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RESUMO

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenca autossomica recessiva causada por
mutagbes no gene IDUA que codifica para a enzima lisossomica a-L-iduronidase, a qual
estad envolvida na degradacdo dos glicosaminoglicanos (GAGs) heparan e dermatan
sulfato. Esta deficiéncia enzimatica resulta no acumulo progressivo e multisistémico de
GAGs afetando a estrutura e funcionamento de diversos tecidos e Orgaos. As
anormalidades cardiovasculares sdao comuns em pacientes com MPS | e uma das
principais causas de morte. No entanto, o mecanismo que leva a disfungao cardiaca e
vascular nas MPS é complexo e ndo é completamente compreendido. Os receptores
associados a proteina G (GPCR) e seus componentes intracelulares tém um papel
relevante tanto em processos fisioldgicos quanto patoldgicos e poderiam contribuir no
desenvolvimento das patologias cardiovasculares na MPS |. Neste trabalho investigamos
o papel dos receptores da angiotensina | (AT1) e dos beta receptores (B-AR), através da
inibicdo com losartan ou propranolol, na doenga cardiaca e vascular em camundongos
MPS I. Na aorta, o tratamento com losartan melhorou a dilatacdo vascular
possivelmente através da normalizacdo das alteracGes estruturais observadas na fibra
de elastina. Ambos tratamentos melhoraram as anormalidades cardiacas através da
prevencao da dilatacdo do ventriculo esquerdo e da melhora da func¢do contratil, sem
alterar a espessura das valvas cardiacas. Os camundongos MPS | apresentaram redugao
da ativacdo de AKT e ERK1/2, um aumento da atividade das catepsinas, mas ndo foram
observadas alteragdes na atividade de metaloproteinases. O tratamento com losartan
restaurou os niveis de ativacdo da ERK1/2 e reduziu a atividade das catepsinas totais no
coracdo. No entanto nenhuma alteracdao nessas proteinas foi observada apds o
tratamento com propranolol. Mesmo considerando o efeito benéfico do propranolol
sobre o coracdo, nossos resultados mostram um papel ainda mais relevante do receptor
AT1 na patologia cardiovascular, o que foi evidenciado pela melhora tanto no coracao
quanto na aorta de camundongos MPS | apds o tratamento com losartan. Assim, nossos
achados sugerem que losartan pode ser considerado um candidato ao tratamento

adjuvante da MPS I.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type | (MPS 1) is an autosomal recessive disorder caused by
mutations in the IDUA gene, that codifies the alpha-L-iduronidase enzyme, involved in
the degradation of glycosaminoglycans (GAGs) heparan and dermatan sulfate. This
deficiency results in the progressive and multisystemic accumulation of GAGs, affecting
the structure and function of several tissues and organs. Cardiovascular abnormalities
are common in patients with MPS | and a major cause of death. However, the
mechanism that leads to cardiac and vascular dysfunction is complex and not entirely
understood. G protein-coupled receptors (GPCR) and their intracellular components
play an important role in both physiological and pathological processes and may
contribute to the development of cardiovascular pathologies in MPS I. Thus, we aimed
to investigate the role of angiotensin | receptors (AT1) and beta receptors (B-AR) in
cardiac and vascular disease in MPS | mice, through specific inhibition with losartan or
propranolol, respectively. In the aorta, treatment with losartan improved vascular
dilation, possibly by normalizing the structural changes observed in the elastin fiber.
Both treatments improved the cardiac abnormalities by preventing left ventricular
dilation and improving contractile function, without altering valve thickness. MPS | mice
presented reduced activation of AKT and ERK1/2, increased activity of cathepsins, but
no changes in metalloproteinase activity were observed. Losartan treatment restored
ERK1/2 activation levels and reduced the total cathepsin activity in the heart, while no
alterations in these proteins were observed after propranolol treatment. Even
considering the beneficial effect of propranolol in the heart, our results show an even
more relevant role of the AT1 receptor in cardiovascular pathology, which was
evidenced by the improvement in the heart and aorta of MPS | mice after treatment
with losartan. In summary, our results suggest that losartan could be used to ameliorate
both cardiac and vascular disease in MPS | and could be considered as adjuvant

treatment candidate for therapy optimization.
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1. O remodelamento cardiaco

As doengas cardiovasculares sao muito prevalentes e uma das principais causas
de morbidade e mortalidade no mundo (Gupta et al. 2007; Lyle and Taylor 2019). Muitas
destas doengas, bem como alguns processos ndo patoldgicos, sdo caracterizadas por
adaptacbes no tecido cardiaco conhecidas como remodelamento. Este processo,
comumente conhecido como hipertrofia cardiaca, é definido como as modificagcdes
celulares, moleculares e intersticiais que resultam em altera¢des no tamanho, forma e
fungdo do coragao em resposta ao estresse mecanico e outros estimulos (Gupta et al.
2007; Bernardo et al. 2010; Kehat and Molkentin 2010). O aumento da massa cardiaca
é determinado pelo alargamento individual no tamanho e na massa dos cardiomidcitos,
sem incremento no numero de células (Gupta et al. 2007). De acordo com o tipo de
estimulo que causa o crescimento cardiaco, o coracdo e os midécitos sofrem diferentes
tipos de alteragdes (Bernardo et al. 2010; Kehat and Molkentin 2010). Desta forma, a
hipertrofia cardiaca pode ser classificada em fisiolégica ou patolégica. O crescimento
cardiaco fisiolégico é uma resposta adaptativa as mudancas, e é caracterizado por uma
funcdo e arquitetura cardiaca normais. Isto ocorre, por exemplo, quando individuos
sauddaveis se exercitam ou durante a gravidez (Shiojima and Walsh 2006). Por outro lado,
o crescimento cardiaco patoldgico ocorre em resposta a constante sobrecarga de
pressdo ou volume, associados com outros estimulos de natureza hormonal ou
citocinas, o que resulta em alteracdes mal adaptativas (Gupta et al. 2007; Bernardo et

al. 2010; Kehat and Molkentin 2010).

