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Resumo:

A mucopolisacaridoses tipo | € uma doenca lisossomal com caracteristicas
multisistémicas. No sistema cardiovascular observa-se aumento do coracao,
disfuncéo das valvulas cardiacas, rigidez e dilatacao adrtica. Trabalhos anteriores
demonstraram que camundongos MPS | superexpressam catepsina B em
multiplos tecidos, incluindo aqueles do sistema cardiovascular. Neste trabalho
hipotetizamos que a catepsina B poderia melhorar as anormalidades encontradas

no coragao, aorta e valvas de animais com MPS | .

Em primeiro lugar, encontramos que a atividade de elastase total em aortas MPS |
era elevada. Também, demostramos a ocorréncia de liberacdo de catepsina B
dos lisossomos em fibroblastos MPS |, o que poderia degradar os componentes
da matriz extracelular da aorta, do coracdo e das valvulas cardiacas. Em seguida,
utilizamos um inibidor de catepsina B in vivo em camundongos MPS |. Apés 4
meses de tratamento, a inibicdo parcial de atividade catepsina B em
camundongos tratados reduziu a dilatagdo da aorta, bem como o espessamento
da valvula cardiaca e levou a melhorias nos parametros ecocardiograficos, porém
nenhum destes parametros foram completamente normalizados. Com base
nestes resultados, concluimos que as alteracbes no lisossomo nesta doenca
levam ao escape de catepsina B para fora da organela, onde esta proteina pode
ter multiplas funcdes patolégicas. A atividade catepsina B pode ser, pelo menos
em parte, responsavel pelas anormalidades cardiovasculares observadas nesta
doenca. Este estudo destaca, pela primeira vez, a possibilidade de utilizar
inibidores de catepsina como agente terapéutico numa doenca de depdsito

lisossomal.



Abstract:

Mucopolysaccharidosis type | is a lysosomal storage disorder with multisystemic
features, including heart enlargement, heart valve dysfunction, and aortic stiffness
and dilatation. Previous studies have shown that MPS | mice overexpress
cathepsin B in multiple tissues, including those from the cardiovascular system.
Here we hypothesized that inhibiton of cathepsin B could ameliorate heart, aorta

and valve abnormalities found in MPS 1.

Firstly we found that total elastase activity in MPS | aorta is elevated. Following
that, we demonstrated that cathepsin B leaks from the lysosome in MPS |
fibroblasts, and therefore could be degrading extracellular matrix components from
aorta, heart, and heart valves. We then used a cathepsin B inhibitor in vivo in MPS
I mice. After 4 months of treatment, partial inhibition of cathepsin B activity in
treated mice reduced aortic dilatation, as well as heart valve thickening and lead to
improvements in echocardiographic parameters, although none of these were
completely normalized. Based on these results, we conclude that alterations in the
lysosome in this disease lead to leakage of cathepsin B to outside the organelle,
where this protein can have multiple pathological roles. Cathespin B activity may
be, at least in part, responsible for the cardiovascular abnormalities observed in
this disease. This study highlights for the first time the possibility of using

cathepsin inhibitors as a therapeutic agent in a lysosomal storage disease.
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Mucopolissacaridoses

As Mucopolissacaridoses: caracteristicas gerais

As Mucopolissacaridoses (MPS) compreendem um grupo de doencas
hereditarias causadas pela deficiéncia na atividade de enzimas lisossémicas
envolvidas no catabolismo dos glicosaminoglicanos (Neufeld and Muenzer 2001).

Os glicosaminoglicanos (GAGs, antigamente chamados
mucopolissacarideos) sdo polissacarideos lineares, produto da degradacao
proteolitica dos proteoglicanos (com excec¢ao do acido hialurénico). Eles formam
parte dos principais componentes da matriz extracelular e da superficie das
células. A degradacao destas moléculas é realizada no interior do lisossomo pela
acao de diferentes enzimas hidrolases, glicosidases, sulfatases e transferases
ndo hidroliticas. Quando alguma das enzimas lisossémicas que participam na
degradacdo de GAGs perde atividade (total ou parcial), ocorre um acumulo
progressivo e ininterrupto de substratos. Isso resulta na alteracdo da funcao
celular e diferentes condi¢cfes patoldgicas, o que conduz a reducao da expectativa
de vida (Coutinho et al. 2012; Volpi et al. 2013).

As MPS podem se classificar em 11 tipos diferentes, dependendo da
enzima deficiente e o tipo de substrato(s) acumulado(s), os quais podem ser do
tipo: Dermatan sulfato (DS), Heparan sulfato (HS), Keratan sulfato (KS) e
Condroitin sulfato (CS) (Tabela 1) (Neufeld and Muenzer 2001).



Tabela 1: Classificacdo das Mucopolissacaridoses — Adaptado de Neufeld e

Muenzer (2001) e Giugliani (2016).

Nome da Gene Substrato Principais
MPS ] Heranca _
Sindrome Mutado Acumulado  Manifestacoes
Hurler/ Autossdémica Multissistémicas,
_ IDUA _ HS, DS
Scheie recessiva SNC
Recessiva Multissistémicas,
Il Hunter IDS ) HS, DS
ligada ao X SNC
o Autossdémica
A Sanfillipo A SGSH _ HS SNC
recessiva
. Autossomica
B  SanfilipoB  NAGLU ) HS SNC
recessiva
» Autossdémica
lIC  Sanfilipo C HGSNAT _ HS SNC
recessiva
. Autossomica
1D  Sanfillipo D GMS ) HS SNC
recessiva
_ Autossdémica .
VA Morquio A GALNS ) KS, CS Esqueléticas
recessiva
_ Autossomica »
IV B Morquio B GLB1 _ KS, CS Esqueléticas
recessiva
Maroteaux- Autossdémica o _
VI ARSB _ DS, CS Multissistémicas
Lamy recessiva
Autossdmica  HS, DS,  Multissistémicas,
Vil Sly GUSB _
recessiva CS SNC
Autossdémica Lesdes
IX Natowicz HYAL1 ) AH )
recessiva articulares

Abreviagdes: AH — Acido hialurénico; CS — Condroitin sulfato; DS — Dermatan

sulfato; HS — Heparan sulfato; KS — Keratan sulfato; SNC — Sistema nervoso

central.
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As MPS se caracterizam por apresentar um curso progressivo e cronico.
Usualmente se encontra um amplo espectro de gravidade clinica dentro de uma
determinada deficiéncia enzimatica (Neufeld and Muenzer 2001), devido a
atividade residual da enzima. Os sintomas mais tipicos incluem organomegalia,
disostose multiplex e caracteristicas faciais anormais. Outras manifestacdes
comuns encontradas nas MPS incluem problemas na pele, na denticdo, na visdo
assim como espessamento na traqueia (Giugliani et al. 2010). Clinicamente é
possivel se distinguir alguns grupos de MPS de outros se baseando em achados
em comum, que dependem do substrato acumulado. Os pacientes com acumulo
de Heparan Sulfato (MPS 1, I, lll, VII) podem apresentar alteragbes no sistema
nervoso central, manifestando-se pelo atraso psicomotor. O acumulo de
Dermatan Sulfato ou Keratan Sulfato (MPS 1, Il, IV, VI, VII) parece estar
relacionado a anormalidades esqueléticas e articulares, como disostose multiplex,

baixa estatura e rigidez articular, assim como doengas cardiovasculares.

O diagndéstico e o tratamento precoce da doenca melhoram o prognostico
nas MPS para as quais existem alternativas de tratamento (Kothapalli et al. 2005).
Tendo em vista que 0os GAGs ndo degradados se acumulam e sua quantidade em
excesso € excretada na urina dos pacientes (Byers et al. 1998), a triagem inicial
apos suspeita clinica de MPS pode ser realizada por analise de GAGs na urina.
Porém, o diagnéstico definitivo da doenca é dado por ensaios de atividade
enzimatica em fibroblastos, leucdcitos ou plasma de pacientes com suspeita

clinica.

A Mucopolissacaridose tipo |

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenca autossémica recessiva
causada pela deficiéncia de atividade de a-L-iduronidase (IDUA) resultando no
acumulo dos GAGs Heparan e Dermatan Sulfato no lisossomo (Bach et al. 1972).
Como consequéncia, a doenca resulta numa disfuncdo celular progressiva,

cronica e multissistémica (Neufeld and Muenzer 2001).
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Historicamente, a MPS | tem sido classificada de acordo com os sinais
clinicos apresentados nos pacientes como: Sindrome de Hurler, Sindrome Hurler-
Scheie ou Sindrome de Scheie, embora hoje se considere que a doenca

apresenta um espectro continuo de fenotipos.

A forma fenotipica mais grave de MPS | (Sindrome de Hurler) é
caracterizada pelo desenvolvimento neurocognitivo prejudicado, engrossamento
progressivo de caracteristicas faciais, organomegalia, insuficiéncia respiratoria,
doencas cardiovasculares, opacidade da coOrnea, degeneracdo da retina, e
manifestacbes musculoesqueléticas, tais como rigidez articular e disostose
multiplex. Os sintomas surgem apO0s 0 nascimento e progridem rapidamente,
podendo levar a morte dos pacientes ndo tratados na primeira década de vida
(Pastores et al. 2007; Tolar and Orchard 2008; Giugliani et al. 2010).

Os pacientes com a forma intermediaria (Sindrome de Hurler-Scheie)
apresentam, em geral, manifestacdes fenotipicas menos graves em comparacao
a forma severa, com deficiéncia cognitiva leve ou inexistente. A expectativa de
vida neste subtipo se reduz até a segunda ou terceira década de vida quando néo
tratados (Pastores et al. 2007; Giugliani et al. 2010).

Ja na forma mais leve (Sindrome de Scheie), 0s sintomas apresentam-se
tardiamente na vida e progridem lentamente. Os pacientes tém inteligéncia normal

e sobrevivem até a idade adulta (Pastores et al. 2007).

Tratamentos disponiveis para a MPS |

Atualmente, os principais tratamentos disponiveis se baseiam no
conhecimento de que as enzimas lisossdmicas podem ser secretadas e captadas
pelas células vizinhas via receptores de manose-6-fosfato. Estes tratamentos
compreendem o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) e a terapia
de reposicdo enzimética (TRE), ambas dirigidas a restauracdo da atividade
enzimatica comprometida (Tolar and Orchard 2008). Aléem dessas abordagens,
outras alternativas de tratamentos estdo sendo testadas tanto em fase
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experimental in vitro assim como ensaios pré-clinicos em animais (Giugliani et al.
2016).

