes
portadores de Mucopolissacaridose tipo IVA durante tratamento com terapia de
reposi¢cao enzimatica, bem como avaliar o efeito in vitro de antioxidantes (genisteinae
coenzima Q 10) sobre parametros de estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial em
modelo celularpara Mucopolissacaridosetipo Il. Os dados apresentados sobre pacientes
com Mucopolissacaridose tipo Il sugerem que os mesmos se encontram em estado de
desequilibroredox e pré-inflamatério,com aumentodos niveis de isoprostanos urinarios,
das interleucinas IL-13 e IL-17a e a tendéncia de aumento da IL-6. Além disso, os
pacientes com Mucopolissacaridose tipo Il pds- transplante de células-tronco
hematopoiéticas demonstraram uma melhora nos parametros analisados, trazendo
evidéncias de como esse tratamento pode ser benéfico para esses pacientes. Vale
ressaltar que até o momento ndo havia sido descrito na literatura o aumento de IL-17a
em pacientes com Mucopolissacaridose tipo |l. Esse dado € pioneiro e extremamente
relevante, visto que essa interleucina é considerada osteoclastogénica e esses pacientes
apresentam deformacdes 6sseas importantes. Relatamos pela primeira vez que ndo ha
aumento significativo da resposta inflamatoria e estresse oxidativo/nitrosativo em
pacientes com Mucopolissacaridose tipo IVA em tratamento prolongado com terapia de
reposicdo enzimatica. Isso demonstra um possivel efeito protetor do tratamento em
relacdo aos parametros estudados e a importancia de iniciaro tratamento nos estagios
iniciais da doenca. Ja em relagao ao nosso estudo de modelo celular por edigdo génica,
foi demonstrado que o modelo celular heterozigoto composto nocaute para
Mucopolissacaridose tipo Il apresenta menos alteragcées nos parametros estudados, em
comparagado com o modelo celular homozigoto nocaute para Mucopolissacaridose tipo
Il. Isso evidencia que os modelos celulares podem caracterizar diferentes fenétipos, e
que a genisteinademonstrou efeito protetor contra o aumento de espécies reativas de
oxigénio. Este modelo celular pode ajudar a elucidar a fisiopatologia da
Mucopolissacaridose tipo Il, bem como demonstrar os beneficios da genisteina nesta
doenca.



Palavras-chave: estresse oxidativo, inflamacdo, mucopolissacaridose tipo I,
mucopolissacaridose tipo IVA, modelo celular.

ABSTRACT

Mucopolysaccharidoses are lysosomal storage diseases, as glycosaminoglycans,
instead of being cleaved inside the lysosome, are accumulated within this cellular
organelle, due to a failure in this enzymatic route. Mucopolysaccharidoses type IV is
characterized by the deficiency of the enzyme N-acetylgalactosamine 6-sulfatase,
accumulating keratan sulfate. Mucopolysaccharidoses type Il is described by the
deficiency of the enzyme iduronate-2-sulfatase and accumulation of heparan sulfate and
dermatan sulfate. This accumulation of GAG leads to secondary problems, such as the
activation of the inflammatory cascade, the production of reactive species and
mitochondrial dysfunction. The aim of this research project was to investigate the
mechanisms of oxidative stress and inflammation in patients with
Mucopolysaccharidoses type Il at the time of diagnosis and post-hematopoietic stem cell
transplantation, in patients with Mucopolysaccharidoses type IVA during treatment with
enzyme replacement therapy, as well as to evaluate the in vitro effect of different
antioxidants (genistein, coenzyme g10) on parameters of oxidative stress and
mitochondrial dysfunction in cellular models for Mucopolysaccharidoses type Il. The data
presented about Mucopolysaccharidoses type |l patients showed that they are in redox
imbalance and pro-inflammatory state, with an increase in the urinary isoprostane levels,
increase interleukins IL-1pB and IL-17a and a tendency towards an increase in IL-6. The
Mucopolysaccharidoses type Il patients post- hematopoietic stem cell transplantation
showed an improvement in the analyzed parameters, bringing evidences on how this
treatment can be beneficial to these patients. It is worth noting that until now, an increase
in IL-17a in  Mucopolysaccharidoses type |l patients has not been described in the
literature. This data is pioneering and extremely relevant, since this interleukin is
considered osteoclastogenic and these patients present significant bone deformations.
We reported for the first time that there is no significant increase in the inflammatory
response and oxidative/nitrosative stress in patients with Mucopolysaccharidoses type
IVA on prolonged treatment with enzyme replacementtherapy. This shows the protective
effect of treatment in relation to the parameters studied and the importance of initiating
treatment in the early stages of the disease. In relation to our study of the cellular model
by gene editing, itwas demonstrated that the heterozygous Mucopolysaccharidoses type
Il knockout cellular model presents less alterations in the parameters studied, in
comparison with the homozygous Mucopolysaccharidoses type Il knockout cellular
model. This indicate that the cellular models can characterize different phenotypes and
that genistein showed a protective effectagainstincreased reactive oxygen species. This
cellularmodel may help to elucidate the pathophysiology of Mucopolysaccharidoses type
I, as well as demonstrate the benefits of genistein in this disease.

Keywords: oxidative stress, inflammation, mucopolysaccharidoses type |II,
mucopolysaccharidoses type IVA, cellular model.
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1.1 Erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo defeitos hereditarios de carater
autossOmico recessivo, autossémico dominante ou ligado ao cromossomo X, causados
devido a deficiéncia parcial ou total de uma proteina, a qual, geralmente, exerce uma
atividade enzimatica (Regateiro, 2003). O bloqueio resultante do defeito metabdlico leva
ao acumulo dos substratos da enzima, bem como deficiéncia na sintese do produto da
reacao. Além disso, pode ocorrer que vias metabdlicas alternativas sejam ativadas
visando a diminuicdo das concentragcbes dos substratos. De forma geral, esses
mecanismos acabam levando ao aparecimento de sintomatologia grave, muitas vezes
letal, nos pacientes portadores desses defeitos (Scriver et al., 2001).

Se analisadosdeforma individual,os EIM possuem uma frequénciabaixa, porém,
em conjunto, correspondem a 10% do total de doencgas genéticas (Jimenez-Sanchez et
al. 2001; Scriver et al. 2001).

Na classificagao proposta por Saudubray e Charpentier (2001), os EIM séao
agrupados em trés grandes classes, conforme descrito abaixo:

Grupo I) Disturbios no catabolismo de moléculas complexas: como por exemplo,
as doengas lisossOmicas de depdsito e as doengas peroxissomais;

Grupo IlI) Disturbios com déficit energético: como nas doengas da cadeia
transportadora de elétrons, defeitos na oxidacdo de &cidos graxos e defeitos na
gliconeogénese;

Grupo lll) Erros inatos do metabolismo intermediario: disturbios que levam a intoxicacdo
aguda ou crénica em fungado do acumulo de substratos toxicos. Enquadram-se nesta

classificagdo as aminoacidopatias e as acidemias organicas, por exemplo.



1.2 Doencas lisoss6micas de depésito

As doencas lisossémicas de depésito (DLDs) sdo EIM em que ha uma diminuigdo
parcial ou total da atividade de enzimas lisossomais especificas, ocasionando um
acumulo de moléculas complexas ndo metabolizadas nos lisossomos.

O lisossomo € uma organela citoplasmatica proveniente do complexo de Golgi,
que apresenta como funcgao degradar e reciclar residuos celulares. Os materiais
extracelulares atingem o lisossomo principalmente através de endocitose e fagocitose,
enquanto um processo completamente diferente, a autofagia, medeia a entrega de
materiais intracelulares (Saftig e Klumperman, 2009).

A autofagia é ativada por uma ampla gama de condig¢des indutoras de estresse
celular e medeia a degradagcao de agregados proteicos, lipidios oxidados, organelas
danificadas e patogenos intracelulares. Os materiais que chegam ao lisossomo sao
degradados pelas hidrolaseslisossémicas, e os produtos de degradagéao resultantes sao
usados para gerar novos componentes celulares e energiaem resposta as necessidades
nutricionais da célula. Os lisossomos também estdo envolvidos em uma via secretora
‘néo convencional’ conhecida como exocitose lisossomal, que desempenha um papel
importante em varios processos fisioldgicos, como reparo da membrana plasmatica,
resposta imune e reabsorg¢ao 6ssea (Ballabio, 2016).

O Iumen lisossomal tem pH acido proximo a 4,5 e contém mais de 60 diferentes
enzimas hidroliticas soluveis, que estdo diretamente envolvidas na degradagédo de
metabdlitos. A membrana lisossomal contém proteinas como transportadores, canais

ibnicos e pequenas proteinas que estdo envolvidas nos eventos de fusdo de membrana,



trafego de proteinas intracelulares e processos secretérios (Heese, 2008; Ballabio,
2016).

No Brasil, as DLDsrepresentam 58,1% dos pacientes com EIM, sendoque 54,5%
dos casos de DLDs correspondem as mucopolissacaridoses (MPS) (Coelhoet al., 1997).
O acumulo de macromoléculas, na maioria das DLDs, inicia-se na vida fetal e torna-se

evidente clinicamente nos dois primeiros anos de vida (Mabe et al., 2003).

1.3. Mucopolissacaridoses

As MPS, enquadradas nas DLDs, sao causadas pela auséncia de qualqueruma
das 11 enzimas envolvidas na degradagao dos glicosaminoglicanos (GAGs), também
conhecidos como mucopolissacarideos. Os GAGs, no tecido conectivo, encontram-se
ligados a proteinas, formando os proteoglicanos, os quais possuem como fungao
fornecer elasticidade aos tecidos e os manter na sua conformacéo caracteristica, devido
a sua estrutura quimica ser altamente polar e eletricamente carregada, ja que possuem
grande capacidade de absorver agua, formando matrizes hidratadas nos espagos
intercelulares e intersticiais (Esko et al. 2009). Por essa razédo, os GAGs eram
anteriormente conhecidos como mucopolissacaridios. O alto carater hidrofilico dos
GAGs faz com que sua presencga na constituicao dos proteoglicanos seja crucial para a
manutenc¢ao daconformacéao caracteristica dos tecidos, assim como de suaelasticidade.
Os principaistipos de GAGs sao: heparan sulfato (HS), dermatan sulfato (DS), condroitin
6-sulfato (C6S), queratan sulfato (KS), heparina e &acido hialurénico, conforme
representados na Figura 1. As MPS sao classificadas em 13 fenotipos clinicos,

relacionados com a enzima ausente, como observado na tabela 1.
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Figura 1. Estrutura quimica dos GAGs (adaptado de Berg et al. 2006).

O acumulo de GAGs nao degradados no lisossomo leva a uma disfungao celular,
tecidual e organica. O curso das MPS é crénico e progressivo, com acometimento de
diversos sistemas tais como: o esquelético, cardiopulmonar, a pele, cérnea, figado, bago,
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 manifestagdes clinicas que os pacientes com MPS
podem apresentar sdo: baixa estatura; perimetro cefalico aumentado;face sugestiva de
doenca de depdsito; envolvimento ocular; cardiopatia; organomegalia; infeccdes
respiratorias; alteragdes cutaneas, hipoacusia e comprometimento neuroldgico (Neufeld
e Muenzer, 2001). A triagem em caso de suspeita de MPS é baseada na analise de
glicosaminoglicanos urinarios. O ensaio enzimatico deficiente e a anaélise genética

confirmam o diagnéstico (Michaud et al., 2020).