1.1 O remodelamento cardiaco patolégico

A hipertrofia patolégica é frequentemente associada a processos de morte dos
midcitos, fibrose intersticial e reexpressdao de genes fetais (ex. peptideo natriurético
atrial e a cadeia pesada da b-miosina), o que promove a disfuncao sistdlica e diastodlica
e geralmente predispde ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (Shiojima and
Walsh 2006; Shimizu and Minamino 2016). Inicialmente, o crescimento cardiaco é uma
resposta adaptativa ao incremento ou sobrecarga hemodinamica, em que um aumento

no estresse mecanico na parede é atenuado pelo incremento na espessura da parede
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(Shiojima and Walsh 2006). No entanto, a sobrecarga hemodinamica crbnica é
prejudicial para o coragdo e resulta em dilatagao cardiaca e disfungdo contratil que
frequentemente progride para insuficiéncia cardiaca (Shiojima and Walsh 2006; Gupta
et al. 2007; Bernardo et al. 2010; Kehat and Molkentin 2010; Shimizu and Minamino
2016). A progresao a insuficiéncia cardiaca é marcada por uma interagdo dinamica entre
a disfungao miocitica e mecanismos compensatérios de natureza neuro-humoral, que
tentam estimular a atividade de bomba e manter o débito cardiaco (Lymperopoulos et

al. 2013).

De acordo com a forma geométrica do coracgao, a hipertrofia cardiaca pode ser
classificada por apresentar um crescimento excéntrico ou concéntrico (Figura 1). A
hipertrofia excéntrica se desenvolve em resposta a sobrecarga de volume (ex.
regurgitacdo adrtica, doencas valvulares) resultando no incremento tanto da massa
cardiaca como do volume ventricular (dilatacdo da cdmara), podendo-se observar uma
espessura da parede conservada ou alterada (incremento ou reduc¢do). Nesse cenario, a
adicdo de sarcOmeros em paralelo leva ao crescimento em comprimento dos
cardiomidcitos. Em comparacdo, a hipertrofia concéntrica refere-se ao aumento da
parede e da massa cardiaca com um volume da cadmara cardiaca normal ou reduzido,
causado pela sobrecarga de pressdo (ex. hipertensao, estenose adrtica). Nessa condicdo,

os sarcOmeros sao aderidos em série, resultando no crescimento em largura dos

cardiomidcitos (Bernardo et al. 2010; Shimizu and Minamino 2016).
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Sobrecarga de Pressao

Fisiolégico.
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r - =
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Disfungdo cardiaca: - -+ -+ ++

Figura 1: A hipertrofia cardiaca. O remodelamento cardiaco resulta em alteragdes
celulares e moleculares que modificam a forma e estrutura do coragdo. De acordo ao
estimulo que causa o remodelamento cardiaco, a hipertrofia pode apresentar diferentes

manifestacdes clinicas (Modificado de Kehat & Molkentin, 2010 e Bernardo et al., 2010).

Independentemente do estimulo que leve ao crescimento cardiaco, a hipertrofia
cardiaca esta associada com modificacdes estruturais e funcionais assim como
altera¢des metabdlicas, bioquimicas e moleculares. O remodelamento estrutural dos
componentes da parede do ventriculo permite acomodar o incremento do tamanho dos
midcitos e as mudancas na rede de coldgeno. Sob condi¢cGes basais, a rede de coldgeno
fornece a integridade estrutural dos midcitos, facilitando o encurtamento das células.
Isso se traduz na eficiente fungdo de bomba cardiaca (Bernardo et al. 2010). No entanto,
no remodelamento patolégico existe a perda de midcitos e a sua subtituicdo por
colageno (fibrose). O acimulo excessivo de coldgeno acaba enrijecendo os ventriculos,
o que prejudica a contracdo e o relaxamento, a conducdo elétrica, e reduz a densidade
capilar. A fibrose somada a reducao da densidade capilar,aumenta a distancia de difusao
de oxigénio, levando a isquemia do miocardio, o que provalvelmente contribui para a

transicdo da hipertrofia para a insuficiencia cardiaca (Bernardo et al. 2010).

Embora os midcitos tenham um papel importante no processo hipertréfico,

outras células (ex. fibroblastos, células endoteliais, células do musculo liso) também
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estdao envolvidas no processo de remodelamento, seja de forma direta ou indireta. O
desenvolvimento da hipertrofia e sua progressao para insuficiéncia cardiaca resulta de
muitos fatores, incluindo alteracdes na expressao génica, fatores humorais, apoptose
dos cardiomidcitos, liberacdo de citocinas e disfuncdo vascular em alteragbes na

composicdo da matriz extracelular (Gupta et al. 2007).