O tratamento com TCTH consiste na ablacdo da medula do paciente e
utilizacdo de células-tronco da medula 6ssea ou de corddo umbilical de um
doador sem MPS, para a reconstituicdo do sistema hematopoiético. Quando bem-
sucedido, o TCTH pode prevenir e/ou reverter muitas, mas nao todas, das
caracteristicas clinicas presente na MPS |. Este € o tratamento de escolha para
criancas com a forma mais grave de MPS I. O tratamento deve ser realizado no
inicio do curso da doenca, antes do comeco da deterioracdo do desenvolvimento
cognitivo (geralmente antes dos 2 anos de idade), porém existe um risco
significativo de morbidade e mortalidade associado (Cimaz and La Torre 2014).
Em paises como o Brasil, muitas vezes este tratamento ndo & possivel de ser

realizado devido ao diagnostico tardio (Vieira et al. 2008).

O primeiro caso de TCTH alogénico realizado com sucesso envolveu um
menino de um ano de vida com a forma grave de MPS | na década de 1980. Em
geral, um dos beneficios mais importantes deste tratamento € a preservacdo do
desenvolvimento intelectual, o aumento da sobrevida dos pacientes, e a reducao
de boa parte das alteracbes somaticas. No entanto, alteracdes esqueléticas,
visuais e nas valvulas cardiacas foram reportadas como tendo pouca melhora

apos o transplante (Aldenhoven et al. 2008).

Outro tratamento atualmente disponivel € a TRE. A TRE para MPS |
consiste na administracdo peridédica (semanal ou quinzenal) de Laronidase
(Genzyme Corporation, Cambridge, MA), uma proteina analoga a alfa -L—
iduronidase humana. Esta enzima recombinante tem sido amplamente difundida
para o tratamento das formas menos graves de MPS |. Os pacientes tratados com
TRE demostram melhoras clinicas das manifestacbes somaticas e também na
qualidade de vida (Martins et al. 2009; Al-Sannaa et al. 2015).

Estudos com modelos animais de MPS | e estudos clinicos indicam que é
improvavel que as doses administradas na TRE atinjam niveis terapéuticos que
atravessem a barreira hematoencefalica, para corrigir a patologia do SNC e

melhorar a fungéo cognitiva (Tolar and Orchard 2008; Cimaz and La Torre 2014).
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A terapia com a enzima, da mesma maneira que o TCTH, parece ndo corrigir as
alteracbes presentes nas valvulas cardiacas, na aorta ou as anormalidades
esqueléticas. Melhoras na funcdo do miocardio geralmente ocorrem, mas ndo séo
completas, assim como acontece com as articulagcbes (Sifuentes et al. 2007;
Valayannopoulos and Wijburg 2011; Al-Sannaa et al. 2015). O inicio precoce da
terapia, antes do estabelecimento dos danos irreversiveis, pode ser mais eficaz
em retardar a progressdo da doenca (Muenzer et al. 2009; Cimaz and La Torre
2014; Al-Sannaa et al. 2015).

Outros problemas relacionados com a TRE envolvem o alto custo desta
terapia, a necessidade de infusdes repetidas, e a formacao de anticorpos contra a
enzima, que ocorre em cerca de 90% dos pacientes com MPS | (Brooks et al.
2003). Todas estas limitacdes e desvantagens tém levado a busca de novas
terapias, algumas focadas em novos alvos terapéuticos baseadas na patogénese

da doenca.

Modelos animais para MPS |

Indmeras questdes relacionadas a fisiopatogénese da doenca ainda néo
foram respondidas. Modelos animais tornam possivel investigar as diferentes
gquestdes e tem sido amplamente utilizados tanto para elucidar a fisiopatogénese
de doencas humanas, assim como para o desenvolvimento de novas opcles

terapéuticas.

Os primeiros modelos murinos de MPS | foram criados pela disrupcao
direcionada do locus Idua e representam a forma grave da doenca. Os animais
Idua -/-, homozigotos mutantes, ndo apresentam atividade enzimatica de IDUA e
mostram um incremento nos niveis de GAGs na urina (Clarke et al. 1997; Ohmi et
al. 2003).

Atualmente existem trés modelos murinos de MPS | desenvolvidos tanto

pela interrupcdo do gene ldua quanto pela insercdo de uma mutagdo analoga a
mais frequentemente encontrada nos pacientes e associada ao fenotipo grave da
14



doenca (p.W402X) (Clarke et al. 1997; Ohmi et al. 2003; Wang et al. 2010). O
modelo utilizado neste trabalho foi criado em 2003 (Ohmi et al. 2003) através da
interrupcdo do gene ldua por um cassete contendo o gene de resisténcia a
neomicina em células-tronco embrionarias de camundongos. Assim, ha completa

supressdao da producédo da proteina IDUA.

Estudos seguintes utilizando os modelos murinos identificaram que, mesmo
nao sendo fenocodpias completas da doenca humana, eles mimetizam muitas das
manifestacbes somaticas tanto do SNC, como das visceras (Russell et al. 1998;
Tolar and Orchard 2008). As manifestacdes cardiacas desses modelos (Figura 1)
incluem insuficiéncia aortica, aumento do ventriculo esquerdo, e diminuicdo da
funcado ventricular. Espessamento das valvulas assim como dilatacdo aortica com
quebras de elastina, também foram reportadas em animais com 6 e 10 meses de
idade (Jordan et al. 2005; Braunlin et al. 2006; Ma et al. 2008; Baldo et al. 2013).
Diversos trabalhos tém descrito alteracfes 6sseas como espessamento do fémur,
alteracdes oculares, auditivas e comportamentais, entre outras (Pan et al. 2008;
Metcalf et al. 2010; Baldo et al. 2012). O conhecimento e a caracterizacao destas
alteracdes no modelo animal permitiram que este também fosse usado para
verificar eficacia de novos tratamentos para MPS | em estagios pré-clinicos
(Metcalf et al. 2010).
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Figura 1: Manifestacbes cardiacas em animais MPS | avaliadas por técnicas
histoldgicas e ecocardiogréaficas. As valvulas aortica (A-B) e atrioventriculares (C-
D) encontram-se marcadamente espessadas nos camundongos MPS |. Multiplas
areas de deposicao intracelular de GAGs (setas pretas) podem ser encontradas.
(E-F) Coloracdo Van Gieson identifica quebras na estrutura da elastina (setas
brancas). (G, H) Sinal Doppler da valvula aértica. As setas representam o sinal de
velocidade de fluxo adrtico. O fluxo regurgitante através da valvula aortica é
identificado (asterisco) em camundongos MPS | de 6-10 meses de idade. (fontes:
(Braunlin et al. 2006).
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MPS | e a doencga cardiaca

O comprometimento cardiaco tem sido descrito em pacientes com todos 0s
tipos de MPS (Dangel 1998; Neufeld and Muenzer 2001; Braunlin et al. 2011)
afetando principalmente as valvulas, miocardio, artérias coronarias e grandes
vasos (Figura 2). Diferentes estudos tém indicado que a doenca cardiovascular
pode apresentar-se mais cedo, com maior frequéncia e gravidade nas MPS que
apresentam acumulo de dermatan sulfato (MPS |, Il e VI) possivelmente porque
ele naturalmente forma parte das valvulas e os vasos sanguineos (Dangel 1998;
Leal et al. 2010).

Nas MPS |, a doenca cardiaca é comum e apresenta gravidade
dependente da idade (Giugliani et al. 2007; Muenzer et al. 2009; Braunlin et al.
2011). Em geral, em pacientes com sindrome de Hurler, a patologia cardiaca se
desenvolve mais cedo e progride mais rapido, enquanto que as formas mais
atenuadas de MPS | pode ter inicio tardio com progressao lenta (Braunlin et al.
2011). Anomalias anatdmicas e funcionais das valvulas cardiacas, hipertrofia
ventricular esquerda, cardiomiopatias, e anomalias nas artérias coronarias sao
algumas das manifestacbes comumente achadas nos pacientes (Mohan et al.
2002). Outras das manifestagcbes cardiacas incluem a dilatacdo da aorta
ascendente e a perda de sua elasticidade (Nemes et al. 2008; Bolourchi et al.
2016). A regurgitacdo mitral parece ser a lesdo valvular mais comum e
particularmente a primeira anormalidade cardiaca a aparecer, embora 0 mesmo
também aconteca na valvula aodrtica (Fesslova et al. 2009). Estas e outras
anomalias cardiacas podem contribuir para o desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca, uma das causas principais de morte em pacientes com MPS (Yano et
al. 2009).

17



Figura 2: Frequéncia das principais anormalidades cardiacas e valvulares
encontradas em pacientes com todos tipos de MPS. (Fonte: Braunlin et al., 2011).
MR-regurgitacdo da valvula mitral; MS- estenose da mitral. MR/MS- ambas; AR-
regurgitacdo da valvula adrtica. LVH- hipertrofia de ventriculo esquerdo (paredes

septal e posterior).
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A Matriz Extracelular e suas alteracdes na MPS

Embora a patogénese das MPS nédo seja completamente compreendida,
algumas das manifestacbes cardiacas podem ser explicadas pelo simples
acumulo progressivo de GAGs (ex. espessamento das estruturas). Porém, cada
vez mais trabalha-se com a hipétese de que as alteracbes no metabolismo de
GAGs desencadeiam processos celulares anormais que contribuem para a
patogénese da doenca (Braunlin et al. 2011).

A composi¢cédo da matriz extracelular (ECM) possui papel fundamental na
funcdo da parede cardiovascular e na homeostase valvular (Cheng et al. 2012), e
alteracdes na matriz encontram-se diretamente relacionadas com a patogénese

cardiaca observada na MPS. No entanto, antes de observarmos como alteracdes
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nesta estrutura podem ser importantes para a patogénese da MPS, algumas

informagdes sobre a ECM do sistema cardiovascular normal, séo essenciais.