Tabela 1. Classificagao das MPS, com indicagdo dos GAG majoritariamente

excretados na urina e a respectiva enzima deficiente

GAGSE om oxcessD

Tipo Eponimo B ki Deficiencia enzimatica
MFS I H Sindrome de Hurlers Dermatan sulfaio & =L -sduronidase
Heparan sullate
MPS1H-5 Sindrome de Hurler-Scheie Dermatan sulfalo & a-Liduronidase
Heparan sulfato
MPS5 15 Sindrome de Scheie Dermatan sulfato & a-L-duronidass
Heparan sulfato
MPS 1 Sindrome de Hunter Dermatan sulfato ¢ duronato- 2-sulistase
Heparan sulfalo
MFS WA Sindrome de Sanfilippo & Heparan suffato Heparan N-sulfatase
MPS i B Sindrome ge Sanfiéppo B Heparan suffato u-N-greti-glicosaminsdase
WPS I C Sindrome da Sanfilippo C Heparan sullats Acetl-cod-a-ghtosamng
acetitransierase
MPS D Sindrome de Sanfilippo D Heparan sulfalo N-aretiglicoaamina-6.
sufatose
MPS IV & Sindrome de Morguio & Queratan sullslo Galactose Fsultaiase
MPS IV B Sindrome de Morguio B Queratan suffato E-golaciosdase
WPS Vi Sindrome de Maroteaus.Lamy Dermatan suifato N-acetl.galactosaming 4.
sulfatase [Arisulfatase B)
MES Vil Sindrome de Sy Dermatan sulfsio & B-ghcuronidase
Heparan suffato
MPS 1 Simdrome de Natowicz Acido hislurdnico Husduronidase

Adaptado de Neufeld e Muenzer 2001.

A Mucopolissacaridose do tipo Il (MPS 1lI), ou Sindrome de Hunter, é
bioquimicamente caracterizada pela deficiéncia da enzima iduronato-2-sulfatase (IDS),
que catalisa a remocao do sulfato presente na posi¢cdo 2 do acido idurénico das
moléculasde HS e DS. A rota metabdlica de degradacao destes GAG esta representada
naFigura2. 0 genelDS esta localizadonobrago longodo cromossomo X (Xg28), e mais

de 600 alteragdes mutacionais distintas foram detectadas neste gene, o que, em parte,



explicaa grande heterogeneidade clinica apresentada por esses pacientes (D'Avanzo et.

al., 2020; Gomes et al., 2020).
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Figura 2. Via de degradagcao do HS e DS (adaptado de Filocamo et al. 2018). HS: heparan
sulfato. DS: dermatan sulfato. MPS Il: mucopolissacaridose tipo Il. MPS I: mucopolissacaridose
tipo I. MPS Il A: mucopolissacaridose tipo Il A. MPS lll C: mucopolissacaridose tipo Il C. MPS
Il B: mucopolissacaridose tipo Il B. MPS VII: mucopolissacaridose tipo VII. MPS IIl D:

mucopolissacaridose tipo Ill D. MPS VI: mucopolissacaridose tipo VI.

A MPS Il - cuja frequénciaestimadachegaa 1:140.000 homens—, diferentemente

de todos os outros tipos de MPS, é de heranca recessiva ligada ao cromossomo X,
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afetando quase que exclusivamente homens, sendo as mulheres portadoras do gene
alterado. (Poorthius et al., 1999; Nelson et al., 2003; Pinto et al., 2004; Pifia-Aguilar et
al., 2013; McBride e Flanigan, 2021).

A sintomatologia da MPS Il inclui alteragdes esqueléticas, baixa estatura, maos
em garra, contraturas articulares, infecgdes recorrentes, surdez, hepatoesplenomegalia
e cardiopatias. Os sintomas iniciampor volta dos 2-3 anos de idade, e a sobrevida média
dos pacientes é de 20-30 anos. (Chinawa etal., 2012; Young etal., 1982; Muenzer et al.
2011). A forma grave da MPS |l geralmente progride com retardo mental grave e afeta
aproximadamente 75% de todos os pacientes (Wraith et al., 2008; Jones et al., 2009;
Quaio et al., 2009; Quaio et al., 2008; Jones et al., 2009; Quaio et al., 2012; Roberts et
al., 2016; D'Avanzo et al., 2020). A forma atenuada é caracterizada por retardo mental
leve ou ausente,e por uminiciomais tardio, apresentando maior sobrevida dos pacientes

(Hamano et al. 2008; D’Avanzo et al., 2020)

"'

Figura 3. Paciente com Sindrome de Hunter (adaptado de Muenzer et al., 2011).
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A Mucopolissacaridosetipo IV (MPS IV), ou sindrome de Morquio, é caracterizada
pela degradacao deficiente do GAG KS e é dividida em IVA e IVB, ou Morquio A e
Morquio B. A via de degradacao do KS esta representada na figura4. Na MPS IVA ha
deficiéncia da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (GALNS) ou galactose 6-
sulfatase e a degradacéao deficiente tambémdo C6S. J4, nasegunda,a enzimadeficiente
€ B-galactosidase. Nao é possivel diferenciar as duas deficiéncias pelo fenétipo dos
pacientes. Inicialmente, a MPS tipo IVB foi considerada como a forma mais branda da
MPS IVA. (Neufeld e Muenzer, 2001; Sawamoto et al., 2020; Zhou et al.,2021). O
enfoque do presente trabalho serdo pacientes com MPS tipo IVA. Na populagdo em
geral, a incidéncia estimada dessa doenca fica em 1:76.000 a 1:640.000 nascidos vivos
(Khan etal., 2017; Sawamoto et al., 2020).

O acumulo de GAGs leva a complicagcbes Osseas bastante variaveis e
dependentes da quantidade de substrato acumulado. Mas, diferentemente da maioria
dos EIM, os pacientes portadores de MPS IVA nao apresentam nenhum retardo mental
(Carakushansky, 2001; Chaves et al., 2003; Zhou et al., 2021). O tecido conjuntivo, que
€ rico em KS, é o principal afetado nestes pacientes, e os sistemas, que sao por
consequéncialesados, sao a cartilagem, cornea e valvulas cardiacas (Dvorak-Ewell et

al., 2010; Sawamoto et al., 2020).

Algumas das caracteristicas dos pacientes com MPS IVA sdo: baixa estatura,
modificagbes nacurvatura da coluna,-pescogo e tronco curto com protuberanciado peito
(“pectus carinatum”), encurtamento de ossos longos (ossos dos bragcos e pernas),
alargamento das articulagdes, face grosseira, proeminéncia do queixo, boca grande,

deficiéncia auditiva, leve opacidade de cérnea, dentes pequenos, hepatomegalia,
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obstrugao de vias aéreas superiores e comprometimento valvulardo coragdo (Montafo

etal. 2007; Martell et al. 2011; Tomatsu et al. 2011, Khan etal., 2017, Zhou etal., 2021).
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Figura 4. Via de degradacido do KS (adaptado de Filocamo et al. 2018). KS: queratan
sulfato. MPS IV A: mucopolissacaridose tipo IV A. MPS IV B: mucopolissacaridose tipo IV B. MPS

Il D: mucopolissacaridose tipo Il D.

Os pacientes com MPS IVA apresentam significativa heterogeneidade clinica, ja
estdo descritos na literatura mais de 400 mutagdes nogene responsavel pela codificagao
da enzima envolvida nesta sindrome. O gene da enzima GALNS, que ¢ afetada nesta
sindrome, esta localizado no cromossomo 16g24.3, contém 14 éxons e codifica uma
proteina acida com 522 aminoacidos, incluindo um peptideo sinalizador de 26 residuos

(Zanetti et al., 2021).
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Os sinais e sintomas caracteristicos desta doenga aparecem por volta dos trés
anos de idade, sendoque os pacientes podem apresentar desde o fenoétipo mais brando,
podendo chegar aos 70 anos até o fendtipo mais severo, sobrevivendo somente até os
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 (Montafio et al., 2007; Martell et al.,

2011; Tomatsu et al., 2011; Lankaster et al., 2006; Zhou et al., 2021).

Genu valgum
Pectus carmutum
Kyphoscoliosis

Prominent Forehead

Figura 5. Paciente com sindrome de Morquio A (Adaptado de Sawamoto et al., 2020).

Entre 1982 e 2019, foram identificados 1.652 pacientes com MPS no pais. Os

dados foram coletados no Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas Porto
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Alegre. Um total de 74.215.086 nascidos vivos foram registrados no Sistema de
Informacgdes sobre Nascidos Vivos do Banco de Dados do Sistema de Saude Brasileiro.
A incidéncia de MPS nesse periodo foi de 1,57 por 100.000 nascidos vivos. O tipo mais
comum entre todas as MPS foi a MPS Il, com 29,84% dos casos, e em quarto lugar, a
MPS IV, com 12,41% dos casos. Os subtipos de MPS IV foram analisados em 96,09%
dos pacientes e a MPS IVA foi o tipo mais frequente com 96,45% dos casos (Celik et al.,

2020).

1.4. Estratégias terapéuticas para Mucopolissacaridoses

A terapia de reposicdao enzimatica (TRE) vem sendo utilizada, de forma
promissora em pacientes com MPS tipo |, Il, IV e VI. Esta terapia consiste nareposicéao,
por via intravenosa, de uma forma ativa e recombinante da enzima deficiente. Apds sua
infusdo, a enzima atravessa as membranas celulares e lisossomais e, dentro desta
organela, realiza a degradagao dos GAGs acumulados, ocasionando, por conseguinte,
uma provavel melhora clinica (Bagewadi et al., 2008; Coman et al., 2008; Wraithl, 2006).

Durante os anos 2000, a TRE para MPS Il foi desenvolvida e aprovada para uso
clinico. Aprovadas pela AgénciaNacional de Vigilancia Sanitaria,a enzimarecombinante
elaprase (ldursulfase® - Shire) é o tratamento de escolha para a MPS Il
A TRE se mostrou eficaz em pacientes com MPS tipo Il, sendo que estes apresentaram
melhora na funcéao respiratéria, no teste de caminhada de 6 minutos, e redugao do
volumede figado e bago (Muenzer, et al., 2006; Okuyama et al., 2010; White et al., 2010;

Wraith et al., 2008).
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Ja para a MPS IVA o tratamento utilizado € a administragao de elosulfase alfa,
uma versao sintética da enzima GALNS que foi aprovada pelo FDA em 2014. A
elosulfase alfa foi desenvolvida pela BioMarin Pharmaceutical Inc. e é comercializada
sob a marca Vimizim ™. A dose recomendada € de 2 mg por kg administrada por via
intravenosa durante 3,5-4,5 horas, com base no volume de perfusdo, uma vez por
semana. Em ensaios clinicos em criancas e adultos com MPS IVA, a elosulfase alfa
intravenosa proporcionou melhorias significativas de forma continua nos niveis urinarios
de KS (Lyseng-Williamson, 2014).

A TRE tem sido eficaz para minimizar varias caracteristicas clinicas das MPS,
incluindo a reducdo de doencas das vias aéreas, doencga pulmonar restritiva,
hepatomegalia e rigidez articular. Porém, a TRE nao consegue penetrar em tecidos
conectivos densos, ou 0sso0s, portanto, houve impacto minimo na doengavalvar cardiaca
ou manifestagcdes esqueléticas. Além disso, a TRE n&o atravessa a barreira
hematoencefalica, ndo tendo impacto nas caracteristicas neuronopaticas da doenga. A
TRE melhorou a qualidade de vida da maioria dos individuos com MPS, e dados
demonstram que foi capaz de aumentara expectativa de vida dos pacientes (McBride e
Flanigan, 2021).