2. O remodelamento vascular

A fungdo vascular estd determinada pelas propriedades estruturais e funcionais
da parede vascular (Van Varik et al. 2012). Essa parede estd constituida por diferentes
tipos celulares e camadas: (1) as células endoteliais, compreendem a camada celular
interna do vaso (tunica intima) e estdo em contato com o fluxo sanguineo; (2) as células
do musculo liso vascular, que formam a tunica média, fornecem estrutura e regulam o
ténus vascular; e por ultimo (3) os fibroblastos, as células inflamatdrias (ex. macréfagos)
e diversos componentes da matriz extracelular, que formam parte da camada adventicia
a qual fornece suporte estrutural (Mazurek et al. 2017; Lyle and Taylor 2019) e as

propriedades biomecanicas ao vaso sanguineo (White and Mazzacco 1996).

A vasculatura é capaz de detectar e responder as altera¢des do meio, através da
producdo local de mediadores que promovem mudancas na estrutura e fungdo vascular
(Gibbons and Dzau 1994). Através do remodelamento vascular, a parede do vaso pode
sofrer alteracGes que permitem manter o apropriado tamanho do limen e o fluxo
normal de sangue. Inicialmente, o processo de remodelamento comeg¢a como uma
resposta adaptativa as alteracdes hemodinamicas, mas pode se tornar mal adaptativo
levando ao comprometimento da fungdo vascular (Gibbons and Dzau 1994; Melo et al.

2007; Renna et al. 2013).

Embora as alteracdes hemodinamicas (pressao, fluxo) sejam os determinantes
primdrios do remodelamento vascular em condicdes fisioldgicas e patolégicas, uma
variedade de estimulos fisiopatoldgicos, como inflamacdo, estresse oxidativo e
apoptose, contribuem para o mesmo, resultando em alteracdes funcionais e estruturais

(Melo et al. 2007).
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Baseado nas diferentes alteracées morfoldgicas dos vasos sanguineos, podem se
observar diversos tipos de remodelamento (Figura 2). Este pode ser direcionado para o
interior ou exterior, e ocorrer com ou sem crescimento da parede do vaso (ou seja,
hipertrofia, eutrofia ou hipotrofia), acompanhado ou ndo por alteragdes no tamanho do

[tmen (Mulvany et al. 1996).

Hipotrofia Eutrofia Hipertrofia

meror () @)
/ 1 \

Figura 2: Resultados potenciais do remodelamento vascular (Melo et al. 2007). Os tipos
de remodelamento podem ser para o interior, onde ha reducao do didmetro do limen,
ou para o exterior, onde o diametro do limen aumenta. Isto pode ser acompanhado do
incremento na razdo Medial/limen (Hipertrofia), sua diminuicdo (Hipotrofia) ou

manutencao (Eutrofia).

No remodelamento eutréfico, os elementos da parede vascular sdo
reorganizados sem um aumento do diametro da espessura da camada média em rela¢ao
ao lumen. No remodelamento hipertrofico, a estrutura da parede é alterada de modo
em que ha um aumento do didmetro da camada medial em relagdo ao limen (razdao
M/L) através da hipertrofia e hiperplasia das células do musculo liso vascular da média
e possivelmente de fibroblastos e células progenitoras vasculares da adventicia. Na
remodelacdo hipotréfica, hd uma reducdo da drea de secdo transversal da camada
média em relacdo ao lumen, de forma que a razdo M/L é diminuida. Exemplos clinicos

desse padrdao de remodelamento incluem a dilatacdo vascular associada com o
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incremento cronico do fluxo sanguineo, e a perda de células e/ou alteragdes em
componentes da matriz que resultam na dilatacdo e formagdo do aneurisma (Melo et

al. 2007; Renna et al. 2013).

2.1 Alteragdes vasculares: a dilatagao da aorta

A aorta é o vaso sanguineo que leva o sangue oxigenado do ventriculo esquerdo
para todos os 6rgdos do corpo. Diversas doengas ou condi¢gdes patolégicas podem
causar danos a estrutura da aorta. Essas condi¢Ges incluem a aterosclerose, hipertensao
e desordens genéticas (como a sindrome de Marfan [MFS]) e infeciosas, entre outras

(Boyer et al. 2004; Unlu et al. 2019).

A dilatacdo da raiz aorta é a alteracdo patolégica mais observada na aorta
ascendente (Kirali and Kahveci 2018). Esta alteracdo é de grande importancia clinica,
pois incrementa o risco de complicacbes como disseccdo e ruptura da aorta, e
regurgitacdo valvar (Nataf and Lansac 2006; Unlu et al. 2019). Embora sejam incomuns,
a dilatacdo grave da aorta (aneurisma) assim como a disseccdo da aorta ocorre
geralmente em pacientes mais velhos (idade média de 62 anos) (Poswar et al., 2019;
Rawla et al., 2019). Nao obstante, pode ocorrer mais cedo em determinados grupos de
risco, incluindo pacientes com sindromes de Marfan ou Turner (Poswar et al., 2019). A
dilatagdo progressiva da raiz da aorta é causada pela destruicao das fibras elasticas e de
colageno (Kirali and Kahveci 2018). Os processos fisiopatoldgicos que contribuem no
remodelamento da parede vascular sao complexos e envolvem a participacdo de varios
tipos celulares, multiplas cascatas de sinalizacdo e a ativacdo de genes envolvidos no
crescimento, proliferacdo, apoptose, migracao e adesao de células vasculares (Melo et

al. 2007).