A ECM é formada por uma rede complexa composta de diferentes tipos de
proteinas como o0 colageno, elastina, glicoproteinas e proteoglicanos, entre
outros. Sua funcdo principal é prover aos tecidos as diferentes propriedades
mecanicas e bioquimicas especificas (Gelse et al. 2003). O desequilibrio no
turnover das proteinas da ECM pode conduzir a diferentes transtornos cardiacos
como estenoses, hipertrofia do ventriculo esquerdo, aneurisma e falha cardiaca
(Spinale 2002; Nagase et al. 2006; Cleutjens and Creemers 2016). Estas
alteracdes tém sido atribuidas a perda do controle de enzimas proteoliticas que
degradam os principais componentes da ECM, tais como o colageno e a elastina.
O aumento na atividade destas proteases posterior ao defeito primario tem sido
descrito como um possivel mecanismo patolégico presente nas MPS (Ma et al.
2008; Metcalf et al. 2010; Baldo et al. 2011; Bigg et al. 2013).

A composicdo e estrutura da ECM variam consideravelmente entre os
diferentes tipos de tecidos, dando lugar a caracteristicas funcionais e bioldgicas

Unicas de acordo com a localizac&o e o requerimento especifico destes.

7

A matriz do miocardio € constituida principalmente por colageno, que
mantém sua integridade funcional (Bishop et al. 1990). As vélvulas cardiacas
estdo formadas por uma ECM compartimentalizada em diferentes camadas, ricas
em elastina, proteoglicanos e colageno, sendo esta estrutura essencial para a
funcionalidade do tecido (Combs and Yutzey 2009; Hinton and Yutzey 2011). J&
na ECM vascular, o colageno e a elastina sdo os principais componentes das
paredes arteriais dos grandes vasos, tais como a aorta (Cattell et al. 1996). Cada
componente prové as propriedades estruturais e biomecéanicas necessarias para
realizar as funcdes especificas de cada 6rgao. As fibras de elastina e o colageno
fibrilar tipo I e Il (os mais abundantes no tecido cardiovascular) formam a rede
rigida da matriz intersticial altamente reticulada. Eles oferecem elasticidade
(elastina) e a resisténcia a tracao e rigidez (colagéno). Os proteoglicanos, devido
a sua carga negativa, atraem agua e conferem resisténcia a compressao.

Finalmente, glicoproteinas participam na organizagdo matricial e sdo essenciais
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para a fixacdo das células (Didangelos et al. 2010). Por terem papéis tao
definidos, a expresséao, regulagdo, ou distribuicdo anormal de proteinas do ECM
tem sido associada com anormalidades no desenvolvimento e a enfermidades. Na
MPS |, tanto alteracdes como quebras de elastina quanto a perda de colageno ja
foram descritas na aorta, valvulas cardiacas e mesmo em outros 6rgaos, como as
articulagdes (Ma et al. 2008; De Oliveira et al. 2013; Baldo et al. 2013).

A clivagem dos componentes da ECM € um processo critico durante o seu
remodelamento, e permite a regulacdo da sua abundancia, composicdo e
estrutura (Bonnans et al. 2014). Este processo pode ser realizado por diferentes
familias de proteases. As metaloproteinases da matriz (MMP) constituem as
principais enzimas envolvidas na degradacdo de proteinas da ECM. Em
condi¢cdes normais, a atividade destas proteases € baixa, mas se elevam em
processos de remodelamento, crescimento e reparacao (Jugdutt 2003; Bonnans
et al. 2014), assim como em doencas e inflamacéo tecidual. Estudos em animais
MPS | e VIl ttm demostrado a superexpressdo de MMPs, como a MMP-12, na
aorta (Metcalf et al. 2010). No entanto, 0 mecanismo pelo qual esta expressao

aumentada acontece ndo é conhecido.

Além disso, as catepsinas também podem participar na degradacao das
proteinas da ECM. Elas compreendem uma familia de proteases sintetizadas
como precursores enzimaticos que sdo ativadas no interior do lisossomo. Sua
principal funcdo é a degradacdo de proteinas que chegam ao lisossomo desde
fora da célula (via endocitose ou fagocitose) ou de outros compartimentos
celulares (autofagia) (Bohley and Seglen 1992; Mort and Buttle 1997; Lutgens et
al. 2007). SituagcOes nas quais as catepsinas sdo secretadas para podem causar
degradacdo das proteinas da ECM (Green and Lund 2005), embora muitas
células possam inclusive internalizar certos componentes da ECM, como o

colageno, e degrada-los nos lisossomos (Mohamed and Sloane 2006).
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As catepsinas na patogénese da MPS

Pelas suas caracteristicas, além da sua fungdo principal na degradacdo
proteolitica fisiologica, as catepsinas tém sido relacionadas com uma grande
variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos na ultima década (Conus and
Simon 2008). A desregulacdo na expresséo e na atividade de catepsinas parece
estar associada com diversas condi¢gfes patolégicas como a artrite reumatoide e
arteriosclerose, a progressao de tumores e metastases (Roshy et al. 2003; Conus
and Simon 2008) e a dilatacdo cardiaca (Ge et al. 2006).

Nas MPS, evidéncias de aumento na expressao de catepsina B, S e K tem
sido demonstradas na aorta e valvulas de animais com MPS | e VIl (Ma et al.
2008; Metcalf et al. 2010; Bigg et al. 2013). Devido a elevada atividade de
elastase no pH neutro e sua superexpresséo, foi proposto que a catepsina S
poderia ser o principal responsavel pela perda de elasticidade observada na aorta
de animais MPS. No entanto, Baldo et al. (2011) demostraram que tanto a
catepsina S como a MMP-12 ndo sdo essenciais para a dilatacdo aortica na MPS
VII, e que outras catepsinas superexpressas, tais como a catepsina B, poderiam

ter um papel fundamental.

A catepsina B € uma conhecida cisteina protease lisossémica envolvida em
muitos processos de remodelacdo da matriz extracelular. Esta enzima é
codificada pelo gene Ctsb e pela base da estrutura da regido promotora e seu
perfil de expressao, trata-se de um gene housekeeping (Qian et al. 1991). A
catepsina B € sintetizada como pré-pré-catepsina B e ja no reticulo
endoplasmatico sofre uma remocdo do peptideo-sinal tornando-a pro-catepsina.
No aparato de Golgi, a enzima € modificada pés-traducionalmente (glicosilacdo) e
dirigida ao compartimento lisossomal por meio de receptores de manose-6-
fosfato. Uma vez no lisossomo, o pH acido permite a liberacdo do pro-peptideo e
ativacdo da enzima (Mort and Buttle 1997; Turk et al. 2000). No entanto, a
remocao proteolitica do pré-peptideo também pode ser realizada pela acao de
diversas proteases, como a catepsina D, ou de forma autocatalitica sob condi¢cdes

acidas (Rowan et al. 1992; Mach et al. 1994). Portanto, a protedlise controlada é
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uma etapa crucial no controle da atividade proteolitica das catepsinas, assim
como de numerosas outras proteases (Turk et al. 2000).

A atividade da catepsina B é dependente principalmente do pH, sendo
otimamente ativa no pH ligeiramente acido e instavel em pH neutro. No entanto,
certos GAGs podem ligar-se especificamente a catepsina B e desta forma
protegé-la da inativacdo no pH alcalino (Costa et al. 2010). Esta interacao
também pode potencializar a atividade endopeptidase da catepsina B
aumentando até 5 vezes a vida média da enzima no pH alcalino (Almeida et al.

2001).

A atividade de protease das catepsinas € normalmente desenvolvida no
interior do lisossomo, mas a sua localizagdo extralisossomal e extracelular
coincide geralmente com o aumento da expressao e/ou atividade, indicando que
nao somente o pH é responsavel pela sua atividade (Turk et al. 2012). Diversos
estudos demostram que a catepsina B extracelular consegue degradar os
principais componentes da ECM tanto no pH neutro e como no pH &cido,
incluindo substratos como elastina e colageno (Buck et al. 1992; Turk et al. 2012).
Esta atividade do tipo elastase e colagenase é responsavel pela remodelacdo da

ECM contribuindo assim com as diversas patologias quando desregulada.

Foi demostrado que a catepsina B encontra-se altamente expressa e ativa
em aortas de camundongos MPS | e cachorros MPS | e MPS VII. Sugeriu-se que
esta enzima poderia estar associada ao incremento das quebras na estrutura de
elastina que conduzem ao aneurisma aortico nestas doencas (Baldo et al., 2011)
Aumentos na expresséo e na atividade de catepsina B também tém sido descritos
nas valvulas de cachorros com MPS VIl (Bigg et al. 2013) e camundongos com
MPS I, bem como no miocardio destes animais (Baldo, G comunicacao pessoal).
Além disso, por se tratar de uma colagenase, sugere-se que poderia estar
relacionada com a perda de colageno nestas estruturas (Baldo, G comunicacao
pessoal). Estas evidéncias reforcam a idéia de que a catepsina B poderia ser um
dos principais responséveis pelas alteragbes na estrutura e funcdo do sistema

cardiovascular nas MPS.
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Diversos estudos tém utilizado diferentes inibidores de catepsina B para
determinar a funcdo biologica desta enzima in vivo. Neste sentido, o
Ca-074 metil éster (Ca-074Me) foi produzido como um inibidor seletivo da
catepsina B capaz de difundir passivamente pela membrana plasmatica (Buttle et
al. 1992; Montaser et al. 2002). Em contraste com outros compostos, tem sido
demostrado que Ca-074Me pode inibir até 95% da atividade da catepsina B
(Buttle et al. 1992). Estudos utilizando matriz extracelular reconstituida indicam
que a inibicdo de catepsina B via Ca-074Me em modelo in vitro de tumores
malignos, reduz a sua invasao; sugerindo uma importante funcdo para a

catepsina B na degradacgéao da matriz (Szpaderska and Frankfater 2001).

Baseado nestes achados, uma abordagem farmacolégica utilizando este
inibidor (Ca-074Me) poderia colaborar na elucidagéo da funcdo da catepsina B na
patologia cardiovascular presente no modelo murino de MPS 1.
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CAPITULO Il OBJETIVOS
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Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi verificar os efeitos do uso de um
inibidor de catepsina B sobre a doenga cardiovascular em camundongos com

Mucopolissacaridose tipo I.