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é realizado desde 1980
para diversas DLDs, totalizando mais de 2000 procedimentos relatados na literatura
(Boelens e Hasselt, 2016). O TCTH consiste em fornecer células metabolicamente
competentes, que podem corrigir as deficiéncias enzimaticas no paciente. Dentre os
mecanismos que contribuem para o éxito do transplante, podemos citar: (1) a

substituicdo de células deficientes em determinada enzima por células normais, (2) a
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transferéncia da enzima a partir de células normais do doador para células deficientes
através do contato direto célula-célulae (3) o gradiente de concentragcdo de metabdlito
n&o degradado entre os tecidos e o compartimento plasmatico, que poderia resultar da
quebra de substrato circulante por enzimas lisoss6micas em leucécitos e macrofagos
teciduais do doador (Hoogerbrugge et al., 1995).

Na literatura foi descrito que na MPS | tipo Scheie o TCTH estende a expectativa
de vida desses pacientes, podendo chegar até a quarta ou quinta década de vida, sem
comprometimento neurolégico (Neufeld e Muenzer, 2001). Ja na MPS |l, Tanaka et al.,
2012, demostraram que o transplante apresenta eficacia no envolvimento cerebral ou
cardiaco, quando realizados antes do aparecimento de sinais de atrofia cerebral ou
regurgitacéo valvar, demonstrando que o procedimento vale a pena nos estagios iniciais
da doenca para esses pacientes. As células-tronco hematopoiéticas sdo capazes de
povoar o sistema nervoso central e interromper a progressdo das caracteristicas
neuronopaticas das MPS. Ja foi demonstrado que, apés o TCTH, as células do doador
estdo presentes no cérebro, sendo capazes de se diferenciar em neurdnios e células
gliais, e que essas células podem corrigir a deficiéncia enzimatica das células vizinhas
(Cogle et al., 2004; Schonberger et al., 2007). Para a MPS IV, os beneficios relatados
seriam a resolucao da hepatoesplenomegalia, estabilizagdo da func¢ao cardiopulmonar,
melhora na acuidade visual e na mobilidade articular. (Peters e Steward, 2003; Prasad e
Kurtzberg, 2010). Diversos estudos de longo prazo mostram que TCTH é eficaz quando
administrado antes dos atrasos no desenvolvimento comegarem (geralmente cerca de

18 meses de idade) (Boelens et al., 2013; Aldenhoven et al., 2015).
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Outra estratégia relevante no tratamento de EIM é a terapia de redugéo de
substrato, que visa diminuira concentracdo do substrato da enzima deficiente. Esta
redugao acontece, normalmente, através de uma inibigdo direta em algum ponto da rota
biossintética deste substrato. No caso das MPSs, a genisteina, uma isoflavona extraida
da soja e com estrutra molecular apresentada nafigura6, € uma molécula que atua na
inibicao da sintese de GAGs (Friso et al. 2010; Marucha et al. 2011). Em camundongos
MPS Il KO, a administracdo de genisteina por 10 semanas foi capaz de diminuira
excregao urinaria de GAGs e, em alguns animais, também reduziu o depdsito
lisossébmico de GAGs em células do SNC (Friso et al. 2010). Em pacientes MPS I, o
tratamento por 12 meses com genisteina (5 mg/kg de peso corporal) foi capaz de
melhorar a fungao cognitiva e de reduzir a excrecdo de GAGs em 80% e 70% dos
pacientes do estudo, respectivamente (de Ruijter et al. 2012). Considerando que a
genisteina é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e atingiro SNC, infere-se
que tais efeitos sdo possiveis em fungao da inibicdo direta da sintese de GAGs em
neurdnios (Tsai 2005).

A coenzima Q10 (com sua estrtura molecular representada na figura 7) € um
lipidio que atua na cadeia transportadora de elétrons (CTE) mitocondrial como um
transportador de elétrons essencial para a sintese de ATP e atua como um antioxidante
lipofilico, entre outras fungdes. Montero et al. (2019) demonstraram que os valores
plasmaticos de coenzima Q10 foram significativamente menores nos grupos
fenilcetonuria e MPS do que nos controles e pacientes neurologicos. Estes autores
concluiram que o monitoramento plasmatico de coenzima Q10 em grupos selecionados

de pacientes com diferente EIM (especialmente em pacientes com fenilcetonuria e MPS,
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mas também em EIM sob dietas com restricdo de proteina) parece aconselhavel para
prevenir a possibilidade de um estado subotimo cronicode coenzima Q10 no sangueem
tais grupos de pacientes. Assim, pode-se supor que a suplementacao de coenzima Q10

pode ser importante para pacientes portadores de MPS.

Figura 7: Estrutura molecular da coenzima Q10

1.5. Estresse oxidativo, inflamagao e doencgas lisossdmicas de depésito

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geragcdo de compostos
oxidantes e a atuagéo dos sistemas de defesa antioxidante,como representado nafigura
8, que pode acabar resultandoem danos a diversas biomoléculas do organismo (Halliwell

e Guterridge, 2001). A geragao de radicais livres (RL) desencadeia eventos patoldgicos
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que, por sua vez, estdo envolvidos em doengas cardiovasculares, carcinogénicas e
neurodegenerativas (Ferrari, 2004). Muitos estudos demonstram o envolvimento do
estresse oxidativo na patogénese dos EIM e, mesmo que esta relacdo n&o esteja bem
elucidada, o acumulo de metabdlitos toxicos € apontado como o principal responsavel
pelo aumento de RL (Deon et al., 2007; Sitta et al., 2009; Wajner et al., 2004; Barshack
et al., 2007; Ribas et al., 2010; dos Santos et al., 2015; Jacques et al., 2016; Delgado et
al. 2019). No que concerne as DLDs, ja foi descrito o aumento de peroxidagao lipidica
em pacientes com MPS | e alteragao na atividade de enzimas antioxidantes pos TRE
(Pereira et al., 2008). Foi relatado também, o aumento da oxidagao de proteinas e lipidios
em cérebro e cerebelo de camundongoscomMPS llIB (Villani etal., 2009). Em pacientes
com doenca de Gaucher, sugeriu-se um desequilibrio nas defesas antioxidantes
enzimaticas devido a um aumento da atividade da enzima catalase (CAT) e diminui¢do
da enzimasuperoxidodismutase (SOD), quando comparados ao grupo controle (Roversi
etal., 2006). Ja em pacientes com MPS tipo Il foi verificado um aumento na peroxidagéo
lipidica, no dano a proteinas e ao DNA, sendo que os parametros foram revertidos pos

TRE (Filippon et al., 2011a; Filippon et al., 2011b).

ANTHEDANTES
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Figura 8: Estresse oxidativo: desequilibrio do sistema antioxidante\pro-oxidante.
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O processo inflamatério caracteriza-se como uma resposta de defesa do
organismo contra um agente agressivo, cujo objetivo € promover a cura/reparacao. Este
processo € regulado por fatores pré e anti-inflamatérios, como as citocinas. Estas
moléculas sao responsaveis por coordenar, amplificar e regular a magnitude e duragao
dos eventos inflamatdrios e, consequentemente, seus efeitos (da Silva et al., 2011;
Moran et al., 2013; Abdulkhaleq et al., 2018).

Sabe-se que a resposta inflamatoéria se encontra intimamente relacionada com
as defesas antioxidantes e com o estresse oxidativo. Em uma “via de mao dupla”,
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERO/ERN) sao capazes de alterar diferentes
vias de sinalizagao, estimulando a liberagdo de citocinas e outros mediadores pro-
inflamatorios. Da mesma maneira, a sustentacdo de estados inflamatérios pode
promover um aumento do estresse oxidativo (Okun et al., 2011; Marinho et al., 2014;
Olsen et al., 2015; Higdon et al., 2014). Dentre os principais mediadores da inflamagéo
e ERO/ERN, encontram-se o fator nuclear-kappa B (NF-kB), a enzimaheme oxigenase-
1 (HO-1) e o fator nuclear eritroide 2 (Nrf-2).

Alguns dados na literatura ja@ demonstram prejuizo de defesas antioxidantes
enzimaticas, dano oxidativo a lipidios (isoprostanos) e proteinas (sulfidrila e di-tirosina)
e dano ao DNA de origem oxidativa em leucécitos de pacientes com MPS IVA, além de
umaumento da citocina pré-inflamatéria IL-6 (Donida et al., 2017). J4 na MPS I, temos
poucos relatos de inflamagao e estado oxidativo em pacientes (Fillipon et al., 2011;

Jacques et al., 2017 e Fujitsuka et al., 2019)

1.6 Disfuncbes mitocondriais e estresse oxidativo
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As mitocéndrias sdo organelas celulares que estdo envolvidas na sinalizagdo
intracelular e apoptose, metabolismo intermediario e no metabolismo de aminoacidos,
lipidios, colesterol, esterdides e nucleotideos. Ainda, as mitocondrias tém um papel
fundamental no metabolismo energético celular (Chinnery e Schon, 2003).

Na célula, a producao de espécies reativas se da por diversas vias, incluindo
enzimas da familia das NAD(P)H oxidases e pela xantina-oxidase. Entretanto, cerca de
90% das ERO sao oriundas da mitocéndria. Na forma de anion superdxido, as ERO sao
produzidas pela redugdo incompleta do oxigénio molecular ou pelo vazamento de
elétrons da CTE, principalmente pelo complexo | e lll (Olsen et al., 2015). A intensa
producdo de ERO na mitocdndria, somada ao fato desta organela possuir poucas
enzimas de reparo, torna o DNA mitocondrial (mtDNA) extremamente sensivel a
mutagcdes de origem oxidativa (Wu et al., 2010). Considerando que o mtDNA é
responsavel pela expressdo de diversas subunidades proteicas da CTE,
desestabilizacbes em sua estrutura em fungao de um ataque oxidativo podem levara um
maior danoproteico na CTE. Como consequéncia, pode haver um aumentoda producgao
de ERO, formando, assim, um ciclo de amplificacdo de estresse oxidativo.

Além disso, a CTE — acoplada a fosforilagdo do ADP — é responsavel pela sintese
da maior parte do ATP gerado pela célula. Nesta via, o fluxo de elétrons é continuoe
ordenado, sendo fornecido pelo NADH ou FADH2 com o objetivo final de reduziro O2 a
H20. Caso o transito eletrdnico esteja bloqueado em qualquer ponto da CTE, n&o ocorre
o bombeamento de protons, a formacdo do potencial eletroquimico e,
consequentemente, ndo ha formacgao de ATP. O bloqueio da transferéncia de elétrons

em qualquer um dos complexos pode apresentar consequéncias patoloégicas, pois
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compromete a formagdo de ATP. A redugdo nos niveis de ATP intracelular pode
desencadear eventos que levam a disfungdes celulares irreversiveis e até mesmo a
morte celular (Nelson e Cox, 2008; Lieberman e Marks, 2008).

Em EIM caracterizados por muta¢gdes no mtDNA ou em genes do DNA genémico
que afetam diretamente a integridade da CTE pode haveraumentoda producédo de ERO
pelo vazamento direto de elétrons ao longo da via, conforme descrito em diferentes
estudos (Schapira, 2006; Patsi et al., 2008; Huang e Lemire, 2009). Por outro lado, os
mecanismos produtores de ERO em doencgas nao mitocondriais, como as MPS, nao
estdo completamente elucidados. Alguns autores supdem que proteinas danificadas e
os metabdlitos téxicos acumulados em funcao da doenga podem interagir e danificar
estruturas e fungdes da CTE, e, desta forma, iniciarum processo de superprodugao de

ERO (Wajner e Goodman, 2011; Olsen et al., 2013).
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OBJETIVOS




2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigaros mecanismos de estresse oxidativo
e inflamagao em pacientes portadores de MPS Il no momento do diagnéstico e apds o
TCTH, em pacientes portadores de MPS IVA durante tratamento de longa duragdo com
TRE, bem como avaliar o efeito in vitro de diferentes antioxidantes (genisteina e
coenzima Q10) sobre parametros de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial em

modelo celular em heterozigose composta por edicdo génica para MPS II.