3. Alteragoes da matriz extracelular no remodelamento cardiovascular

A matriz extracelular (MEC) possui um papel fundamental na estrutura e na
funcdo dos tecidos cardiovasculares, assim como no processo de remodelamento e

adaptacdo aos diversos estimulos estressantes e patoldgicos.
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Principalmente, a MEC estda formada por uma rede complexa de fibras de
coldgeno e outras proteinas, que fornece um suporte para as células e mantém a
integridade estrutural dos tecidos (Gupta et al. 2007). A composicdo e estrutura da MEC
pode variar consideravelmente dependendo do tipo de tecido, sendo essencial para
manter as diferentes propriedades estruturais e biomecanicas destes (Gonzalez 2016).
A MEC do miocardio, por exemplo, é composta principalmente por coldgeno tipo | e
coldgeno tipo Ill (Gupta et al. 2007). As valvas cardiacas estdao formadas por diferentes
camadas ricas em elastina, proteoglicanos e colageno (Combs and Yutzey 2009; Hinton
and Yutzey 2011). Na MEC vascular os principais componentes também s3o o colageno
e a elastina, assim como proteoglicanos e glicoproteinas (Mazurek et al. 2017). A fibras
de elastina oferecem elasticidade, enquanto que o colageno outorga resisténcia a tragdo
e rigidez (Didangelos et al. 2010). Os proteoglicanos tem a capacidade de reter dgua e
conferem resisténcia a compressdo. Por ultimo, as diferentes glicoproteinas participam
na organizacdo matricial e sdo essenciais para a fixacdo das células (Didangelos et al.
2010). Todos esses componentes, em conjunto, contribuem para manutencdo das
propriedades bioldgicas e funcionais dos tecidos cardiovasculares. Portanto, as

altera¢des em componentes da MEC levam a anormalidades estruturais e disfuncao.

Diferentes proteases participam do remodelamento bioquimico dos
componentes da MEC em condi¢Bes normais (crescimento, reparagdo e renovagao)
assim como durante processos patoldgicos. O equilibrio entre a sintese e degradacdo de
proteinas da matriz é crucial para o remodelamento cardiaco e vascular. A renovagao
do coldgeno, por exemplo, é mantida em equilibrio pelas metaloproteinases da matriz
(MMPs) e seus inibidores enddgenos [inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs). No entanto, o desbalanco entre eles contribui para a degradacdo da MEC,
resultando na perda da integridade estrutural dos tecidos (Gupta et al. 2007; Miiller and
Dhalla 2012). O aumento dos niveis de MMPs, especialmente de MMP-2 e MMP-9, tem
sido associado com o processo de remodelamento subjacente na hipertrofia cardiaca
(Muller and Dhalla 2012). Além disso, a degradacdo de elastina e coldgeno induzida por
MMPs também contribuem no desenvolvimento do aneurisma adrtico (Freestone et al.
1995; Ghosh et al. 2012). Outras familias de proteases incluindo as calpainas, caspases

e catepsinas também desempenham um papel importante no processo de
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remodelamento da MEC e dos componentes intracelulares e, consequentemente, no
desenvolvimento da disfungao cardiaca (Figura 3) (Miller and Dhalla 2012; Hua and Nair

2015).

/| Estimulo patoldgico \

v
Ativacao de
proteases

roteases extracelulares

Proteases intracelulares

Remodelamento Remodelamento
da MEC |ntracelular

Figura 3: Representacdo esquematica dos diferentes tipos de proteases envolvidas no

M

remodelamento cardiovascular. Adaptado de Miller & Dhalla (2012)

A participacdo das catepsinas na degradacdo de proteinas da MEC e nas doencas
cardiovasculares tem sido amplamente documentada (Mdller and Dhalla 2012; Fonovi¢
and Turk 2014; Hua and Nair 2015; Liu et al. 2018). As catepsinas compreendem uma
familia de proteases sintetizadas como precursores enzimaticos, ativados no interior do
lisossomo. A sua principal funcdo é a degradacdo de proteinas no interior do lisossomo.
No entanto, em situa¢des nas quais as catepsinas sdo secretadas, as mesmas podem
causar a degradacdo de componentes da MEC (como a elastina e colageno) e/ou ativar
MMPs (Miller and Dhalla 2012; Fonovi¢ and Turk 2014; De Pasquale et al. 2020).

Alteracdes nos niveis de catepsinas foram observados em processos patoldgicos que
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levam ao aneurisma aortico, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca (Fonovi¢ and
Turk 2014; Hua and Nair 2015; Liu et al. 2018). O aumento nos niveis de expressao e
proteicos de catepsina B ou L, tem sido mostrado estar inversamente relacionado com
a fungao cardiaca (fracdo de eje¢dao) em pacientes com cardiomiopatia dilatada (Mdller

and Dhalla 2012).