Objetivos especificos

- Caracterizar a doenca cardiovascular em animais MPS | de 6 meses de
idade quanto a quebras na elastina na aorta ascendente, dilatacdo na aorta e no

miocardio, funcionalidade do miocéardio e espessamento de valvulas.

- Medir a atividade de elastase e colagenase em homogeneizados de
coracgao e aorta de animais normais e MPS I.

- Em fibroblastos de pacientes normais e MPS | cultivados, verificar a
localizag&o intracelular da catepsina B e a existéncia de escape da mesma para
fora do lisossomo.

- Avaliar a atividade de catepsinas totais e de catepsina B nos diferentes
tecidos cardiacos em animais normais, MPS |, tratados com o inibidor da enzima

ou apenas com seu veiculo de dilui¢éo;

- Mensurar a dilatacdo da aorta e quantificar quebras de elastina nos
diferentes grupos apés tratamento;

- Avaliar a espessura das valvulas cardiacas ap0s tratamento;

- Comparar dimensdes e funcdo cardiaca, utilizando técnicas

ecocardiograficas, em animais tratados versus nao-tratados.
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Abstract:

Mucopolysaccharidosis type | is a lysosomal storage disorder with multisystemic
features, including heart enlargement, heart valve dysfunction, and aortic stiffness
and dilatation. Previous studies have shown that MPS | mice overexpress
cathepsin B in multiple tissues, including those from the cardiovascular system.
Here we hypothesized that inhibition of cathepsin B could ameliorate heart, aorta

and valve abnormalities found in MPS 1.

Firstly we found that total elastase activity in MPS | aorta is elevated. Following
that, we demonstrated that cathepsin B leaks from the lysosome in MPS |
fibroblasts, and therefore could be degrading extracellular matrix components from
aorta, heart, and heart valves. We then used a cathepsin B inhibitor in vivo in MPS
I mice. After 4 months of treatment, partial inhibition of cathepsin B activity in
treated mice reduced aortic dilatation, as well as heart valve thickening and lead to
improvements in echocardiographic parameters, although none of these were
completely normalized. Based on these results, we conclude that alterations in the
lysosome in this disease lead to leakage of cathepsin B to outside the organelle,
where this protein can have multiple pathological roles. Cathespin B activity may
be, at least in part, responsible for the cardiovascular abnormalities observed in
this disease. This study highlights for the first time the possibility of using
cathepsin inhibitors as a therapeutic agent in a lysosomal storage disease.
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Introduction

Mucopolyssacharidosis type | (MPS 1) is an autosomal recessive disorder caused
by deficiency of lysosomal enzyme alpha-L-iduronidase (IDUA), which is involved
in the catabolism of glycosaminoglicans (GAG) heparan and dermatan sulphate.
The disease is characterized by multiple organ dysfunction, which includes
organomegaly, bone and joint deformities, short stature, facial features and in
severe cases, mental retardation. Death can occur from multiple causes in the first

decades of life.

Heart and valve disease are present in all MPS and death from heart failure is
common. MPS | patients suffer from heart enlargement and loss of contractility
(Nemes et al. 2008), heart valve thickening and regurgitation, and aortic stiffness
and dilatation (Braunlin et al. 2011; Schroeder et al. 2012). Studies in animal
models (both dogs and mice) have shown that MPS | animals have enlarged
hearts with reduced contractility, dilated ascending aortas with increased elastin
breaks, and heart valve thickening and regurgitation (Baldo et al. 2011; Bigg et al.
2013; Baldo et al. 2013).

The extracellular matrix (ECM) plays many roles in cardiovascular wall and valve
homeostasis (Cheng et al. 2012). Elastin and collagen are the main compounds
of the cardiovascular ECM and play a vital role in biomechanical and functional
properties in myocardium, aorta and heart valves. Although the proportions of
elastin and collagen vary considerably in these tissues, distribution and properties
of these connective tissue proteins are important for structural integrity and
function. An imbalance in the turnover of ECM proteins in the myocardium and
vasculature cad lead to heart disorders such as stenosis, left ventricular
hypertrophy, heart failure and aortic aneurysm (Spinale 2002; Nagase et al. 2006;
Cleutjens and Creemers 2016). These changes have been attributed to lack of
control of proteolytic enzymes that degrade the major components of the ECM.
The increase in protease activity (especially in cathepsin B) subsequent to the
primary defect has been described as a possible pathological mechanism present
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in different types of MPS (Ma et al. 2008; Metcalf et al. 2010; Baldo et al. 2011,
Bigg et al. 2013).

Cathepsin B (CtsB) is a lysosomal protease pH-dependent responsible for normal
proteolytic degradation that can degrade ECM components in controlled
remodeling processes. Several studies indicate imbalances in production and
activity of this enzyme as responsible of many different diseases. Recently it was
demonstrated that this enzyme is overexpressed and maintains high activity in
cardiovascular tissues of MPS | and MPS VIl animal models (Metcalf et al. 2010;
Baldo et al. 2011, Bigg et al. 2013). Therefore, it is possible that abnormalities in
the structure of the elastin and collagen that lead to cardiac dysfunction in MPS is

due to overexpression of CtsB.

Based on these studies, the present work was designed to verify the effects of
using a pharmacological inhibitor of CtsB to evaluate the role of this enzyme on

cardiac dysfunction in MPS | mice.
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2. Materials and Methods

2.1 In vitro assay
2.1.1 Immunofluorescence

Skin fibroblasts from human MPS | patients and normal controls were obtained
from patients referred to our institution after informed consent. The cells were
grown in DMEM with 10% FCS and after culture was established, an aliquot of 1 x
10# cells were cultured on a 6-well plate for 24h. Subsequently they were fixed and
permeabilized in methanol for 10 min. Successive washes were performed with
phosphate buffered saline (PBS) and blocking with 2% bovine serum albumin
(BSA) in PBS. Cells were incubated overnight (at -4°C) with monoclonal anti-
cathepsin B (ab58802; Abcam) and polyclonal anti-Lamp-1 (sc8098; Santa Cruz
Biotechnology) antibodies diluted in BSA. After this, cells were washed 3 times
with buffer, and then incubated for 1h at room temperature with secondary
antibody: Goat anti-Mouse 1gG (H+L) FITC conjugated and Rabbit anti-Goat 1gG
(H+L) Alexa Fluor® 555 conjugated. After antibody labeling, cells were washed 4
times in PBS, incubated in Fluoroshield with DAPI and washed again in PBS and

distilled water. Cells were observed with a confocal laser-scanning microscope.

2.1 In vivo experiments
2.1.1 Animals

All animal studies were approved by our ethics committee and MPS | mice on a
C57BL/6 background were used. Animals were genotyped at 21 days of life using
specific primers as previously described (Baldo et al. 2012). MPS | (Idua -/-) both

male and female mice were used.

Animals were assigned to four groups: Group | (Normal), Idua +/- mice (n=10);
Group Il (MPS), untreated Idua -/- mice (n=12); Group lll (Vehicle), Idua -/- mice
treated daily with vehicle (10% DMSO; Nuclear, Brazil) for 12 weeks (n=6); Group
IV (Ca-074Me), ldua-/- mice treated with cathepsin B inhibitor (Ca074-Me;
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Apexbio, USA) 10mg/kg/day for 16 weeks (n=6). All animals were kept under
standard housing conditions, on cycles of 12h light / 12 h night, with temperature

(19 +£1°C) and humidity controller (50 + 10%). All mice were sacrificed at 6 months.

2.1.2 Treatment

The inhibitor was prepared in a stock solution at a concentration of 10 mg/ml in
dimethyl sulfoxide (DMSO). The management solution was diluted 1:10 in saline
and administered at dosage of 10mg/kg/day. Group Il mice received equal volume
of vehicle (DMSO 10% in saline). Treatment by intraperitoneal injection begun at 8
weeks of age and continued for 16 weeks.

2.1.3 Elastase activity assay

For elastase assay samples were homogenized in buffer (100 mM Tris HCI, pH 8
to 25°C) at 0.2 pg tissue/pl for heart samples or 50 pl of solution for aortic
samples. Elastase activity was measured using substrate N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-
p-nitroanilide (Sigma-Aldrich, USA) in a continuous spectrophotometric rate
determination. Substrate solution (4,4mM SucAlasz-pNA solution) was prepared in
Tris-HCI buffer. The amount of product was determined by absorbance using
kinetic reading and comparison with 0.02 units of elastase solution from porcine
pancreas (Sigma-Aldrich, USA). Readings were performed for 2 h every 5 min at
As10 nm. The results were expressed as U/mg protein. One unit of elastase
hidrolizes 1 nmole of N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide per hour at pH 7.5 at
25°,

2.1.4 Collagenase activity assay

For collagenase assay samples were homogenized in buffer (50 mM Tricine with
10mM Calcium Chloride and 400nM Sodium Chloride, pH 7.5 to 25° C) at
concentracion 0.2 pg/ul. Collagenase activity was measured using FALGPA

substrate (ImM N (3-[2Furil]lacryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala solution in buffer) (Sigma-
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Aldrich, USA) in a continuous spectrophotometric rate determination. The amount
of product was determined by absorbance using kinetic reading and comparison
with 0.2 units of collagenase solution from Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich,
USA). Readings were performed by recording the decrease in A345 nm for 2h for
every 5 min. The results were expressed as U/mg protein. One unit of collagenase
hydrolyzes 1 nmole of FALPA per hour at 25° at pH 7.5 in presence of calcium

ions.

2.1.5 Cathepsin activity assay

Cathepsin B activity was measured in pH 7.4 using the specific fluorimetric
substrate Z-Arg-Arg-AMC (Enzo Life Sciences, USA). Samples were homogenized
in acetate buffer (100 mM sodium acetate, 0,1% Triton X, EDTA 2,5 mM, DTT
2,5mM pH 7.4) and incubated with the substrate at a final concentration of 50uM.
Fluorescence was measured using Spectramax M3 every 5 min for 30 min at an
excitation of 355nm and an emission 460nm using kinetic reading and comparison
with 7-amino-4-methulcourmarin (AMC) standards. Result were expressed as
nmol/h/mg protein. Protein content of each sample was measured by the Lowry

technique for all assays.