2.2 Objetivos especificos

Capitulo 1- o objetivo deste estudo foi investigar os bioamarcadores de estresse
oxidativo/nitrosativo e inflamag&o em pacientes com MPS IVA durante a TRE a longo

prazo através da:

a) avaliagdo dos niveis de citocinas pro- e anti-inflamatérias, especificamente
interleucinas (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a) em plasma de pacientes em tratamento;

b) avaliagao da regulagao do estresse oxidativo e da inflamacéo, através da analise da

expressao génica do Nrf-2, do NFkB e da HO-1 a partir de amostras de sangue

heparinizadas de pacientes em tratamento;
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c) avaliagdo de parametros de estresse oxidativo e nitrosativo: dosagem de di-tirosina e
espécies de guanina oxidadas em amostras de urina dos pacientes em tratamento, e
dosagem de nitrito e nitrato, grupamentos sulfidrilas e status antioxidante total em

amostras de plasma de pacientes em tratamento.

Capitulo 2- Avaliacdo de biomarcadores de inflamagao em pacientes com MPS Il no

momento do seu diagnostico e apdés o TCTH, bem como lipoperoxidagéao, através de:

a) avaliagcado dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, especificamente interleucinas (IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17), interferon-gama (IFN-g), fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a) e anti-inflamatdrias, interleucinas (IL-IL-4 e IL-10) em plasma de pacientes.

b) avaliacdo do estresse oxidativo em lipidios: dosagem dos niveis de isoprostanos

urinarios.

Capitulo 3- O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo celular heterozigoto
composto por edigdo génica para MPS |l e analisar parametros de estresse oxidativo,
dano ao DNA e disfung¢ao mitocondrial e investigar o efeito in vitro da genisteina e da
coenzima Q10 sobre esses parametros para um melhor entendimento da fisiopatologia

desta doenca através de:

a) geragao e cultivo de células knock-outs para o gene IDS e caracterizagdo do modelo

celular;
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b) avaliagdo da produgao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio nas células
knock-outs, através da analise da oxidacido do diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina

(DCF);

c) avaliacao das defesas antioxidantes enzimaticas nas células knock-outs, através da

determinacao da atividade das enzimas CAT e SOD;

d) avaliagdo do potencial da membrana mitocondrial em células knock-outs através da

analise com o corante MitoStaus;

e) avaliagdo do volume do lisossomo das células knock-outs através do corante

LysoTracker;

f) avaliacédo do dano ao DNA através do ensaio cometa.
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Os resultados deste capitulo serdo apresentados naforma de artigo cientifico publicado

no periodico Archives of Biochemistry and Biophysics (4,114)

3.1. CAPITULO 1 — ARTIGO 1: Inflammatory process and oxidative/nitrative stress: in
vivo study in mucopolysaccharidosis type IV A patients under long-term enzyme
replacement therapy
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Os resultados deste capitulo serao apresentados na forma de artigo cientifico

submetido ao peridédico Molecular and Cellular Biochemistry (3.9)

3.2. CAPITULO 2 - ARTIGO 2: Inflammation and lipoperoxidation in
Mucopolysaccharidoses type Il patients at diagnosis and post-hematopoietic stem cell
transplantation.
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Os resultados deste capitulo serao apresentados na forma de artigo cientifico

submetido ao periddico Cell Biochemistry and Function (3.9)

3.3. CAPITULO 3 — ARTIGO 3: Effect of genistein and coenzyme Q10 in oxidative
damage and mitochondrial function in an attenuated type Il mucopolysaccharidoses
cellular model
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As MPSs sao DLDs, na qual os GAGs, ao invés de serem clivados dentro do
lisossomo, sdo acumulados dentrodessa organelacelular,devido a umafalhanessarota
enzimatica. Esse acumulo de GAGs leva a problemas secundarios, como a ativacao da
cascata inflamatéria e a producéo de espécies reativas.

No presente estudo, foi avaliado o perfil inflamatério e oxidativo de pacientes MPS
IVA sob TRE a longo prazo (capitulo 1) e dos pacientes MPS |l no momento do
diagnoéstico e pos-TCTH (capitulo 2). Além disso, foi estudado em modelo celular
nocaute heterozigoto composto para MPS Il o dano oxidativo, fungdo mitocondrial,
volume lisossomal, dano ao DNA, bem como o efeito da genisteina e coenzima Q10
nesses parametros bioquimicos (capitulo 3).

O acumulo de metabdlitos toxicos nos EIM é apontado como o principal
responsavel pelo aumentode RL (Deon et al. 2007, Sitta et al. 2009, Jacques et al. 2016,
Donida et al. 2017). Varios estudos descreveram os RL como mediadores de danos
teciduais em doencgas humanas, causando peroxidagcdo das membranas celulares,
oxidagao de proteinas, danosao DNA e ao RNA (Jacques et al. 2016, Donida et al. 2017,
Wajner et al .2004, Deon et al. 2007, Barshack et al. 2007, Ribas et al. 2010, Mescka et
al. 2014, dos Santos et al. 2015, Delgado et al. 2019). No caso das MPSs, os GAGs
acumulados,além de aumentarema produc¢ao de espécies reativas, interagem com uma
ampla gama de proteinas envolvidas em processos fisiolégicos e patoldgicos, incluindo
quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento, entre outros, como demonstrado nafigura

9 (Opoka-Winiarska et al., 2013).
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Figura 9. Inflamag&o metabdlica nas MPSs, adaptado de Opoka-Winiarska et al. (2013).

As citocinas sao moléculas proteicas originalmente caracterizadas como
moduladores imunes, que enviam diversos sinais estimulatorios ou inibitérios para as
diferentes células do sistema imunoldgico. As citocinas possuem caracteristicas
pleiotropicas, ou seja, desempenham diferentes respostas dependendo do tecido e do
ambiente em que se encontram. Tém funcdo autdcrina agindo na propria célula
produtora, paracrina atuando em células proximas e enddécrina quando sua agao € a
distancia, atuando geralmente apds a estimulagcdode um antigeno (Pedro et al. 2001, da
Silva et al. 2019).

Diferentes tipos celulares sao capazes de produzir citocinas. Dentre eles os
macrofagos, mondcitos e linfocitos. No sistema nervoso, células como a microglia além
de células gliais e neuronais sdo capazes de produzir estas moléculas (da Silva et al.

2019).
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As citocinas pro-inflamatérias dos pacientes com MPS IVA submetidos a TRE de
longa duracdo (4,8 anos) neste estudo estavam em niveis semelhantes aos controles,
sem significancia estatistica entre os dois grupos, conforme observado nas figuras 6-10
do capitulo 1. Quanto as citocinas anti-inflamatdrias, nao foi observada diferenga na
concentragao plasmatica de IL-4 entre os grupos, mas foram encontrados niveis mais
elevados de IL-10, mostrando que pode ocorrer uma regulagéo do processo inflamatério
nesses pacientes (figuras 11-12 do capitulo 1).

Ja nocapitulo2, as interleucinasIL-1B e IL-17a (figuras 1 e 2 do capitulo 2), estéo
elevadas no grupo MPS Il diagndstico em relagao ao grupo controle, e a IL-6 (figura 3 do
capitulo 2) demonstrou tendéncia de aumento também no grupo MPS |l diagndstico. As
demais interleucinas pro-inflamatérias IL-2, IL-12 e as citocina IFN-gama e TNF-a
(figuras 4-7 do capitulo 2), ndo demonstraram alteracdo significativa em sua
concentragao, quando o grupo MPS |l diagndstico € comparado ao grupo controle. Na
tabela 1 do capitulo 2, é possivel observar que os pacientes pos-TCTH apresentam
concentragdes plasmaticas das interleucinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, e IL-17a)
semelhantes ao grupo controle.

A familia IL-1 possui acao pleiotropica, capaz de atuar no sistema imune
mediandoa inflamacgaolocal,através do recrutamento e ativagcao de célulasimune. Essa
citocina € essencial para a resposta do hospedeiro e para a resisténcia aos agentes
patogénicos, também agrava os danos durante doengas cronicas e lesbes teciduais
agudas. Monacitos e macréfagos sao a principal fontede IL-1, produzindo principalmente

IL-18 (Arend, 1991; Varela et al. 2001; Lopez-Castejon e Brough, 2011).
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A IL-6, produzida de forma imediata e transitéria em resposta a infecgdes e lesdes
teciduais, contribui para a defesa do hospedeiro através da estimulacao de respostas de
fase aguda, hematopoiese e reagdes imunoldgicas. Embora a sua expressado seja
estritamente controlada por mecanismos transcricionais e pds-transcricionais, a sintese
continua desregulada de IL-6 desempenha um efeito patolégico na inflamagao crénica e
na autoimunidade (Tanaka et al., 2014).

Nosso estudo demonstrou aumento de IL-17a em pacientes com MPS I, dado
ainda ndo demonstrado na literatura. Essa citocina € conhecida como citocina
osteoclastogénica, que entrelagca os sistemas esquelético e imunoldgico. Seus
receptores sdo expressos uniformemente e através da superficie celulardos sinovidcitos,
condrdcitos, fibroblastos e mondcitos/macréfagos, mastocitos (Nagasse, 2003; Zrioual et
al. 2008; Tang et al., 2021). As células 6sseas, incluindo os osteoclastos, também
expressam IL-17Ra, que sao receptores de IL-17a (Shen et al.,2008).

O esqueleto mantém a funcéo fisiologica através de um desequilibrio dinamico
entre a formagcdo e a reabsorcdo Ossea. Os osteoclastos derivam da linhagem
mondcitos/macrofagos e sdo cruciais na reabsorgao 6ssea, através da desmineralizagao
e degradacdo da matriz 6ssea. A IL-17a atua diretamente nos precursores dos
osteoclastos (Tang et al.,, 2021). Varios estudos na literatura demonstram que esta
citocina esta envolvida na fisiopatologia da osteoporose pds-menopausa, artrite
reumatdide, artrite psoriatica e espondiloartrite axial (Adamopoulos et al., 2010; Tyagi et
al., 2012; Li et al., 2015; Ranganathan et al., 2017; Zhao et al., 2017; Adamopoulos et

al., 2018; Manucci et al., 2019; Taams et al., 2019; Xue et al., 2019).
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Conforme mencionado anteriormente, nosso estudo € pioneiro ao demonstrar
aumento de IL-17a em pacientes com MPS |l e mostra evidéncias de sua redugao em
pacientes MPS Il pés-TCTH (tabela 1 do capitulo 2), levantando a hipotese de um
possivel efeito protetor do tratamento em questao sobre o parametro analisado. Esses
achados sdo extremamente relevantes, umavez que o envolvimento musculoesquelético
representa uma caracteristica comum e proeminente das MPSs. Anormalidades
articulares e Osseas podem ser a principal pista para o diagnostico das MPSs,
principalmente nos fenotipos atenuados. Nas MPSs, a inflamacgao e a apoptose direta
dos condrdécitos levam a disfungao dos osteoclastos e dos osteoblastos, resultando na
deposi¢cao anormal da matriz éssea e na falha da ossificagdo endocondral. Os danos
0sseos mais comuns sao anormalidades vertebrais, deformidade e encurtamento de
ossos longos, macrocefalia, displasia de quadril, m&dos em garra, envolvimento toracico,
dismorfismo facial, hipoplasia odontoide e osteopenia (Cimaz et al. 2014, Nakamura-
Utsunomiya, 2021, Costi et al., 2022). Algumas anormalidades O&sseas estao
demonstradas na figura 10.