4. Mecanismos moleculares envolvidos no remodelamento cardiaco
patoldgico

Como discutido previamente, a hipertrofia cardiaca resulta da resposta
adaptativa das células cardiacas (nivel molecular e bioquimico) a uma combinagao de
fatores, como sobrecarga hemodinamica e altera¢des hormonais para manter o débito
cardiaco. No entanto, a persisténcia da hipertrofia e dos estimulos estressantes, por
longos periodos, pode ser prejudicial e resultar em disfungdo e insuficiéncia cardiaca

(Gupta et al. 2007).

Em resposta a sobrecarga hemodinamica, os midcitos estdo sujeitos a forgas
mecanicas e a liberacdo de fatores autdcrinos e paracrinos, incluindo a Angiotensina Il
(Ang IlI), catecolaminas, fator de crescimento transformante B (TGF-B), entre outros.
Esses fatores tem um importante papel no crescimento cardiaco e na progressao das
alteragdes cardiovasculares, pela ativacdo de diferentes cascatas de sinalizagdo
caracterizadas por serem complexas e interrelacionadas (Bernardo et al. 2010). A seguir
serdo descritos alguns dos potenciais mecanismos envolvidos no processo de

remodelamento patoldgico que levam a disfunc¢do cardiaca.

4.1. Receptores associados a proteina G

Os receptores associados a proteina G (GPCR) sdo a superfamilia de receptores
neuro-hormonais mais importantes que regulam a funcdo e a fisiologia cardiovascular.
A funcdao contrdtil, por exemplo, é regulada principalmente pela atividade dos
receptores B adrenérgicos (B-ARs) localizados na membrana dos cardiomidcitos. Ja a

estrutura e a morfologia cardiaca sdo reguladas por receptores de angiotensina Il tipo |
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(AT1) localizados especialmente em fibroblastos e células endoteliais vasculares, e em
menor grau na membrana dos cardiomidcitos. No entanto, outros GPCR presentes no
miocardio também podem contribuir na regulacdo de diversos aspectos da fisiologia

cardiaca (Siryk-Bathgate et al. 2013).

A ativacdo dos receptores GPCR é uma das cascatas de sinalizagdo responsdaveis
por mediar o remodelamento cardiaco melhor caracterizada. Em resposta a um
estimulo patolégico (ex. sobrecarga de volume) diferentes fatores neuro-hormonais sao
liberados, causando o incremento na atividade do sistema nervoso adrenérgico [ou
sistema simpatico, (SNA)], do sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), assim
como liberacdo de diversas citocinas (Bernardo et al. 2010). Esses sistemas sao ativados
inicialmente para compensar a redugdo da fungao cardiaca e manter a funcionabilidade
do coracdo. No entanto, a presenca prolongada do estimulo patoldgico e dos
mecanismos compensatorios de natureza neuro-hormonal conduz a descompensacdo
cardiaca e a perda progressiva da funcao (Lymperopoulos et al. 2013). Entre as vias de
sinalizacdo intracelulares ativadas por receptores GPCR associadas com a hipertrofia
patoldgica incluem-se a proteina quinase C (PKC), calcineurina, proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPKs) e o fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), entre outras
(Gupta et al. 2007; Bernardo et al. 2010). Um resumo esquematico das vias de

sinalizacdo ativadas por receptores GPCR sdo apresentadas na Figura 4.

GPCR

Ga GBy
& S
PKD / i \ MAPK

PKC PI3K
Calcineurina (p110v)

Remodelamento cardiaco
patoldgico

Figura 4: Diagrama simplificado de algumas vias de sinalizagao ativadas pelos receptores

GPCR. Uma vez que o ligante é reconhecido pela GPCR (ex. receptores adrenérgicos,

22



receptores angiotensina Il tipo ), ocorre a dissociagdao das subunidades Ga e GBy e a
sinalizacdo intracelular, que podem sinalizar através de vias independentes uma da

outra.

4.1.1. Os receptores adrenérgicos

Os neurotransmissores do sistema nervoso simpatico (SNS), a epinefrina (Epi) e
a norepinefrina (NE), medeiam seus efeitos na célula e nos tecidos através da unido com

os receptores adrenérgicos (ARs), a-AR e B-AR (Lymperopoulos et al. 2013).

Os receptores B-AR sdo os mais abundantes nos cora¢des humanos, tendo como
principal fungao a regulagdo da contratilidade cardiaca em resposta as catecolaminas
NE e Epi. A estimulacdo do subtipo B1-ARs (principalmente) e f2-ARs (em menor grau)
incrementa a contratilidade (efeito inotrépico positivo), a frequéncia (efeito
cronotrdpico positivo), a taxa de relaxamento, e acelera a conduc¢do do impulso elétrico

e a atividade marcapasso do coracao, resultando na melhora da performance cardiaca.

No entanto, o subtipo B2-AR adicionalmente pode sinalizar e funcionar de uma
forma diferente ao receptor B1-AR, ja que ele também pode estar acoplado a outra
subunidade da proteina G. Desta forma, enquanto a ativacdo do B1-AR resulta em
apoptose dos cardiomidcitos, o B2-AR tem um efeito anti-apoptdtico (Lymperopoulos

et al. 2013).