Total cathepsin activity was measured using the Z-Phe-Arg substrate (Enzo Life
Sciences, USA) 10 uM at pH 7.4 with the same buffer and parameters used for
CtsB assay. Inibitors were from Calbiochem (San Diego, CA) and included
cathepsin B inhibitor Ac-Leu-Val-Lysinal (#219385), cathepsin K inhibitor | [1,3-Bis
(N-carbobenzoyloxy-L-leucyl) amino acetone; #219377] and cathepsin S Z-FL-
COCHO (#219393). The inhibitors were added to some assays in final
concentrations of 1000nM or 100nM, as indicated. Result were expressed as

nmol/h/mg protein.
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2.1.6 Echocardiographic analysis

Animals underwent echocardiography at six-months, 3 days prior to euthanasia.
Animals were anesthetized with isoflurane and placed in left lateral decubitus
position to obtain cardiac images. An EnVisor HD System, Philips Medical
(Andover, MA, USA), with a 12—-4 MHz transducer was used, at 2 cm depth with
fundamental and harmonic imaging. Images were captured by a trained operator
with experience in mouse echocardiography. After the procedure, mice were

allowed to recover and monitored for 1h.

Left ventricular (LV) dimensions from diastolic and systolic transverse areas (cm2)
were obtained by tracing the endocardial border at three levels: basal (at the tip of
the mitral valve leaflets), middle (at the papillary muscle level) and apical (distal
from the papillary muscle but before the final curve cavity). Likewise the
dimensions of diastolic and systolic diameters (cm) were measured using the M-
Mode, at three planes. Final value for each animal was obtained by taking the
average of all three planes (Tavares et al. 2010). The assessment of LV systolic
function was performed using the following equation: LV fraction shortening

(LVFS) = (diastolic diameter — systolic diameter) / diastolic diameter x 100.

2.1.7 Aortic measures, tissue collection and histological analysis

At 6 months (at 16 weeks of treatment) mice were anesthetized with isoflurane,
serum was collected by retro-orbital puncture and mice were euthanized by
cervical dislocation. Measures from ascending aortas were captured using a
pachymeter under magnifying glass. After that, all organs were isolated and
divided in two parts. One was frozen in a -80°C freezer for biochemical analysis

and the other portion was fixed in buffered formalin.

Organs were processed and embedded in paraffin according to our hospital’s
routine. For paraffin-embedded, 5um-thick sections of heart valves were stained
with Hematoxylin-Eosin (HE, for general structure), Alcian Blue (for GAG

visualization) and Picrosirius-red (for collagen content) and analyzed. While thin
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section of ascending aorta were stained with HE and Verhoef Van Gieson (VVG)
which stains elastin in black.

Heart valves sections stained with Picrosirius-red were analyzed under polarized
light to quantify and determine the collagen’s intact structure. The sections were
analyzed with polarized light, resulting in a yellow to red color for structurally-intact
collagen due to its ability to rotate light, but no color for most proteins or collagen
that is not intact (Bigg et al. 2013). For quantification of the collagen signal,
photographs were taken at the same exposure. Valve regions were subtracted
from image and analyzed using color threshold tool to determine red and yellow
signal. Custom settings for each photograph were performed to capture all wanted
signals. Collagen content was calculated as a percentage of the area with
signal in relation with total valve area for each image. Mean intensity was
determined by the average value of the intensity in the red channel and was used
as a measure of collagen’s intact structure. All analyses were performed using the

ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

Thickness of the heart valves from the left ventricle in section stained with Alcian
blue/HE was measured using Cell*F imaging systems software (Olympus,

Europe), taking at least 8 measures from the valve and calculating the average.

Breaks in elastin fiber structure from ascending aorta section stained with VVG
were analyzed for at least 3 different fields in at least 4 points each using Cell*F
imaging systems software (Olympus, Europe). They were quantified as the

number of breaks per mm of aorta.

2.1.8 Statistical analysis

SPSS Statistics software version 20.0 (IBM) was used for statistical analyzes.
One-way ANOVA and Tukey’s Post Hoc were perform to comparisons between all
groups. Student t test was used in tests we had only 2 groups. Non-parametrical
tests were used when indicated. Statistical tests were two-sided and P-values of

<0.05 were considered statistically significant.
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3. Results

3.1 Characterization of cardiovascular abnormalities in MPS | mice

Firstly, we characterized the cardiovascular disease in MPS | mice at 6 months,

comparing to normal mice.

MPS | aortas were dilated, at 167% of the diameter of the normal aortas (1.79 mm
+0.25vs 1.07 mm £ 0.12; p<0.01), full of white inclusions (due to GAG deposition)
and presented increased elastin breaks, as well as increased aortic wall

diameters.

Heart valves were thickened, on average 316% of normal valves (79.7 um vs 25.7
pum; p<0.01). Histological sections also showed the presence of large vacuoles
indicating GAG storage highly evident in MPS | mice.

Systolic function at 6 months was markedly reduced in MPS | mice compared with
normal mice. LVFS (36% vs 27% p<0,01) indicated left ventricle insufficiency. The
diameter in the left ventricle was increased by 28% and 14% (p<0.05) in systole
and diastole respectively, indicating heart enlargement. Representative images of

the abnormalities can be found in Figure 1.

3.2 Elastase and collagenase activity

Since we observed increased elastin breaks in MPS | mice, next we measured
total elastase activity in the tissues. Elastase activity was measured in aortic and
heart samples using the substrate SucAlas-pNA. Heart valves were not used for
this experiment because due to their small size, it was not possible to collect
enough tissue for this assay. At 6 months, MPS | aortic tissue had detectable
levels of elastase activity compared to almost undetectable levels in normal mice
(0.18 U/mg vs 0.02 U/mg; p=0.02). Heart tissue had similar levels of elastase
activity in both groups (Fig. 2). Total collagenase activity was also not different in

heart tissue (supplementary figure 1).
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3.3 Immunofluorescence assay

Previous studies demonstrated elevated cathepsin B activity in MPS | tissues.
However, to degrade extracellular matrix, this enzyme needs to be located outside
the lysosomes. To determine the intracellular distribution of Cathepsin B, human
fibroblasts from a MPS | patient were incubated with anti-Cathepsin B and anti-
Lamp-1 antibody. Positive vesicles were visualized by immunofluorescence (IF)
microscopy. Lamp-1-positive vesicles were localized mainly in the perinuclear
region with some peripheral cytoplasmic staining. Some Cathepsin B staining
colocalized with Lamp-1. However, at the same time, Cathepsin B—positive
staining was observed in the cytosol, indicating its upregulation and leakage of this
protease from the lysosomes (Fig. 3). In contrast, the normal controls showed a
few lysosomal vesicles containing cathepsin b and and almost no ctsB outside of
the lysosome.

3.4 Aortic dilatation and structure

Based on the results shown so far, we decided to treat MPS | mice with Ca074Me,
an irreversible inhibitor of cathepsin B. Treated mice presented aortas significantly
better than untreated mice (1.47 mm + 0.14), a 18% and 21% reduction in the
diameter of the aortic root in relation to MPS | group (p=0.04) and DMSO group
(1.87 mm = 0.22; p<0.01), respectively. Although improved, they were still not
normalized (38% increased in relation to normal group, p<0.01). On the other

hand, DMSO group showed no significant differences with MPS | mice (p=0.52)
(Fig. 4).

Ascending aortas were stained with HE and VVG to identify and quantify elastin
breaks. VVG staining shows the elastin fibers in black and breaks were detected
by loss of continuity. MPS | mice showed significant increase in the number of
breaks per mm compared to normal mice (p<0.01). Treated mice showed
intermediate levels, not being statistically different from either normal or MPS |

mice. DMSO-treated mice had elastin breaks similar to untreated levels (Fig. 5).
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3.5 Heart valve thickness and collagen structure

Similarly to what was observed in the aortas, treated mice presented a significant
reduction in the thickness of the heart valves from the left ventricle, although they
were not normalized (p=0.02) (Fig. 6). In MPS | mice, the collagen signal area
relative to the total valve area was far lower (35% in normal vs 17% in untreated
MPS I; p=0.01). Treated mice were between normal and untreated groups, without
significance to both. Mean red signal (collagen signal intensity) was significantly
reduced in MPS 1 in relation to the normal. Treated and DMSO groups showed
intermediate results that did not have statistical difference between groups. (Fig.
7).

3.6 Heart dimensions and function

Echocardiographic analyses revealed that treated mice presented parameters of
contractility (LVSF) similar to normal (36% in normal mice vs 40% treated mice,
p<0.05 compared to untreated groups). In addition, heart dimensions in systole
and diastole were similar to normal (p>0.05). At the time of sacrifice, hearts from

treated mice were clearly smaller than DMSO and untreated animals (Fig. 8).

3.7 Cathepsin B activity

Aortic and heart tissues from mice were collected at 6 months and processed for

analysis of cathepsin activity.

Cathepsin B activity in aortic tissue of untreated and DMSO-treated mice were
highly elevated compared to normal (164 U/mg vs 76 U/mg; p<0.01). Similar
results of cathepsin B activity were found in heart tissue (161 U/mg vs 20 U/mg;
p<0.01). In animals treated with the inhibitor, we observed only a 15% reduction in
CtsB activity in the aorta and a 65% in the heart tissue compared to untreated
mice, although still highly elevated (1.8 fold and 2.7 fold, respectively) compared to

normal mice.
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We then analyzed total cathepsin activity in the tissue and results were similar to
those found for CtsB assay. We used specific inhibitors of CtsB, CtsS and CtsK
aiming to identify the cathepsin responsible for such activity. The use of CtsB
inhibitor even at the lowest concentration of the assay blocked more than 90% of
total cathepsin activity in both organs, confirming that most of the activity of
cathepins in these tissues were still due to cathepsin B, despite the use of the

inhibitor in vivo (Figure 9).
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4. Discussion

The cardiovascular abnormalities are an important component of the MPS
disease spectrum, and are a major cause of morbidity and mortality in affected
patients. Although current treatments (enzyme replacement therapy and
hematopoietic stem cell transplant) are able to address several disease problems,
the cardiovascular system is only partially improved (Braunlin et al. 2011). In
special, the aorta and the heart valves seem to be hard to correct, and in most
cases treated patients do not present improvements in these organs. Therefore,
the study of the pathogenesis of heart disease in MPS is essential to develop

treatments that are more efficient.