Em relagdo as citocinas do tipo anti-inflamatérias, a IL-4 (figura 8 do capitulo2)
esta com sua produgao diminuida no grupo MPS Il diagndstico em relagédo ao grupo
controle, corroborando com os demais resultados que demonstram que os pacientes
estdo em um estado pro-inflamatério. Ja na produgéo da IL-10 (figura 9 do capitulo2),
nao houve diferenga estatistica entre os grupos. As citocinas anti-inflamatérias tem o
importante papel de fazera manutencgaodoequilibrio do sistema imunoloégico, por regular

a secrecao de citocinas pro-inflamatérias.
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Figura 10. Alteracdes dsseas apresentadas em pacientes MPS Il. A-macrocefalia, Bi-
cifose dorsolombar, Bii- vértebras hipoplasicas, C- Claviculas curtas e grossas, costelas em
forma de remo, escoliose, D- dysplasia de quadril, Ei, Eii-maos em garra, Fi-Fii- Ossos tarsais
pequenos e hipoplasicos, Fiii- deformidade calcaneovalgo. (adaptado de Alkhzouz et al., 2021)

Ainda sado poucos os dados nal literatura que falam sobre processo inflamatério e
MPSs. Como mostrado na literatura, o armazenamento de GAGs em MPSs leva a
elevacgao de citocinas nas células afetadas (Simonaro et al. 2005). A degradagao dos
componentes da matriz extracelular é resultado da secrecdo aumentada de varias
metaloproteinases degradantes da matriz, produto da estimulagdo de citocinas
inflamatorias nas células do tecido conjuntivo em pacientes com MPSs. Isso aumenta a
apoptose das células do tecido conjuntivo e a destruigao da cartilagem (Simonaro et al.

2005, Slmonaro et al. 2018, Nagase et al. 2003).
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Outro estudo demonstrou que os GAGs se ligam aos receptores Toll-like4 (TLR4),
ativando essa via e levando a liberacao de citocinas como TNF-a e IL-1B, como ilustrado
nafigura4. A inativagédo desta via em camundongos MPS VIl sem TLR4 corrigiu muitas
caracteristicas clinicas e patolégicasda doencga. O uso de uma droga anti-TNFa em ratos
MPS VI reduziu os niveis de citocinas e melhorou a patologia articular (Simonaro et al.
2010)

Fujitsuka etal. (2019) demonstraram elevagao de IL-6 e TNF-a em pacientes com
MPS IV A sob TRE e niveiselevados de IL-13 e IL-6 em pacientes MPS Il sem tratamento
e sob tratamento com TRE. Além disso, Fujitsuka et al. (2019) também demonstraram
niveis elevados em pacientes pés-TCTH de fator de crescimento epidermal, regulador
pré-inflamatoério, mas o nivel foi reduzido, em comparagdo com pacientes com MPS |l
nao tratados. Donida et al. (2015) demonstraram que o estado pré-inflamatério ocorre
em pacientes com MPS IVA, mesmo sob TRE, mostrando aumento de IL-6. Jacques et
al. (2016), demonstraram que as citocinas pro-inflamatorias IL-13 e TNF-a estavam
aumentadas nos pacientes MPS Il (média de idade 15,5 anos) sob TRE ha 4,6 anos.

Polgreen et al. (2016) concluiram que niveis mais elevados de TNF-a estdo
implicados na dor e diminuigéo da fungao fisica presentes em individuos com MPS |, Il e
IV, apesar do tratamento com TRE e/ou transplante de células-tronco, sugerindo que a
inibicdo do TNF-a poderia ser uma terapia adjuvante util.

Os dados de Di Rosario et al. (2009) do estudo de cérebro de camundongos MPS
[1IB demonstraram regulagao positiva significativa de numerosos genes relacionados ao
sistema imunoldgico de células e moléculas imunes inatas e adaptativas, incluindo

células T, ceélulas B, complemento, imunoglobulina, receptores TLR, e moléculas
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essenciais para a apresentacao de antigenos. Killedar et al. (2010) mostraram que
linfocitos de camundongos MPS IIIB transferidos para camundongos causam
neuroinflamagao com aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias e infiltragdo
de linfécitos.

Com relagcdo aos resultados encontrados nos pacientes MPS IVA sobre o
processo inflamatério, nossos dados diferem dos encontrados na literatura. Porém, ao
observarmos a média do tempo de tratamento e a idade dos pacientes, vemos que o0s
pacientes do nosso estudo eram mais jovens (média de idade 7,8 anos), comegaram a
fazer o tratamento mais cedo e ja estavam sob tratamento por mais tempo (4, 8 anos) se
comparados aos demais estudos apresentados. No estudo de Fujitsuka et al. (2019) a
média de idade dos pacientes foi de 16,8 anos e o tempo médio de tratamento foi de 8,8
meses. Ja no estudo de Donida et al. (2015) a média de idade dos pacientes foide 15,3
anos e o tempo médio de tratamento foi de 32 semanas. As consequéncias em longo
prazo dainflamacéo prolongada muitas vezes nao sao benéficas e, em muitosdisturbios,
a resposta imune normal é transformada em um processo que leva a danos. Nosso
estudo levanta a hipdtese que o tratamento TRE de longa duragao pode ter um papel
protetor em relagao ao processo inflamatério, especialmente se instituido precocemente.
Ja com relacdo aos dados referentes ao estado pré-inflamatério no momento do
diagndstico dos pacientes MPS Il, os mesmos corroboram com o encontradonaliteratura
atual, e ainda demonstram um aumento na IL-17a, até entdo n&o demonstrado na
literatura, que pode estar intimamente correlacionado com as deformagdes
osteoarticulares que esses pacientes apresentam. Além disso, conforme pode ser

observado na tabela 1 do capitulo 2, os pacientes pés-TCTH apresentam valores
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semelhantes aos controles, demonstrando evidéncias de um possivel efeito protetor do
tratamento em questdo. No que se refere ao estado anti-inflamatério, encontramos
diminuicao de IL-4 nos pacientes MPSIl no momento do diagndstico, provavelmente
numa tentativa de regulagédo. Cabe salientar que a idade média de nossos pacientes
MPS Il era de 5,6 anos, menor que a idade de 10 anos do estudo de Fujitsuka et al.
(2019).

No que se refere aos resultados de estresse oxidativo, o aumento da peroxidacéo
lipidica em pacientes com MPS | e alteragbes na atividade de enzimas antioxidantes
apos a TRE ja foram descritos (Pereia et al. 2008). Em pacientes com MPS I, observou-
se aumento da peroxidagao lipidica, dano proteico e dano ao DNA, e os parametros
foram revertidos apés a TRE (Filippon et al. 2011a, Filippon et al. 2011b).

Tessitore et al. (2008) demonstraram que a perda de degradacéo e reciclagemde
GAGs resulta em um desequilibrio de homeostase celular, reduz a funcionalidade dos
lisossomos trazendo prejuizo para a autofagia, acumulo de proteinas e fungao
mitocondrial em fibroblastos humanos MPS VI levando a superproducéao de ERO.

Donida et al. (2015) demonstraram uma reducdo dos niveis de defesa
antioxidante, avaliada pela diminuigcéo do teor de glutationa e pelo aumento da atividade
da SOD nos eritrocitos. Além disso, foi verificado aumento dos niveis urinarios de
isoprostanos e di-tirosina e diminuigdo dos grupos sulfidrila plasmaticos em pacientes
com MPS IVA sob tratamento de 32 semanas com TRE em relagdo aos controles,
comprovando danos lipidicos e proteicos.

Os RL sao estruturas quimicas com um elétron desemparelhado no seu ultimo

orbital. Isso confere uma instabilidade energética a molécula, conferindo uma alta
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reatividade a ela. Em nosso organismo sdo produzidos RL de carbono, enxofre,
nitrogénio e oxigénio (Halliwell e Guterridge, 2001). Conforme demonstrado na figura 1
do capitulo1, ndo ha diferencga significativa entre o grupo controle e o grupo MPS IVA
referente a producédo de ERN.

Ainda, na analise dos parametros de estresse oxidativo em amostras de urina de
pacientes MPS IVA sob TRE de longa duragao, ndo encontramos diferencga significativa
no ensaio de di-tirosina e de grupamento sulfidrilas, como visto na Figura 2 e 3 do
capitulo 1, ndo evidenciando dano oxidativo as proteinas em ambos os grupos. Quando
ha producéo excessiva de RL, pode ocorrer a oxidacdo de proteinas, o que leva a
alteracdo da atividade enzimatica e mesmo a desnaturagao (Halliwell e Gutteridge,
2007). Por fim, a medida do status antioxidante total, que representa a quantidade de
antioxidantes teciduais, foi semelhante nos dois grupos, ndo apresentando diferenca
significativa entre eles (figura 5 do capitulo 1).

No que diz respeito ao dano oxidativo do DNA/RNA, os niveis de espécies de
guanina oxidada urinaria foram semelhantes em ambos os grupos, nao mostrando em
nosso estudo diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo MPS IVA (figura 3
do capitulo 1). O DNA é constantemente atacado por fontesenddgenas e exdgenas, que
podem afetar sua integridade, provocando lesdes e alterando sua estrutura e,
consequentemente, a sua funcionalidade. Sabe-se que as espécies reativas podem
modificar as bases do DNA (especialmente a guanina), induzirligagbes cruzadas entre
as cadeias e intra-cadeias, promover ligagdes cruzadas entre DNA e proteinas e criar
quebra de cadeia simples ou dupla nas fitas de DNA. Isso pode levar a necrose ou

apoptose, erros de transcricdo e replicacédo, indugao de vias de sinalizagao celular,
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dentre outros, se nao reparadas. Essas alteragbes estruturais estdo envolvidas em
mutacdes, cancer e citotoxicidade (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Novamente, é levantadaa hipotese do efeito protetor do tratamento TRE de longa
duragao contra o estresse oxidativo, ja que no estudo de Donida etal. (2015) a média de
idade dos pacientes é mais alta e o tempo médio de tratamento é muito inferior ao
apresentado neste trabalho. Para corroborar com os dados até entdo apresentados em
nosso trabalho, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
controle e MPS IVA sob tratamento com TRE de longa duragao na expressao dos genes
HO-1, Nrf2 e Nf-k, os quais tem sua expressdo desencadeada em decorréncia de
diversos estimulos de estresse, como estresse oxidativo/nitrativo e citocinas. A inducéo
da expressao da enzima HO-1 é uma estratégia reconhecida usada pelas células para
neutralizar as condigcdes de estresse (Waza et al. 2018, Kapturczak et al. 2004). O Nrf2
parece ser um dos principais atores na transcricdo de genes que codificam enzimas
antioxidantes,além de atuar na modulagao de respostas inflamatérias e imunes (Taguchi
et al. 2011). O Nf-k esta envolvido na transcrigdo de varios genes ligados a resposta
inflamatoria, entre outros genes envolvidos na apoptose e transformacé&o neoplasica
celular. A expressao das citocinas IL 1, 2, 6, 8 e TNF-a é regulada por este fator, por
exemplo. Além disso, os pacientes do nosso estudo apresentam valores de GAGs dentro
da faixa de normalidade ou entdo muito proximos, como pode ser observado na tabela 1
do capitulo1. Isso reforca o fato de que os pacientes estudados com MPS IVA nao estao
em estado inflamatorio ou em desequilibrio oxidativo/nitrosativo. Nado ha dados até o
momento na literatura que demonstrem a expressao desses genes em pacientes com

mucopolissacaridose tipo IVA, e este estudo é o primeiro a relatar.
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Neste estudo também avaliamos nos pacientes MPS |l no momento do
diagnoésticoe pos-TCTH os niveis urinariosde 15Ft2-isoprostano, que é um biomarcador
de lipoperoxidacao formado pela reacao de espécies reativas com porgdes araquidonil,
a maioria delas presentes em ésteres araquiddnicos de fosfolipidios de membrana
(Morrow et al., 1990). Os efeitos da peroxidagao lipidica nas membranas bioldgicas
levam a alteracbes no microambiente lipidico, alteragdes na permeabilidade e fluideze
inativagao irreversivel de proteinas e lipidios pela formagéo de ligagdes cruzadas. Isso
pode levar ao extravasamento do conteudo de organelas, formagdo de produtos
citotoxicos e até morte celular (Halliwell e Gutteridge,2007).