Embora a ativacdo dos receptores PB-adrenérgicos inicialmente seja um
mecanismo pelo qual a contratilidade do musculo cardiaco melhora, a sua ativagao
cronica, particularmente do subtipo B1, promove a disfuncdo contratil, arritmias
ventriculares e insuficiéncia cardiaca congestiva (Vidal et al. 2012). Camundongos
transgénicos que superexpressam [B1-AR no coracdo apresentam deterioracao
progressiva do desempenho cardiaco, hipertrofia e fibrose (Gupta et al. 2007).
Adicionalmente, camundongos deficientes em 1 e f2-ARs tém mostrado uma resposta
hipertrofica atenuada e fibrose reduzida, em presenca de sobrecarga de pressdo

(Bernardo et al. 2010).
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4.1.2. O sistema renina angiotensina e o TGF-$

Estudos tém indicado que o sistema renina angiotensina (RAS) e TGF-B
participam como mediadores no processo de remodelamento cardiaco patoldgico
(Rosenkranz 2004; Gupta et al. 2007). A angiotensina Il (Ang Il) é a principal substancia
vasoativa do RAS e tem um papel importante no funcionamento e na homeostase
cardiovascular. Dois tipos distintos de receptores, o receptor de Ang Il tipo | (AT1) e o
receptor de Ang Il tipo Il (AT2), podem mediar a sinalizagdo da Ang Il na célula (Everett
et al. 1994). A ativacao do receptor AT1 desencadeia varios efeitos, incluindo o aumento
da pressdo, a sintese de aldosterona, vasoconstricdo, fibrose, proliferacdo celular,
hipertrofia, fenbmenos de estresse oxidativo e processos inflamatérios (Farag et al.
2015). Em contrapartida, o receptor AT2 induz efeitos opostos ao receptor AT1,
atenuando a proliferacdao, remodelagao, fibrose e inibindo a inflamag¢ao nas lesdes
vasculares (Wu et al. 2001). Uma via alternativa do RAS inclui a ativagao do receptor da
Angiotensina 1-7 (Ang 1-7), chamado MAS, a qual também resulta num efeito
cardioprotetor, que inclui a vasodilatacdo assim como o efeito anti-fibrético, anti-

proliferativo e anti-inflamatério (Farag et al. 2015).

Através da proteina G, o receptor AT1 pode resultar na ativacdao de genes que
favorecem a hipertrofia cardiaca, fibrose, liberacdao de citocinas pré-inflamatdrias (ex.
IL-6) e outros processos celulares que contribuem para o remodelamento cardiaco
patolégico (Capote et al. 2015; Shimizu and Minamino 2016). Estes efeitos sdo
principalmente atribuidos a ativacdo de receptores AT1 presentes nos fibroblastos do
coracdo e ndo em midcitos cardiacos (Capote et al. 2015). No entanto, a via de
sinalizacdo mediada pelo receptor AT1 é complexa e pode sinalizar independentemente

da proteina G ou interagir com outras vias de sinalizacdo (Kawai et al. 2017).

A ativacdo do receptor AT1 tem um papel conhecido na regulagdo da expressao
do gene TGF-6 na hipertrofia cardiaca e na aorta (Everett et al. 1994; Gupta et al. 2007;
Habashi et al. 2011). De fato, estudos recentes indicam que esse efeito seria o principal
mecanismo pelo qual a Ang Il induz o remodelamento cardiaco (Rosenkranz 2004). A

regulacdo de TGF-B1 através do receptor AT1, pode resultar tanto do incremento dos
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ligantes e receptores de TGF-B1 quanto do aumento de ativadores da via de sinalizagdo

(Zhou et al. 2006)

O TGF-81 é expresso principalmente em fibroblastos, células do musculo liso
vascular, células endoteliais e macréfagos. Ele é sintetizado e secretado como uma
molécula precursora que se une a proteinas da matriz extracelular (MEC). A ativagdo
efetiva de TGF-B requer a liberacdo da forma madura de TGF-B associada a MEC e
membrana basal, por proteases ou MMPs (ex. MMP-2 e MMP-9) de uma maneira
altamente controlada (Kalluri and Han 2008; Kapur 2011). A cascata de sinalizacdo se
inicia pela unido ao receptor de superficie celular treonina/serina quinase tipos | e Il, os
guais formam um complexo heterodimérico em presenca do ligante (Figura 5). A via
canodnica de sinalizacdo por TGF-B conduz a fosforilacdo dos mediadores SMAD2 e
SMAD3 (p-SMAD2/3). A proteina p-SMAD2/3 forma um complexo heterodimérico com
o SMAD4 e posteriormente é translocado ao nucleo celular, onde regula a expressao de
diferentes genes alvo (Shi and Massagué 2003). No entanto, o receptor pode ativar
outras vias de sinalizacdo (ndo canodnicas) que resultam na fosforilagcdo e ativacao de
diversas cascatas de sinalizagdo, como a PI3K e as MAPK, as quais estao envolvidas em
processos patolégicos de dilatacdo da aorta e no remodelamento cardiaco (Zhang 2009;