In the present work, we identified the aorta as a dilated structure with
increased elastin breaks, as other studies have also shown (Ma et al. 2008; Baldo
et al. 2013). In addition, we identified an increase in elastase activity in the aorta,
which could explain the elastin breaks. However, it is important to point that, even
in MPS aortas, the level of elastase activity was barely detectable, and the
biological relevance of this finding is still uncertain. Even low, the chronic increase
in the activity of elastases could explain why aortic dilatation progresses with time.

Cathepsin B was chosen as candidate despite the fact of not being a potent
elastase or collagenase due to its high activity in the MPS | tissues, previously
demonstrated, and because it is active at neutral pH (although not as stable as in
acidic pH) (Baldo et al. 2011). However, in normal conditions it should be mainly
confined within lysosomes in the perinuclear cytoplasmic region. Our first step was
to observe its location in a MPS | cell. As fibroblasts proliferate in MPS | hearts
(Renteria and Roberts 1976) and are easy to culture in vitro, we used human MPS
| fibroblasts to perform the experiments. Co-localization with Lamp-1 showed that
part of the enzyme is indeed within lysosomes, however clearly a green signal
didn’t colocalize with Lamp-1, suggesting leakage of lysosomal CtsB to outside the
lysosome. In addition, we observe a enhanced signal to CtsB and a lysosomal
distribution to the peripheral cytoplasmic and plasma membrane region or even

excretion into the extracellular space. A previous study has shown that
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abnormalities in MPS | lysosomes include leakage of enzymes (Pereira et al.
2010) to outside these organelles. Our results confirm that one of these enzymes
is indeed CtsB, which can potentially degrade substrates outside the lysosomes in
multiple pathological processes, including cancer and heart dysfunction (Ge et al.
2006; Gondi and Rao 2013).

In the present study, Ca-074Me treatment led to partial improvements in
both aorta and heart valves. The aorta achieve partial improvements regarding to
the diameter. Structural abnormalities on elastin fibers show intermediate values
(not difference between normal or MPS | group). Although this reduction has not
been sufficient to normalize, we verified small CtsB inhibition, suggesting a poor
distribution of the inhibitor in this tissue, despite its high dose. Other treatments,
such as ERT, also show difficulty of access in this tissue due to its low
vascularization (Baldo et al.,, 2013). Therefore, we conclude that the low
effectiveness of treatment is possibly due to poor inhibition and chronic effect of

CtsB activity.

Cardiac valve are thickened in MPS | mice at 6 months (Baldo et al,
personal communication). These pathologic alterations results in regurgitation and
may lead to dysfunction(Braunlin et al. 2011). Our data indicate that Ca-074Me
treatment decreased significantly the valve thickening, which may lead to
improvements in valve function. However, changes in collagen metabolism and
composition may contribute to modify the ventricular function (Bishop et al. 1990).
Picrosirius-red and polarized light allowed us to quantify and determine the
collagen structure in the valve (Rich and Whittaker 2005; Coen et al. 2013). MPS |
valves presented less collagen by total valve area and greater impairment in its
structure. Other groups have shown similar results in cardiac valve in MPS VIl dog
(Bigg et al. 2013). The treatment with Ca-074 showed discreet improvements in
thickness (reduction) and in the collagen content (increase) although the results
are still inconclusive. As cardiac valves in MPS | are difficult to correct by current
therapies (Baldo et al. 2013), the results obtained regarding valve thickening may

be very important.
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Treatment was able to improve myocardial contractility, and reduced
cardiac diameter, suggesting that inhibition of CtsB improves cardiac function and
reduces heart enlargement in MPS |. Another similar study indicated that Ca-
074Me attenuated cardiac dysfunction and remodeling following myocardial
infarction (Liu et al. 2013). Our data show a significant reduction in CtsB activity in
the treated mice. Although the activity CtsB was 2 fold higher than in normal mice,
the reduction was sufficient to translate into a better organ function. This data
suggests a better and more efficient distribution of the inhibitor in this tissue, when
compared to the distribution in the aorta, and that cathepsin B has indeed a role in
the heart enlargement observed in MPS | animal models and patients.

We also evaluated the possibility that other cathepsins were active and
contribute to the cardiovascular pathogenesis in MPS I. CTsK and CtsS, are
proteases overexpressed in MPS, known to have elastase and collagenase
activity in the extracellular pH and therefore may participate in the degradation of
ECM (Li et al. 2004; Bromme and Wilson 2011; Turk et al. 2012). Inhibition assay
for these enzymes, demonstrated that cathepsin activity in MPS | aortas was
primarily due to CtsB. Singularly CtsS inhibitor decreased total cathepsin activity in
a dose-dependent manner but it indicates a non-specific inhibition and selectivity
for cathepsin B (Ki =76 nM) at high concentration. However, we cannot discard the
possibility that cathepsin B activity contributes to the activation of other proteases,
such as various MMPs (Gondi and Rao 2013). This MMPs have been reported to
have high activity and can be involved in the degradation of ECM (Ma et al. 2008;

Metcalf et al. 2010) so together they can contribute in pathological process.

Therefore, our study supports that cathepsin B has an important role in the
remodeling of the ECM and the pathogenesis of cardiovascular disease in MPS 1.
The leakage to the cytosol or extracellular secretion may consequently degrade
the ECM in cardiovascular organs. Inhibition of cathepsin B activity with Ca-
074Me, may be bring benefits in organs of difficult access to current therapies, and

may be explored as a potential therapeutic approach to be used in the MPS.
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Figures

Figure 1. Representative figures of cardiovascular abnormalities in MPS | mice at
6 month. A-B) An example of the aortic diameter and thickness of aortic wall in HE
staining in normal (A) and MPS | (B) mice. C-D) VVG stain indicating elastin
breaks (arrows) in normal (C) and MPS | (D) mice. E-F) Thickening of the left
ventricle heart valves and GAG storage in AB/HE staining in normal (E) and MPS |
(F) mice. Arrrows indicate GAG storage. G-H) Echocardiographic analysis of LV

dimension obtained with M-mode in normal (G) and MPS | (H).
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Figure 2: Elastase activity in aortic and heart samples. Elastase activity was
measured using the substrate SucAlas-pNA at pH 8 (n= 5-7/group). Results were
expressed as U/mg protein. One unit of elastase hidrolizes 1 nmole of substrate

per hour at pH 7.5 at 25°C. (*) p<0.05 compared to normal.
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Figure 3: Cathepsin B detection by immunofluorescence in Normal (upper row)
and MPS | (bottom row) fibroblasts. Representative images showing location of
cathepsin B (green), Lamp-1 (red) and an overlay of both channels (merge). Note
that in MPS 1 fibroblast, cathepsin B diffuses throughout the cytosol and is

overexpressed. Inserts denote the differences in detail.
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Figure 4: Aortic dilatation at 6 months. Representative images obtained with VVG
staining from groups: A) Normal, B) MPS |, C) Vehicle, D) Inhibitor Ca-074Me. E)
Aortic diameter measured after euthanasia. (*)p<0.05 compared to normal. (#)

p<0.05 compared to vehicle.
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Figure 5: Elastin breaks in ascending aortas. Representative images of
characteristic abnormalities in elastic fiber in: A) Normal, B) MPS I, C) Vehicle, D)
Inhibitor Ca-074Me. Aortas were stained with VVG and analyzed for at least 3
different fields in at least 4 points each and the mean value was recorded (E). (*)

p<0.05 compared to normal.
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Figure 6: Heart Valve thickening at 6 months. Representative images of left
ventricular valve thickness in different groups. A) Normal mice, B) untreated MPS |
mice, C) Mice treated with vehicle, D) Mice treated with Ca074Me. E) Average

thickness of LV valve measured from least 8 points. (*) p<0.05 compared to

normal. (#) p<0.05 compared to MPS I.
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Figure 7: Collagen structure in LV heart valve at 6 months. Representative images
of collagen integrity in left ventricular valve using Picrosirus red staining and
polarized light. A) Normal mice, B) untreated mice MPS |, C) Mice treated with
vehicle, D) Mice treated with Ca074Me. E) Mean percentage of the area with red
signal respect to the total valve area for each group. F) Intensity for the red signal,

a parameter of collagen integrity, expressed in arbitrary units. (*) p<0.05 compared

to normal.

m
m

Em Normal
C MPS|
B3 Vehicle
Ca-074 Me

Il Normal
3 MPSI|
E= Vehicle
Ca-074 Me

0.4
100000

o
w

{
9

F-¥0)
3
H
€

=£
§%
=8

% relative area

(-

14
°
o

46



Figure 8. Heart parameters. Myocardium analysis by echocardiography. A) left
ventricular shortening fraction (LVSF) B) Systolic diameter (cm), C) diastolic
diameter (cm). D) Representative photo of the hearts at 6 months. (*) p<0.05

compared to normal. (#) p<0.05 compared to MPS | and vehicle.
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Figure 9: Cathepsin activity in cardiovascular tissues. Aorta and heart samples
were homogeneized in acetate buffer at pH 7.4. A-B) CtsB activity was determined
using CtsB specific substrate Z-Arg-Arg-AMC. C-D) Total cathepsin activity
performed with the non-specific substrate Z-Phe-Arg-AMC. E-F) Effect of inhibition
on activity of Ca074-Me group using substrate Z-Phe-Arg. Samples from treated
mice were incubated with or without inhibitor of CtsB, CtsK and CtsS at the
indicated concentration. The activity is relative to the initial activity without adding
inhibitor. (*) p<0.05 compared to normal. (#) p<0.05 compared to MPS | and

vehicle. (+) p<0.05 compared to vehicle.
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Supplementary figures

Figure 1 (supp.). Colagenase activiy in heart tissue at 6 months. Colagenase
activity was determinated using FALGPA substrate. Results were expressed as

U/mg. One unit of collagenase hidrolize 1 nmole of FALPA per hour.
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As alteracdes cardiovasculares sdo muito comuns em todas as formas de
MPS, sendo uma das principais causas de morte nos pacientes sem tratamento.
O depdsito progressivo de GAGs (principalmente de Dermatan sulfato) esta
associado ao espessamento das valvulas cardiacas, hipertrofia do ventriculo
esquerdo, cardiomiopatias, assim como dilatacdo da aorta (Braunlin et al. 2011,
Schroeder et al. 2012). Estudos indicam que os principais tratamentos disponiveis
podem melhorar muitos dos aspectos patolégicos da doenca, mas apresentam

baixa eficacia referente ao sistema cardiovascular (Braunlin et al. 2011).