Fillipon et al. (2011) mostraram niveis significativamente aumentados de grupos
malondialdeido e carbonila no plasma, bem como atividade da catalase eritrocitaria em
pacientes com MPS Il nomomento do diagndsticoem comparagdo com o grupo controle.
Jaques et al. (2016) demonstraram que pacientes com MPS Il sob tratamento de TRE
de longo prazo apresentaram dano oxidativo aos lipidios, com niveis aumentados de
TBARs no plasma e 15Ft2-isoprostanos na urina. Os niveis urinarios de 15Ft2-
isoprostanos estavam aumentados no grupo com diagnésticode MPS Il em comparacéo
ao grupo controle em nosso estudo, corroborando dados prévios da literatura, e foram
semelhantesentre o grupo controlee o grupo de pacientes com MPS Il p6s-TCTH, como
pode ser observado na tabela 2 do capitulo2. Esses dados mostram evidéncias de que
o tratamento com TCTH pode melhorar o parametro bioquimico analisado, evitando
danos aos lipidios. Mesmo assim, uma investigacdo mais aprofundada com outros
parametros de estresse oxidativo as biomoléculas e um grande numero de pacientes

com MPS Il submetidos ao TCTH deve ser realizada para confirmar esta hipotese.
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Modelos celulares ja foram utilizados para estudos em diferentes doencgas e mais
recentemente varias publicacdes na literatura cientifica tém sido descritas para Doenca
de Parkinson e a Doenca de Alzheimer (Johannes et al. 2013), assim como na Doencga
de Huntington (Dabrowska et al. 2020) utilizando a linhagem celular HEK-293 (rim
embrionario humano 293). Os modelos celulares séo uteis na investigagao bioquimica
para investigar a etiologia e fisiopatologia de doengas de uma forma nova e promissora,
e permitem focar num aspecto da doencga (Doss e Sachinidis, 2019; Chia et al., 2020).
Além disso, podem ser usados para descoberta de medicamentos, testes de poténciade
medicamentos e seguranca preditiva de farmacologia/toxicologia de novos
medicamentos (Doss e Sachinidis, 2019). Ainda, quando se trata de doencgas genéticas
raras, o pequeno numero de pacientes com a doenca em estudo pode ser um fator
limitante para o desenvolvimento de novas pesquisas que ajudem a elucidar sua
fisiopatologia e melhorar a qualidade de vida desses pacientes. Portanto, o
desenvolvimento de modelos celulares torna-se importante nesta area de estudo.

Neste trabalho foi desenvolvido um modelo celular heterozigoto composto para
MPS Il e analisados parametros de estresse oxidativo e disfunc¢éao mitocondrial e o efeito
in vitro da genisteina e da coenzima Q10, duas moléculas antioxidantes, sobre esses
parametros.

Como ja mencionado, muitos estudos demonstram o envolvimento do estresse
oxidativo na patogénese dos EIM e a disfungdo mitocondrial e 0 estresse oxidativo
podem estar relacionados, uma vez que a maioria das ERO vem das mitocdndrias. Essa
relagéo poderia ajudar a elucidar a fisiopatologia das MPSs (Olsen et al. 2015; Fecarotta

et al. 2020).
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Nas tabelas 1 e 2 do capitulo 3 podemos observar a caracterizagdo do modelo
celular heterozigoto composto para MPS Il. E importante ressaltar que as duas
substancias antioxidantes estudadas nao alteraram a viabilidade celular, conforme
mostram as figuras 1 e 2 do capitulo 3. Conforme observado nasFiguras 3 e 4 do capitulo
3, as células HEK-293 KO HP 18 demonstraram um aumento na produc¢ao de espécies
reativas através do aumento de DCF em comparacdo com células WT. DCF é
frequentemente usadocomo um indicadorfluorescente da formacado de ERO em ensaios
antioxidantes baseados em cultura de células. Ao rastrear materiais de teste com este
ensaio, se os materiais tiverem propriedades antioxidantes, eles reduzirao a quantidade
de fluorescéncia do DCF em resposta ao insulto das ERO (Holtz 2009).

A genisteina demonstrou efeito protetor em ambas as concentra¢des de 25um e
50um, demonstrando seu poder antioxidante. A genisteina (figura 9) € uma isoflavona
extraida da soja e sabe-se que esta moléculainibe a sintese de GAGs (Friso et al. 2010;
Marucha et al. 2011). Considerando que a genisteina é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central, ja foi demonstrado que essa
molécula é capaz de melhorar a fungéo cognitiva devido a inibigdo direta da sintese de
GAGs nos neur6dnios (Tsai 2005, de Ruijter et al. 2012). Estudos identificaram genes
especificos que codificam enzimas necessarias para a sintese de GAG que foram
inibidas pela genisteina, enquanto a maioria dos genes para hidrolases lisossdmicas de
GAG foram estimuladas por esta isoflavona (Moskot et al., 2014; Moskot et al., 2015).
Outro estudo mostrou que a genisteina pode corrigir parcialmente as alteragées do ciclo
celular observadas nas células MPS Il (Moskot et al., 2016). Investigagdes clinicas

indicaram que a genisteina promoveu algumas melhoras bioquimicas em amostras de
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sangue e urina de pacientes com MPS, bem como uma melhoria na elasticidade do
tecido conjuntivo e na amplitude de movimento articular (Marucha et al. 2011; Malinova
et al., 2012; de Ruijter et al., 2012).

Por outrolado, a coenzima Q10 em ambas as concentragdes de 5um e 10um néo
demonstrou efeito sobre o nivel de DCF em relagao as células HEK-293 KO HP 18 do
grupo ndotratado. A coenzima Q10 (figura 10) € umlipidio que atua na CTE mitocondrial
como carreador de elétrons essencial para a sintese de ATP e atua como antioxidante
lipofilico, entre outras fungbdes. Dados da literatura mostraram que pacientes com
mucopolissacaridose apresentamniveis mais baixos de coenzima Q10 no plasma do que
em controles e pacientes neurolégicos (Montero et al. 2019).

Conforme mostrado nas figuras 5 a 8 do capitulo 3, ndo houve diferenga
significativa entre o grupo controle e as células HEK-293 KO HP 18 para a atividade das
enzimas antioxidantes SOD e CAT. Tanto a genisteina quanto a coenzima Q10 nao
mostraram efeitos nas células HEK-293 KO HP 18 na atividade dessas enzimas.

SOD e CAT sao duasenzimas que fazem parte do sistema de defesa antioxidante,
convertendo as espécies reativas em derivados inativos. Dentro das células,a SOD ¢é a
primeira linha de defesa contra as ERO. A SOD é uma metaloenzima antioxidante que
catalisa a dismutagédo do O2 *- em H202, que € menos reativo e pode ser degradado por
outras enzimas, como a CAT. A CAT é uma ferrihemoenzima, localizada em
peroxissomos, cuja principal funcao é converter H202 em agua e oxigénio. Porém, em
situagdes patoldgicas, pode haver aumento na produgado de espécies reativas e/ou
diminuigao da capacidade do sistema antioxidante, gerando estresse oxidativo que pode

causar danos as biomoléculas (Halliwell e Gutteridge, 2007).
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Estudos prévios demonstraram alteragdo dos parametros de estresse oxidativo e
nitrosativo em pacientes com MPS Il. Jaques et al. (2016) mostraram aumento da di-
tirosina urinaria em pacientes, assim como aumento dos niveis urinarios de nitrato +
nitrito e 6xido nitrico plasmatico. Outro estudo avalia parametros de estresse oxidativo
sanguineo em pacientes com MPS Il, antes e durante 6 meses de TRE. Observou-se
aumento dos niveis de malondialdeido (parametro de lipoperoxidagéo) e de grupos
carbonila (indicador de dano proteico) no plasma, bem como da atividade da catalase
eritrocitaria em pacientes homozigotos do sexo masculino antes do tratamento em
comparagéao ao grupo controle. Nenhuma alteragao significativa foi demonstrada apés o
tratamento (Filippon et al. 2011a).

Um modelo celular knockout com HEK 293 HP 10, que apresenta carater
homozigoto, apresentou aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio através
da medi¢cao de DCF. Quando co-incubados com genisteina, 25 ym e 50 pym, houve
diminuicao na dosagem de DCF. No entanto, a coenzima Q10 nao teve o mesmo efeito
neste parametro bioquimico. No mesmo estudo, também foi avaliada a atividade das
enzimas antioxidantes SOD e CAT. As enzimas antioxidantes SOD e CAT foram
significativamente aumentadas nas células HEK 293 HP 10 quando comparadas ao
controle WT. A genisteina e a coenzima Q10 induziram in vitro uma diminui¢do
significativa na atividade da enzima SOD em todas as concentragdes testadas. Em
contraste, genisteina e coenzima Q10 n&o mostraram nenhum efeito na atividade da
enzima antioxidante CAT (Jacques et al. 2022). Como pode ser observado, nosso
modelo celularapresentou menor estresse oxidativo, demonstrando que nosso modelo

celular representa um fenétipo mais brando da doenca.
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As mitocéndrias sdo as organelas intracelulares que desempenham um papel
significativo nas células, metabolizando nutrientes e produzindo a “moeda energética”
ATP e é responsavel por diversos processos como metabolismo energético, geracao de
RL e homeostase do calcio, sobrevivénciae morte celular. Atualmente, estima-se que
alteracbes fisiopatologicas nas mitocéndrias no envelhecimento e muitos outros
disturbios metabdlicos estdo ligados ao comprometimento da fungdo mitocondrial,
ocorrendo diminuigdo da capacidade antioxidante por aumento da geracdo de ERO e
reducao da sintese de ATP via fosforilagao oxidativa (Batthi et al. 2016).

Ja esta descrito na literatura que mutagdes no DNA mitocondrial e estresse
oxidativo contribuem para o envelhecimento, que € um importante fator de risco para
doencgas neurodegenerativas. Em todos os principais exemplos dessas doencas, ha
fortes evidéncias de que a disfungdo mitocondrial ocorre precocemente e atua
causalmente na patogénese dadoenca (Lin e Beal 2006). Estudos em humanose varios
modelos animais de doenga de Parkinson revelam que a disfungédo mitocondrial pode ser
um defeito que ocorre no inicio da patogénese da doenga de Parkinson. As
anormalidades mitocondriais gerais ligadas a doencga incluem comprometimento da
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, alteragbes na morfologia e dinamica
mitocondrial, mutacées no DNA mitocondrial e anomalia na homeostase do calcio
(Subramaniam e Chesselet 2013).