Kapur 2011; Holm et al. 2011; Zeng et al. 2019).
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Figura 5: A sinalizacdo de TGF-B1. A cascata downstream ao receptor de TGF-B inclui
vias de sinalizagdo candnicas (SMAD2/3) e ndo canonicas (ex. MAPK, PI3K,) as quais

estdo envolvidas em processos patoldgicos.
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Desta forma, a sinalizacdo Ang II/AT1 promove a sintese de TGF-f1 em
fibroblastos e midcitos cardiacos, o que pode causar hipertrofia dos cardiomidcitos,
proliferacdo de fibroblastos e fibrose. Além de induzir a sintese e remodelamento de
componentes da MEC, como coldgeno, fibronectina, e proteoglicanos, TGF-f1 também
é conhecido por ser um regulador de MMPs (MMP-2 e MMP-9) e seus inibidores
enddgenos através das vias ndo canonicas de sinalizacdo (ERK1/2 e p38 MAPK) (Gupta
et al. 2007; Kapur 2011; Gomes et al. 2012). Portanto, a desregulacdo da via de TGF-
tem sido envolvida em uma ampla gama de doengas humanas e processos patoldgicos
como sindrome de Marfan (MFS), doencas autoimunes, hipertrofia cardiaca, aneurisma
aodrtico, fibrose e cancer (Everett et al. 1994; Gupta et al. 2007; Ten Dijke and Arthur
2007; Kalluri and Han 2008; Krstic and Santibanez 2014).

4.1.3. A sinalizagdo PI3K/AKT

Uma outra via bastante estudada na resposta hipertréfica é a ativagao da via
PI3K/AKT. A PI3K é uma familia de enzimas envolvidas em diferentes func¢des celulares,
como o crescimento celular, sobrevivéncia, diferenciacdo, proliferacao e metabolismo
(Gupta et al. 2007; Bernardo et al. 2010). As isoformas da PI3K, p110a e p110y, sdo
abundantemente expressas no coragdo e sua ativagdo tem um papel importante no
remodelamento cardiaco fisiolégico e patoldgico, respectivamente (Bernardo et al.
2010). A ativacao de PI3K pode ser causada por diversos receptores tirosina quinase (ex.
receptor de insulina, TGF-B), assim como por receptores GPCR (Zhang 2009; Bernardo

et al. 2010).

Aisoforma PI3K (p110y) é acoplada a diferentes GPCR e tem um efeito prejudicial
no corac¢do (Bernardo et al. 2010). Os receptores GPCR (ex. AT1 e B-ARs) podem ativar
a proteina PI3K (p110y) resultando no recrutamento e ativacdo da quinase AKT (Heineke
and Molkentin 2006; Gupta et al. 2007; Bernardo et al. 2010). AKT é molécula efetora
da via PI13K e regula diferentes processos como a sobrevivéncia celular, o ciclo celular, o
metabolismo, e a sintese proteica (Gupta et al. 2007; Bernardo et al. 2010). Visto que a

AKT pode ser ativada tanto por receptores tirosina quinase como por receptores GPCR,
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a mesma parece estar diferencialmente regulada, dependendo do estimulo (Bernardo
et al. 2010). A ativagdo de AKT pode induzir a hipertrofia cardiaca para preservar a
funcdo. No entanto, a ativacao cronica leva ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca
patoldgica associada com o incremento de fibrose intersticial, inducdo de genes fetais,
dilatagdo e disfungao contratil (Heineke and Molkentin 2006; Shiojima and Walsh 2006;
Dorn 2007).

4.1.4. A sinalizagdo das MAPKs (ERK/JNK/p38 MAPK)

As proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) tém um papel
significativo na resposta hipertrdfica e na patologia vascular. A superfamilia das MAPKs
é agrupada em trés categorias: (a) as quinases reguladoras da sinal extracelular (ERKs),
(b) as quinase amino terminal c-jun (JNKs) e (c) a p38 MAPKs (Gupta et al. 2007;
Bernardo et al. 2010).

O estresse mecanico, os receptores tirosina quinase e TGF-f podem ativar a
cascata das ERKs (Gupta et al. 2007; Zhang 2009). A ativacdo de ERK1/2 pela via
sinalizacdo de TGF-B contribui em diversos aspectos da patologia vascular e para a
progressao do aneurisma adrtico (Holm et al. 2011; Lindsay and Dietz 2011). Por outro
lado, a estimulacdo dos receptores GPCR também pode ativar ERKs através de ambas
subunidades da proteina G (Ga ou GBy), e contribuir a resposta hipertréfica mediante

mecanismos diferentes (Figura 6) (Bernardo et al. 2010).

27



Fosforilagao de
alvos citoplasmaticos

|

Sintese de proteinas

l

Crescimento celular

Fosforilagao de
alvos nucleares

Transcricdo de genes
envolvidos na hipertrofia

I
|
|
|
|
T
|
I
|
|
I
|
I
|
|
I
|
|
|
|
I
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
I
I
|
|
|
1

Figura 6: ERK1/2 pode contribuir a resposta hipertréfica através de dois mecanismos
distintos (Bernardo et al. 2010). A) ERK1/2 pode ser ativado via proteina Gagq e fosforilar
alvos citosdlicos resultando na sintese proteica e crescimento celular. B) ERK1/2 pode
ser ativado via proteina GBy, o que promove a autofosforilagdo e seu enderecamento
ao nucleo celular onde participa na expressdo de genes envolvidos na resposta

hipertrofica.