Atualmente, trabalhos tem tentado buscar a identificacdo das principais
proteinas responsaveis pelas alteracdes nas estruturas cardiacas que levam a
anormalidades nestes tecidos. Neste contexto, estudos apontam ao desequilibrio
no turnover de proteases que degradam os principais componentes da ECM como
0s responsaveis pelas anomalias no tecido cardiaco (Metcalf et al. 2010; Bigg et
al. 2013). Por conseguinte, o estudo da patogénese da doenca cardiaca nas MPS

€ essencial para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.

No presente trabalho, identificamos um aumento na dilatacdo da aorta
ascendente, concomitante ao aumento no numero de quebras na estrutura da
elastina no modelo animal de MPS |. As anormalidades observadas descritas aqui
estdo de acordo com estudos prévios, que demonstraram progressiva dilatacdo
da aorta e das quebras de elastina a partir dos 1,5 meses de idade, que progride
até os 8. O numero de quebras da elastina também mostrou ser progressivo (Ma
et al. 2008). Esta dilatacdo pode gerar, em ultima instancia, um aneurisma com
ruptura do vaso, com ruptura do mesmo, podendo levar a morte do paciente. Um
estudo recente demonstrou que a dilatacdo de aorta € comum em todos os tipos
de MPS, chegando a atingir 50% de frequéncia (Bolourchi et al. 2016). Portanto, o

modelo animal mimetiza as anormalidades na aorta encontradas nos pacientes.

Buscando mecanismos para explicar as quebras na elastina observadas,
reportamos um aumento significativo na atividade total de elastases da aorta dos
animais MPS |, um achado inédito. No entanto, é importante ressaltar que o nivel
de atividade de elastases foi indetectavel em 6 de 7 amostras normais e apenas

pouco acima dos limites de deteccdo nos animais MPS, e a relevancia biologica
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desta descoberta ainda é incerta. No miocérdio, apesar do aumento parcial na
atividade de colagenases e elastases, ndo foi possivel detectar diferencas
significativas devido a alta taxa de variacdo dentro do grupo afetado. Cabe
ressaltar ainda que, nos 2 casos, 0s substratos utilizados séo sintéticos, e
portanto a afinidade de cada enzima pelo substrato pode variar e ndo ser a
mesma encontrada in vivo. Isso é valido especialmente no caso do colageno, por

se tratar de uma familia de estruturas diferentes.

Dentro dos possiveis candidatos responsaveis pela atividade de elastase e
colagenase que alteram a estrutura da ECM nos animais MPS |, a catepsina B
tem sido identificada como uma forte candidata. Estudos prévios demostraram
gue esta enzima apresenta uma elevada atividade e expressdo nos tecidos
cardiacos de modelos animais de MPS (Bigg et al. 2013) e mantém-se ativa
mesmo no pH neutro extracelular (Baldo et al. 2011), embora sua estabilidade
seja inferior a de outras enzimas, como a catepsina K e S. Em condi¢cées normais,
a atividade desta protease tem sido confinada basicamente aos lisossomos. Nao
obstante, em situagfes especiais ela pode se encontrar ativa fora do lisossomo e
potencialmente degradar as proteinas extracelulares, associando-se com
multiplas condicbes patolégicas, como a capacidade de invasdo do cancer e a

disfuncéo cardiaca, entre outras (Lah and Kos 1998; Liu et al. 2013).

Utilizando cultura de fibroblastos humanos normais e MPS 1, identificamos
a localizacdo da catepsina B. Optamos por realizar o estudo em fibroblastos
porque eles também estdo presentes no coracdo e pela disponibilidade das
células humanas no laboratério. A co-localizagdo da enzima com Lamp-1, uma
proteina de membrana lisossomal, indica que a maioria dos lisossomos possuem
catepsina B no seu interior, além de evidenciar uma superexpressdo desta
protease nos fibroblastos MPS |. Porém, parte do sinal para catepsina B nao foi
co-localizado com Lamp-1, indicando a translocacdo da enzima do lisossomo para
fora deste. Normalmente, a atividade proteolitica de catepsina B € localizada nos
lisossomos, principalmente nos situados na regido perinuclear do citoplasma
(Premzl et al. 2003). No entanto, nas células MPS | além do aumento nos niveis
de catepsina B, existe uma redistribuicdo para a regiao periférica e na membrana

plasmatica, podendo inclusive possivelmente ser excretada no espaco
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extracelular. Esses dados estdo de acordo com um estudo anterior que
demonstrou que a permeabilizagdo da membrana do lisossomo pode ocorrer na
MPS I, permitindo o vazamento de cisteina proteases lisossdbmicas (Pereira et al.
2010) para fora da organela. Dessa forma, a catepsina B poderia clivar diferentes
substratos, assim como desencadear diferentes vias de sinalizagdo, contribuindo
para a fisiopatogénese da MPS |. Esta alteragdo na distribuicdo anormal dos
lisossomos (e neste caso da catepsina B) também ja foi relatado como importante
para a patogénese de outras condi¢bes patoldgicas, como em células tumorais,

contribuindo em processos de degradacao do ECM (Premzl et al. 2003)

A partir destes dados, surgiu a ideia de inibir a atividade de catepsina B nos
animais MPS 1. Duas opc¢des eram possiveis: a criacdo de um animal duplo
nocaute (nocaute para ldua e Ctsb) ou o uso do inibidor farmacoldgico Ca-074Me.
O uso dos animais nocautes foi descartado por 3 motivos: 1) o custo; 2) a
dificuldade de importar os animais e 3) o fato do modelo animal nocaute para
catepsina B disponivel ter sido criado em outra linhagem de camundongos, o que
pode alterar o tamanho das aortas quando os 2 forem cruzados. Portanto, embora
0 processo de importacdo também fosse complicado, decidiu-se usar o inibidor

farmacoldgico.

Inicialmente, o estudo previa o uso do inibidor na dose de 5 mg/kg/dia,
conforme estudo previamente publicado (Hoegen et al. 2011). Um estudo piloto foi
realizado com a administracdo uma unica dose do inibidor e sacrificio dos animais
24h apos. Foi observado que nesta dose ndo havia inibicdo da atividade da
enzima nos tecidos analisados: aorta, coracao, figado e bacgo. Portanto, um novo
estudo piloto foi realizado, e verificou-se que com a dose de 10 mg/kg/dia (Liu et

al. 2013) havia inibicéo parcial da atividade nos tecidos, conforme a tabela abaixo.
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Tabela 2: Determinagédo da atividade catepsina B utilizando o substrato
fluorogénico Z-Arg-Arg-AMC a pH 7.4 ap0s 24h da administracdo de uma Unica
dose do inibidor Ca-074Me. Os resultados sdo expressos em nmol/h/mg e

nmol/h/mL no soro.

Doses de tratamento

Controle MPS (Ca-074Me)
(n=3) 5mg/kg 10 mg/kg
(n=2) (n=2)
Aorta 106,3+1225 287+98.3 2697
Coracao 68,7+ 3,8 79,9+£35,1 45,1+17,1
Figado 111,4+19,4 95,9+8,6 39,9+14,3
Soro 8575 53+7,2 2,7+0,7

Inicialmente, o estudo previa a utilizacdo de 8 animais MPS | (por grupo)
para o tratamento com o inibidor de catepsina B (Ca-074Me) e para a
administracdo do veiculo de diluicdo (DMSO 10%). No entanto, durante o
tratamento com Ca-074Me dois animais foram eutanasiados por causas nhao
relacionadas ao inibidor. O motivo principal foi devido a anormalidades 6sseas na
denticdo que levaram a uma dificuldade na alimentacdo e consequentemente

perda progressiva de peso.

Iniciado o tratamento, percebemos um ganho progressivo de peso, similar
nos dois grupos de animais com intervencéo (30,24 + 2,26 em DMSO vs 30.81 +
2.13 em grupo Ca-074Me; p>0.05). No grupo veiculo, ndo foram detectados
problemas relacionados a administracdo crénica do DMSO. Dos oito animais do
grupo, seis foram considerados nas analises deste projeto e dois animais
atualmente continuam recebendo DMSO e encontram-se em etapas finais do

procedimento.

Apoés o tratamento por quatro meses, observamos uma melhora parcial no
diametro da aorta. Além disso, o0 numero de quebras de elastina apresentou
valores intermediarios, ndo sendo diferente significativamente nem dos animais
MPS nem dos animais normais. Embora tenhamos conseguido melhorias neste

tecido, ndo foi possivel normalizar as manifestacdes. Buscando motivos para esta
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melhora parcial, identificamos que a inibicdo da catepsina B no tecido foi baixa,
sugerindo-se uma pobre distribuicdo do inibidor. Outros tratamentos, como a TRE,
também demostraram dificuldade de acesso a aorta devido a sua baixa
vascularizacdo (Baldo et al. 2013). Portanto, sugere-se que o beneficio limitado
do tratamento possa ser devido principalmente a fraca inibicdo da catepsina B no
tecido e ao efeito crénico da atividade de catepsina B.