No que diz respeito a fungao mitocondrial, ndo houve aumento significativo na
medicédo do MitoStatus nas células HEK-293 KO HP 18 em comparagédo com as células
WT, nem quando tratadas com coenzima Q10. Porém, foi observado um aumento

significativo na medigdo do MitoStatus induzido in vitro pela genisteina. Dados da
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literatura mostram que a genisteina pode mediar a apoptose mitocondrial, ativando
mecanismos especificos que levam a disfungao mitocondrial, como por exemplo, a
ruptura do potencial de membrana mitocondrial (de Oliveira, 2016). O mesmo resultado
foi encontrado em outro modelo celular descrito na literatura (Jacques et al., 2022).
Houve uma tendénciaa um aumento no volume lisossdbmico nas células HEK-293 KO
HP 18 em comparacdo com as células WT.

A autofagia, que € realizada pelos lisossomos, tem como objetivo mediar a
renovagao mitocondrial, processo conhecido como mitofagia (Wang e Wang, 2019).
Portanto, nas DLDs, onde ha comprometimento lisossomal, também havera disfuncéo
mitocondrial, como podemos observar na figura 11 (Fecarotta et al., 2020). Além disso,
perturbacdes na fungao mitocondrial estdo sendo correlacionadas com o processo de
neurodegeneragao, que ocorre em algumas MPS, como na MPS Il (Martins et al., 2015;
Saffari et al., 2017; Plotegher e Duchen, 2017; Annunziata et al., 2018).

Supde-se que nosso modelo celularpoderia ser comparado com um fenoétipo mais
brando de MPS I, visto que o acumulo de GAGs nos lisossomos nao é tdo expressivo
quantooutro modelo celularpara MPS Il apresentado na literatura (Jacques et al., 2022).
Portanto, é razoavel esperar que nao haja disfungao mitocondrial,umavez quehamenos

comprometimento lisossomal, bem como menos desequilibrio redox.
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Figura 11: A cascata patogenética das MPSs (adaptado de Fecarotta et al., 2020)

No presente estudo, ndo identificamos danos ao DNA em células HEK-293 KO
HP 18 quando comparadas as células do grupo controle. O ensaio cometa alcalino € um
teste rapido, simples e sensivel para detectar quebras de fitas de DNA e sitios alcalinos-
labeis em células individuais (Liao et al. 2009). Alteragdes no DNA podem induzir
mutacgdes, cancer e citotoxicidade, entre outros (Minko et al., 2008; Xu et al., 2008; Jena
et al., 2012). Filippon et al. (2011b), analisaram danos no DNA pelo ensaio do cometa
alcalino em pacientes homozigotos do sexo masculino com MPS Il antes do tratamento
e durante os primeiros seis meses de TRE. O estudo indicou que pacienteshomozigotos
do sexo masculino com MPS Il apresentaram danos no DNA e que a TRE de curta
duragao é capaz de proteger contra esse processo. O dano ao DNA é amplamente
descrito em varios erros inatos do metabolismo, como fenilcetonuria, aciduria glutarica,
tirosinemiatipo Il, mucopolissacaridose tipo IVA, entre outros (Deon et al, 2015; Delgado
et al., 2019; Donida et al., 2015; Streck et al., 2017).
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Um estudo anterior demonstrou danos ao DNA significativamente maiores em
células HEK293 KO HP 10 MPS Il quando comparadas com células de controle do tipo
selvagem. Por sua vez, a coenzima Q10 na concentragcdo de 10um diminuiu in vitro o
dano ao DNA dessas células, levantando a hipotese de que o dano ao DNA desse
modelo de célula homozigdtica seja de origem oxidativa (Jacques et al. 2022). Como as
células HEK293 KO HP 18 MPS Il apresentaram menor estresse oxidativo e menor
alteracao mitocondrial, € de se esperar que nao se encontremdanos ao DNA, devido ao
seu carater heterozigoto.

Concluindo, nosso estudo demonstrou que este modelo celular pode estar
relacionado a um fendétipo mais leve de MPS |l, uma vez que nao foram observados
danosao DNA, aumentoda produg¢ao de enzimas antioxidantes e disfungcdo mitocondrial.
Ha umaumento na produgéo de ERO, o que sugere que seja secundario ao acumulo de
GAGs neste modelo celular, mesmo que em nivel inferior. Neste contexto, a genisteina
pode ser uma opcao de tratamento terapéutico adjuvante, pois, ao diminuiros niveis de
GAGs, diminuia producao de ERO. Como mencionado anteriormente, a MPS Il é uma
doenca que apresenta grande heterogeneidade clinica, devido a diferentes mutacdes
que podem ocorrer no gene IDS. Assim, estes pacientes podem apresentar diferentes
fendtipos, desde os mais brandos aos mais agressivos, sendo importante dispor de
meios que nos permitam estudar estas diferengas, ndo s6 para melhor elucidar os
mecanismos fisiopatoldgicos desta doencga, mas também para podermos analisar qual

sera a melhor forma de ajudar esses pacientes e melhorar sua qualidade de vida.
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5. CONCLUSOES




Em relagao aos dados apresentados sobre os pacientes MPS IVA foi relatado pela
primeira vez que ndao ha aumento significativo da resposta inflamatoria e estresse
oxidativo/nitrosativo em pacientes com MPS IVA sob tratamento prolongado com TRE,
demonstrando o efeito protetor do tratamento em relacdo aos parametros estudados e a
importadncia de iniciar o tratamento nos estagios iniciais da doenca. Ja os dados
referentes aos pacientes MPS Il corroboram os dados encontrados na literatura,
demonstrando que os mesmos se encontram em estado pro-inflamatério e oxidativo.
Nosso estudo também mostra evidéncias sugerindo que o TCTH pode corrigir esses
parametros bioquimicos, devendo ser melhorinvestigado. Ainda,nosso estudo é pioneiro
em demonstrar aumento na produgdo de IL-17a plasmatica, citocina amplamente
estudada em doencgas com dano osteoarticular, mostrando que ela pode estar envolvida
na fisiopatologia da MPS Il. Além disso, demonstra um novo potencial alvo terapéutico
para estudos sobre o tratamento da MPS Il, visando melhorar a qualidade de vida desses
pacientes.

Em conclusdo ao nosso estudo de modelo celular por edigdo génica, foi
demonstrado que o modelo celular heterozigoto composto nocaute MPS Il apresenta
menos alteragdes nos parametros estudados, em comparagdo com o modelo de celular
homozigoto nocaute MPS I, demonstrando que esse modelo celular pode ser
correlacionado com um fenétipo mais brando da doenga. Além disso, concluimos que a
genisteina pode ser uma opgao terapéutica coadjuvante, pois, ao diminuiros niveis de
GAGs, diminuia producao de espécies reativas de oxigénio. Este modelo celular pode

ajudar a caracterizar melhor os diferentes fenétipos apresentados na MPS |l e elucidar
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sua fisiopatologia, bem como demonstrar os beneficios da genisteina nesta doenga, o

que devera ser melhor avaliado em um futuro ensaio clinico.
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PERSPECTIVAS




Como perspectiva, gostariamos de dar continuidade a este trabalho através do
desenvolvimento e caracterizagdo de modelo celular por edigdo génica de MPS IVA,
avaliando dano oxidativo, através da avaliagao da produgdao de ERO/ERN nas células
knock-outs, através da analise de DCF; avaliagao das defesas antioxidantes enzimaticas
nas células knock-outs, através da determinagao da atividade das enzimas CAT e SOD;
avaliagado do potencial da membrana mitocondrial em células knock-outs através da
analise com o corante MitoStaus; avaliagdo do volume do lisossomo das células knock-
outs através do corante LysoTracker e avaliagdo do dano ao DNA através do ensaio
cometa. Ainda, gostariamos de avaliar a concentragdo de citocinas pré e anti-
inflamatdrias nesse mesmo modelo celular. Além disso, gostariamos de estudar os
mesmos biomarcadores analisados neste trabalho de inflamacéo e dano oxidativo em

um maior numero de pacientes MPS Il p6s-TCTH.
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ANEXOS




Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - (Individuos controles)

Titulo do Projeto: Investigagao dos biomarcadores de inflamagao e estresse oxidativo em
pacientes portadores de mucopolissacaridoses: efeito in vivo da terapia de reposi¢cdo enzimatica
e in vitro de antioxidantes.

Viemos através deste convidar vocé ou a pessoa pela qual vocé é responsavel a participar
de uma pesquisa cujo objetivo é verificar os efeitos da agao dos radicais livres (por exemplo
radiacdo solar) e de substancias antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com
mucopolissacaridose tipol, Il e IV A. Também sera avaliado o efeito do tratamento utilizado
rotineiramente nesta doenga sobre a agao destas substancias antioxidantes e dos radicais livres.
Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo comocontrole, ou seja, por ndo ser portador
dessa doenca. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Genética Médica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participacao na pesquisa, os procedimentos envolvidos sao os
seguintes: exames de sangue, urina, e coleta de bidpsia de pele (fibroblastos), coleta de dados
através de entrevistas realizadas com pacientes e/ou responsaveis.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa podem
ocorrer no momento da coleta de sangue, onde podera haver alguma dor em decorréncia da
puncao da pele. Complicagdes de coleta de sangue sao raras e geralmente simples. Se houver
vazamento de sangue da veia no local da pungcdo podera se formar uma mancha roxa
(hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. Para a coleta de
fibroblastos, vocé receberad uma anestesia tdpica (cremesanestésicos) e o procedimento se dara
através da retirada de um pequenissimo fragmento (3 mm, equivalente ao tamanho de uma
cabeca de fésforo) de pele através de uma biopsia. As coletas de sangue e fibroblastos serao
realizadas por profissionais especialmente treinados para este fim, o que diminui as chances de
complicagdes. As coletas de urina serdo feitas pelo proprio individuo ou com o auxilio de
profissionais treinados.

Os possiveis beneficios decorrentes da participagcdo na pesquisa sdao o melhor
entendimento sobre essa patologia e para o estabelecimento de novos tratamentos para essa
doencga, melhorando a qualidade de vida dos pacientes portadores da mucopolissacaridose tipo
LlelVA.

A participagcao na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria. Caso vocé
decida n&o autorizar a participagdo, ou ainda, retirar a autorizagdo apos a assinatura desse
Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou
possa vir a receber na instituic&o.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagado na pesquisa e ndo havera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, porém, podera haver ressarcimento
por despesas decorrentes da participagdo, como despesas de transporte e alimentagao, cujos

custos serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.
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Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serao apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou seja,
0S nomes nao aparecerao na publicacio dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Profa. Dra. Carmen Regla Vargas, pelo telefone 3359.8011, com a pesquisadora Camila Aguilar
Delgado, pelo mesmo telefone ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, no 2° andar do HCPA, sala 2229, de
segunda a sexta, das 8h as 17h, ou por e-mail cep@hcpa.edu.br.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel
e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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Anexo 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - pacientes ou responsaveis

(pacientes com mucopolissacaridose tipo |, 1l e IV A)

Titulo do Projeto: Investigagao dos biomarcadores de inflamagao e estresse oxidativo em
pacientes portadores de mucopolissacaridoses: efeito in vivo da terapia de reposicdo enzimatica
e in vitro de antioxidantes.

Vocé ou o paciente pelo qual vocé é responsavel esta sendo convidado a participar de
uma pesquisa cujo objetivo é verificar os efeitos da agao dos radicais livres (por exemplo radiagdo
solar) e de substincias antioxidantes (por exemplo, vitaminas) em pacientes com
mucopolissacaridose tipo I, Il e IVA. Também sera avaliado o efeito do tratamento utilizado
rotineiramente nesta doenga sobre a agao destas substancias antioxidantes e dos radicais livres.
Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participacao
s&0 0s seguintes:

Coleta de aliquota adicional de sangue quando da realizagdo do exame de rotina;
Coleta de urina ocasional;

Coleta de bidpsia de pele (fibroblastos);

Autorizar consulta de prontuario de dados (sociodemograficos, clinicos e
resultados de exames).

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa sdo os
mesmos da coleta de sangue para os exames assistenciais, ou seja, sera coletado um pouco de
sangue a mais durante a realizagdo do exame que vocé ja iria fazer. No momento da coleta de
sangue podera haver alguma dor em decorréncia da puncao da pele. Complicagdes de coleta
de sangue sao raras e geralmente simples. Se houver vazamento de sangue da veia no local da
puncdo podera se formar uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que
desaparece em poucos dias. Para a coleta de fibroblastos, vocé recebera uma anestesia tépica
(cremes anestésicos) e o procedimento se dara através da retirada de um pequenissimo
fragmento (3 mm, equivalente ao tamanho de uma cabeca de fésforo) de pele através de uma
bidpsia. As coletas de sangue e fibroblastos seréo realizadas por profissionais especialmente
treinados para este fim, o que diminui as chances de complicagdes. As coletas de urina seréao
feitas pelo préprio paciente ou com o auxilio de profissionais treinados.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sdo o melhor
entendimento sobre essa patologia, a verificagdo se o tratamento preconizado esta surtindo o
efeito esperado e com isso poder investigar melhores formas de tratar a doenga, melhorando a
qualidade de vida do paciente.

A participagao na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nao é obrigatoria. Caso vocé
decida n&o autorizar a participacao, ou ainda, retirar a autorizacdo apos a assinatura desse
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termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou
possa vir a receber na instituicio.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagédo na pesquisa e ndo havera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados seréo apresentados de formaconjunta, sem a identificagéo dos participantes, ou seja,
0S homes nao aparecerao na publicagao dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Profa. Dra.
Carmen Regla Vargas, pelo telefone 3359.8011, com a pesquisadora Camila Aguilar Delgado, pelo mesmo
telefone ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, no 2° andar do HCPA, sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as 17h, ou pore-
mail cep@hcpa.edu.br.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel

e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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Anexo 3
Carta de aprovacao CEP

HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE DA W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO SUL - HCPA
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADDS DO PROJETD DE PESOUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacio dos biomarcadores de inflamagio & estresse axidaliva em pacienies
portsdores de mucopolssacaridoses: alsilo in vivo da lerapia de reposicio enzimdlica
& in vilro de anboxidanbes.

Pesquisador: CARMEN REGLA VARGAS
Area Tematica:

Viersio: 3

CAAE: 32657110.2.0000.5327

Instiuigio Proponente: Hospilal de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal!  Financiamenis Prdprio

DADDS DO PARECER

Mimero do Parecer: 4 281 685

Apresentacio do Projeto:

fx mucopolissacaridoses ipo |, 1 & WA (MPS |, MPS I, MPS IVA) sdo doengas lisossdmicas de depdsilo
caracterizadas pelo acimulo inbraliscesomal de gicosaminoglicanos. Embora == lenha indicos de gue o
esiresse ouidalivo & o mecansmo de inflamagdo ssi=jam snvolvidos na fisiopalologia dessas doencas,
exisiem paucas esludos gue comprovam esss enyvohimenio em pacenbes, bem como que invesligam como
funcicnam &ssss mecanismos deletérios. Adm disso, powco s& sabe sohre o efeflo do tratamenlo com
lerapia de reposicio ensfimalica (TRE) =ob o esiresze oxidativo & inflamacdo. O objstive desie iabalba &,
portanio, analisar & relacionar diferentes marcadores de dano oxidativo, inflamatdrios & de disfunches
mibocondriais em pacienles com MPS |, MPS Il & MPS IVA anles & durante o TRE. Sardo analisados
pardmeiros de dano ao DNA, de genodosicidade, do metabolismo da glutaliona, da produgdo de citocinas,
da expressdo de fatores de transcricio & en@imas dirslamenis relacionadas com inflamagio & esiresse
oxidalivo, assim como serd medida a atividade dos complexos da cadeia respiraldnia. Além disso, serdo
imsestigadas oz efeilos in vilro dos antioxidanies MN-acedil-L-cisteina, resveratnol & Cenzima Q10 sobre o
dano oxidativo a produciio de cilocinas.

Esdlarsfe Fus Ramiio Baoeks 2350 sak 2230

Balrre: Sarila Ceclia CEPF: i) 335303
UF: RS Munikeipia: POATO ALEGRE
Tubslong: (515355 7840 Fax: |513%50-Ta400 E-mail:  cmpiSitcpa s by
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HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE DA WW
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO SUL - HCPA
UFRGS

Coonirassclio oo Pamsscer: 8379 1L EES

Ohjotivo da Pesquisa:
Riscos:

O= possives riscos ou desconfortos decorrenies da participagio na pesquisa sio semelhanies aos
envolvidos na coleta de =angue, urina e libroblazlos para exames laboraloriais de redina.

Beeesfiici oos::

0= possivess beneficios decorrenies da participacio na pesquisa s8a o melbor enlendimento sobre essa
palodogia, a verificagdo s= o tratamenio preconizado e<id surtindo o eleilo esperade & com E=so poder
invesligar melhores formas de iralar a de=nga, melhorando a qualidade de vida des pacientes.

Avaliacdo dos Rizcos a Beneficios:

Riscos:

O= possiveis riscos ou desconfortos decarrenies da participagio na pesguiza sio semelhanies acs
envolvidos na coleta de =angue, wina e fibroblasios para exames laboraloriais de rodina.

Beevefici os:

U= possiveis beneficios decorrenies da partiopacio na pesquisa sia o melhor enlendimenio sobre essa
patologia, a verificagdo s= o fralamenio preconizado esid surfindo o sfeilo ssperado & com o poder
investigar melhores formas de iralar a doenga, melhorando a gualidade de vida dos pacienbes.

Comentdrios e Consideracies sobre a Pesquisa:

Serfio incluidos no eshido pacienies portadones de Mucopolissacandose tipa 1, Il & WA, com idade entre § =
45 ano=. O tamanho da amosira serd de 70 individuos, sendo divididos em 8 grupos de 10 individuos por
tipa de MP'S (iratadios = ndo iralados) além do grupo conlrole. Como desfechos, serd verificada a comelagiio
enlre 0% processos de inflamagdo & estresse oxidativo & se o tralamenio com anliokidanies pode
pabtencaifar o iratamenio @ preconizado para pacienies poriadores da mucopolissacandoss po |, Il & VA
a i=rapia de reposicio en@Emalica.

Consideractes sobre os Termos de apresentacis obrigatoria:
fpresenla TCLE para pacenies = para coninoles.

Esstariis Aus Ramio Bancekes 2350 daka 270

Barfa: Semle Ceclia CEP: O 035000
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HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO SUL - HCPA
UFRGS

Corirasssiio e Pesscar: 4 2910 EES

Recomendagoes:

Lembramos que em razio da recents pandemia de COVIDL18 as sfividades de recrulamenio, fhagem e
niovas inclusdes de parlicipanies na instibuico, =stio lemporarfamente suspensas. Em caso de dividas,
consultar o Grupo de Pesguisa e Pds-Graduagdo (GPPG) para mais informagbes

{gpppconlinge=nciai@hcpa.edu.brj.
Concluzdes ou Pendéncias o Lista de Inadeguagdes:

As penddncias emitidas para o projelo no parecer 4. 247 924 foram respondidas pelos pesguisadores,
caonforme carla de respostas adicionada em 05049/2020. Nio apresenta novas pendéncias,

Consideragbes Finais a critério do CEP:
Lembramos que a pressnie aprovacio (projeto versiio de 05092020, TCLE versdo de 0S095HIH) & demais
documenios gue atendem a= smolidtagdes do CEP) refere-s= apenas acs aspeclos &fcos & melodoldgicos do

projelo.

O pesquisadores devem atentar 30 cumprimenio dos seguinies ibens:

aj Esle projelo esld aprovado pama mclusdo de T parlicipanies no Centro HCPA, de acordo com as
informaghes da projeto ou do Plana de Recrulaments apreseniado. Qualguer alleracdo deste nimero
deverd s&r comunicada ao CEP & an Servipn de Gestfio em Pesquisa para aulorizapies = atualirzaghes
cabiveis.

by O projelo esid cadasirado mo sislema AGHUse Pesguisa (2020-027 1) para fins de avaliacio logislica =
financeira & somenie poderd ser miciado apts aprovacko final do Grupo de Pesquss & Pos-Graduagio.
c] Cualquer alteragio nestes documenios deverd ser encaminhada para avaliacdo do CEP. Infarmamios que
obrigaloriaments a versdo do TCLE a ser utilizada deverd corresponder na integra & versio vigenle
apravada.

d} Deverdo ser adiciormdas relabdrics semestrais & um relaidoio final do prajets no cadasire do mesmo, no
Sistema AGHUs= Pesquisa.

&) Evenlos adversos deverdio s=r comunicados de acordo com as onenfagies da Comissda Macional de
Elica em Pesguisa - Conep (Carta Circular n® 132020-CONERP/SECHSMS). Os desvios de prabacalo
também deverSo ser comunicados em relaldrios consolidados, por meio de Holificagio.

Esdlursia  Fiik Ramiio Baroskss 2350 sak 220
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixg relacionados:

Tipo Documenlo Argung Poslagem Hullor Suacgho |
hfomaghes Bisca=| PE_INFORMADOES BASICAS DO P | 05093030 Arcesin
i polf 134340

FProjein Detakhado | | projetodaci ral docx DEDAr0 | Camnila fuguilar Areiin

Brochura 134300 | Dedgada

investigador

Cuitros CartaCEP2 doc DEDOr03) | Camila Aguilar Arceiin
13423423 | Dedgada

TCLE | Termos de | TCLEpacienies docx OS'0a20 | Camila Aguslar Acesio

Assertimento | 134230 | Dedgada

Juslificativa de

Ausencia

TCLE { Termos de | TCLEindividuos. docx DDA | Camila fugulae Arsio

Assertimenba | 134212 | Dedgada

Jusiificativa de

| Augdncia o il

Ouires CanaCEP1.dec JEADEO | Camila Aguilar Areiin
091331 | Dedgada

Orcamenta oreameniocamila xis DDE00 | Camila Syl e Aceiio
19:1R:50 %&h

Chuitroes CaralLEF doc ila Aguslar ACEia
191713 | Dedgada

Oitroes usodados2. pdf D060 | Camila Aguilar Aceiia
19:08:43 | Dedgada

Dedaragia d= usodados pal D2I0GE020 | Camila Aguslar ACesio

Instiluicio & 185038 |Dedgada

Mﬂi malenalbkagc . pdl ToGI | Camila Aguilar Ao

Manuss=ia Material 18:48:33 | Delgada

Hialogoo |

Bioreposiidio |

Sigbancy i e

Ouires dedegacacfuncan. pdf DErAI | Camila Aguilar Areiin
184733 | Dedgada

Folha de Rosio folharosta. pdf T8 | Camila Aguilar Arceiin
21:44:-44 | Dedgada

Situacio do Parecer:

Aprovada

Mocessita Apreciacso da CONEP:

Mo

Esglarafsl  Fus Ramin Baroskes 2350 sak 3230

Bure: Sels Caclia
UF: FE

CEP: 00 035900

Munieiple: POATO ALEGRE
Tubaloni: (51)335% T840 Fax:

{51350 Tedd
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Confruscio 6o Peosoer: £ 38F B

FORTO ALEGRE, 18 de Setembra de 2020

Assinado par:
Timiz Maria Félix
[Coordenador|a)]
Esdurape:  Flus Famin Barsekes 2 350 sak 2230
Baire: Sasls Coclia CEP: Of 395963
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