Devido a possibilidade de outras proteases encontrarem-se ativas nos
tecidos cardiovasculares, realizamos ensaios para determinar a atividade de
diferentes catepsinas que tem sido reportadas por ser altamente expressas nas
MPS e que possuem atividade em pH neutro. Dentre elas, as catepsinas K e S
sdo proteases secretadas, que manifestam elevada atividade colagenase e
elastase no pH extracelular, podendo participar na degradacdo de componentes
da ECM (Li et al. 2004; Bromme and Wilson 2011; Turk et al. 2012). Nossos
resultados indicam que o uso de inibidores para catepsina K in vitro, no
sobrenadante das amostras de camundongos tratados com Ca074-Me, néo
alterara a atividade total de catepsinas no tecido. O uso de inibidor de catepsina S
evidenciou uma diminuicdo de atividade de catepsinas totais na dose mais alta
(1000nM). No entanto, nessa dose, esse inibidor de catepsina S ja nao é
especifico, inibindo também a catepsina B (Ki para catepsina B € de 76 nM). Nao
obstante, quando colocamos o inibidor Ca074-Me especifico para catepsina B,
comprovamos uma inibicdo total da atividade na concentracdo ja na dose de
100nM. Estes resultados sugerem que catepsina B € a principal catepsina ativa
na aorta mesmo apods a inibicdo parcial, e que grande parte desta atividade
poderia ser inibida com Ca-074Me, caso se distribuisse uniformemente pelo
tecido. A atividade ainda presente de catepsina B poderia facilitar a alteracéo da
ECM por si s6 ou ativando outras proteases, como diversas MMPs (Gondi and
Rao 2013). Outros estudos reportam um incremento na atividade de certas MMPs
como responsaveis pelas modificacdes na ECM (Ma et al. 2008; Metcalf et al.
2010) e ndo podemos descartar a hipétese de que outras proteases também
possam ser responsaveis pelas alteracbes observadas nos tecidos. Estudos
subsequentes do nosso grupo pretendem verificar a atividade de outras proteases

neste tecido, como as MMPs. Caso se confirme que multiplas proteases estdo
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superexpressas no tecido, serd aplicada uma abordagem diferenciada, que
estude a via pela qual esta superexpresséo acontece e o efeito do seu bloqueio.

Outro 6rgdo que merece especial atencéo, por também ter sido identificado
por apresentar pouco ou nenhum beneficio tanto com a TRE quanto com a HSCT,
€ a valvula cardiaca (Braunlin et al. 2006). De acordo com outros estudos, a
analise histoldgica evidenciou o0 aumento da espessura das valvulas cardiacas
aos seis meses de idade em camundongos MPS |. Este espessamento € comum
nas MPS (Dangel 1998) podendo resultar em regurgitacdo, e levar a sobrecarga
no volume e a dilatacdo do ventriculo esquerdo, conduzindo finalmente a
disfuncéo cardiaca (Braunlin et al. 2011). O tratamento com Ca074-Me conseguiu
diminuir significativamente a espessura das valvulas do ventriculo esquerdo, o
gue nos sugere que poderia reduzir a disfungcdo das mesmas. Infelizmente nao

pudemos analisar regurgitacdo das valvulas por limitacdes de equipamento.

Sendo o colageno um dos principais componentes das valvulas, as
alteracdes no seu metabolismo e sua estrutura podem contribuir para prejudicar a
funcdo das mesmas (Bishop et al. 1990). Portanto, a coloracéo de Picrosirius-red
e microscopia com luz polarizada nos permitiu estudar e quantificar o colageno

nas valvulas cardiacas.

Para determinar a quantidade de colageno presente na valvula, medimos a
area total da mesma, assim como a area com sinal de colageno, e calculamos a
sua razao. Desta forma, evidenciamos que os camundongos MPS | apresentam
uma diminuicdo no conteudo de colageno. Além disso, a estrutura do colageno é
outro parametro importante a ser analisado, j& que estd associado com a correta
funcdo valvular. No nosso estudo, avaliamos a intensidade de cor vermelha nas
laminas, e utilizamos esta intensidade como um indicativo da integridade do
colageno presente no tecido (Bigg et al, 2013). Nossos resultados indicam que
camundongos MPS | apresentam um aumento na deterioracdo da estrutura de
colageno. Resultados similares foram reportados em valvulas de cachorros com
MPS VII (Bigg et al. 2013). Infelizmente, a medida de atividade de colagenases
nas valvulas ndo pbde ser realizada, devido ao tamanho insuficiente das

amostras. Em conjunto, os camundongos MPS | apresentam menos colageno em
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func@o da é&rea total e um maior comprometimento da estrutura do mesmo nas

valvulas.

O tratamento com Ca-074Me foi capaz de alterar os niveis de colageno
para valores intermedidrios entre os grupos normais e MPS, embora sem
diferenca estatisticamente significativa entre eles, o mesmo acontecendo com a
sua estrutura. Tendo em vista que as valvulas cardiacas sdo um tecido de dificil
correcdo pelas terapias atuais (Giugliani et al. 2016), nossos achados tornam-se
ainda mais importantes, ja que as melhoras nesta estrutura possivelmente tenham

impacto na funcionalidade valvular e cardiaca.

Outro fator importante que pode influenciar na funcéo valvular é o tipo de
colageno fibrilar presente nas valvulas. Trabalhos prévios sugerem que no
processo de remodelacdo do colageno das valvulas, pode acontecer uma
substituicdo entre os tipos de colagenos existentes no tecido (Stephens et al.
2008; Banerjee et al. 2014). Por exemplo, colageno tipo | (o mais abundante nesta
estrutura) pode ser substituido por outro tipo de colageno, com diferentes
propriedades funcionais, como o coladgeno tipo Il (Stephens et al. 2008). A
coloracdo de Picrosirius red e luz polarizada tem sido sugerida por alguns grupos
como a metodologia classica para diferenciar entre os diferentes tipos de
colageno (Junqueira et al. 1979; Montes and Junqueira 1991; Coen et al. 2013).
No entanto, a utilizacdo desta metodologia € controversa (Lattouf et al. 2014).
Portanto, estudos subsequentes incluirdo a utilizacdo de anticorpos para
determinar a abundéancia de cada tipo de colageno das valvulas de camundongos
MPS | e contrastar estes resultados com analises utilizando a metodologia

classica.

Nos camundongos MPS | o miocardio ja se encontra dilatado aos 6 meses
(Baldo et al. 2013). A fungdo do ventriculo esquerdo se encontra diminuida,
observando-se uma reducédo da fracdo de encurtamento e 0 aumento na camara
do ventriculo esquerdo (Baldo et al., 2013; Baldo et al., in press). O tratamento
com o inibidor demonstrou melhorar a contratilidade do miocardio, e reduzir o
diametro do ventriculo, sugerindo um efeito positivo da inibicdo da catepsina B

sobre a funcéo cardiaca. Cabe uma ressalva que, quando observamos os animais
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tratados apenas com DMSO, também ha uma reduc¢éo no didmetro do ventriculo.
Isso poderia ser explicado de algumas formas: 1) considerando a hipotese de que
o DMSO possui efeito sobre a dilatacdo cardiaca, reduzindo-a ou 2) que as
medidas obtidas na ecocardiografias com o transdutor disponivel ndo sejam téao
precisas devido ao tamanho do mesmo. O aspecto do coracdo no momento da
eutanasia, conforme pode ser visto na figura do manuscrito, claramente
demonstra que o coracdo do animal tratado com DMSO ainda se encontra
aumentado. Dessa forma a segunda hipotese aqui levantada é favorecida. Em
concordancia com estes achados, outros estudos tem indicado que a utilizagéo de
Ca074Me diminui a insuficiéncia cardiaca prevenindo assim a falha cardiaca e

remodelacéo apos infarto de miocardio (Liu et al. 2013).

A medida da atividade de catepsina B e catepsinas totais sobre o miocéardio
foi significativamente diminuida. Porém e a atividade foi 2 vezes superior em
relacdo a camundongos normais, sugerindo uma distribuicdo melhor e mais eficaz
do inibidor sobre este 6rgdo, quando comparada a distribuicdo na aorta. Um
trabalho prévio ja tinha utilizado a mesma dose de inibidor in vivo, também
observando diminuicdo da atividade de catepsina neste 6rgéo (Liu et al, 2013). A
inibicdo, embora incompleta, foi capaz de reduzir as anormalidades cardiacas

observadas no modelo.

Em conclusdo, os nossos dados sugerem que a catepsina B possui um
papel relevante na remodelacdo da ECM e patogénese da doenca cardiovascular
na MPS |. Nos fibroblastos MPS |, a catepsina B € superexpressa e ativa, sendo
redistribuida até a periferia celular, o citosol, ou podendo inclusive ser excretada
no espaco pericelular, com a consequente capacidade para degradar/modificar a

ECM dos érgéos cardiovasculares.

O tratamento de inibicdo de catepsina B com Ca-074Me, trouxe beneficios
nos orgaos de dificil acesso para as terapias atuais. Por outro lado, o tratamento
foi parcialmente efetivo na aorta e nas valvulas, sendo necessario ajuste na doses
ou novas opcdes de entrega do farmaco para estes tecidos, que permitam

diminuir a atividade catepsina B.
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Os camundongos MPS | aos 6 meses de idade possuem aumento nas
quebras na elastina na aorta ascendente, dilatagdo na aorta e no miocardio, com
diminuicdo da sua contratilidade. Ainda, ocorre espe ssamento de valvulas e

perda e colageno nestas estruturas.

A atividade de elastase nas aortas de animais com MPS | estd aumentada
em comparacdo aos normais. A atividade no coracdo, bem como a atividade de

colagenases nos 2 6rgaos ndo demonstrou diferencas entre 0os grupos.

Em fibroblastos cultivados de pacientes normais e MPS | verificamos que,
parte da catepsina B se encontra no lisossomo, e que ocorre uma superexpressao
desta nas células MPS |, com escape de uma fracdo da enzima para fora do

lisossomo.

A atividade de catepsina B estava aumentada nos grupos MPS sem
tratamento, e mesmo no grupo com tratamento a atividade foi apenas
parcialmente inibida. A inibicdo no coracdo parece ser mais eficaz que na aorta, o
gue explica parte dos resultados encontrados. Animais tratados com DMSO nao

tiveram qualquer diferenca com relacao aos animais MPS néo tratados.

O tratamento com inibidor de -catepsina B foi capaz de reduzir
significativamente o tamanho da raiz da aorta. As quebras de elastina se
mostraram intermediarias nos animais tratados, entre as observadas nos animais
normais e nos animais MPS |, porém sem diferenca com relacdo a ambos os

grupos nao-tratados.

A espessura das valvulas cardiacas também foi reduzida, porém né&o
completamente normalizada, nos animais tratados, e os niveis de colageno foram

intermediarios.

O uso de inibidor de catepsina B demonstrou ser capaz de melhorar as
dimensdes e a funcdo cardiaca, podendo ser este um potencial agente

terapéutico para as MPS.
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