Ao contrdrio das ERKs, as JNKs e p38 MAPK sdo ativadas principalmente por
estresse celular, citocinas inflamatdrias, estresse oxidativo, choque osmotico, choque
térmico e endotoxinas, mas também podem ser ativados por GPCR. A ativacdo de JNK
estd envolvida na expressao de genes fetais, TGF-B1, e no coldgeno tipo | durante a
hipertrofia cardiaca, enquanto que p38 MAPK também tem sido envolvida em promover
a reexpressao de genes fetais e contribuir em outros processos incluindo apoptose dos
cardiomidcitos, contratilidade, fibrose, remodelamento e metabolismo (Gupta et al.
2007; Bernardo et al. 2010; Shimizu and Minamino 2016). No entanto, alguns estudos
sdo contraditérios em relacdo ao papel de JNK e p-38 MAPK no desenvolvimento da

hipertrofia cardiaca (Bernardo et al. 2010).
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5. O lisossomo e as doengas lisossOmicas

Os lisossomos sdo organelas citoplasmaticas formadas por uma bicamada
lipidica, encarregadas pela degradacao e reciclagem de uma ampla variedade de
substratos de origem intracelular e extracelular. Essa degradacdo de macromoléculas
acontece exclusivamente dentro do compartimento lisossomico, onde a presenca de

mais de 50 hidrolases e o pH acido favorecem a atividade catalitica das enzimas.

Ndo obstante, a fun¢do dos lisossomos nao se limita apenas a degradacgao de
substancias. Eles também estdo envolvidos em diversas outras fungdes essenciais para
a célula, como o trafego de vesiculas, crescimento celular, apoptose e na sinalizacdo
celular (Parenti et al. 2015). Portanto, ndo é razodvel supor que qualquer erro em algum
dos seus componentes conduz a alteracdes em toda a maquinaria celular. J& foram
descritas diversas doencas metabdlicas hereditarias que afetam ao funcionamento do
lisossomo. Essas doencas, conhecidas como doencas lisossomicas (DL) ou doencas de
depdsito lisossdmico, sdo caracterizadas pelo acimulo progressivo de substratos ndo

degradados dentro e fora do lisossomo.

A maioria das DL sdo causadas pela deficiéncia de hidrolases lisossdomicas, no
entanto, também podem ser causadas por alteragdes em outras proteinas envolvidas
no funcionamento do lisossomo. A deficiéncia em alguma dessas proteinas resulta no
acumulo de determinados metabdlitos e em uma cascata de eventos patogénicos que
levam a diversas manifestacdes clinicas (Vellodi 2005; Platt et al. 2012; Parenti et al.

2015).

Tradicionalmente as DL tém sido classificadas de acordo ao tipo de substrato
acumulado. As principais categorias de DL sdo as mucopolissacaridoses, mucolipidoses,
esfingolipidoses, oligossacaridoses e lipofuscinoses cerdides (Poswar et al., 2019). Essa
categorizacdo relne doencas com sintomas similares resultantes de um bloqueio em

uma mesma via catabdlica (Winchester 2012).
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5.1. As Mucopolissacaridoses

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doengas lisossémicas, causadas
pela deficiéncia de alguma das enzimas envolvidas no processo de degradacdo dos

glicosaminoglicanos (GAGs) (Neufeld and Muenzer 2001).

Os GAGs, também conhecidos como mucopolissacarideos, sdao complexas
moléculas de polissacarideos com importantes fun¢des bioldgicas. Existem dois tipos de
GAGs: os sulfatados e os ndo sulfatados. O GAG ndo sulfatado é o acido hialurénico (AH)
enquanto que os GAGs sulfatados incluem o condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato
(DS), queratan sultafo (KS), e heparan sulfato (HS). Essas moléculas estdo presentes na
superficie celular e na matriz extracelular, onde interagem e regulam uma ampla
variedade de proteinas, incluindo citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
morfégenos, enzimas e moléculas de adesdo (Gandhi and Mancera 2008). Alguns tipos
de GAGs podem ser abundantes em determinados tecidos, por exemplo, o DS é
naturalmente encontrado no tecido cardiovascular (valvas e vasos sanguineos) e na pele

(Gandhi and Mancera 2008).

O processo de degradacdo dos diferentes GAGs é realizado no lisossomo pela
acdo coletiva de diversas enzimas hidroliticas. O seu acimulo resulta em um dano
celular que afeta progressivamente a multiplos 6rgdos e reduz a expectativa de vida dos

pacientes com MPS (Volpi et al. 2013).

Dependendo da enzima deficiente e do substrato acumulado, 11 tipos de MPS
foram identificadas (Tabela 1). A maioria compartilha algumas caracteristicas clinicas e
caracterizam-se por ter um curso cronico e progressivo. Os sintomas tipicos incluem
organomegalia, disostose multiplex e caracteristicas faciais anormais. A visdo, a audicao,
0s 0ssos e articulacdes assim como a funcdo cardiovascular e pulmonar comumente
também podem estar afetados. Em algumas MPS, os GAGs podem afetar ao sistema

nervoso levando a alteragGes cognitivas e retardo mental (Neufeld and Muenzer 2001).
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Tabela 1. Diferentes tipos de Mucopolissacaridoses.

Tipo de MPS Sindrome Enzima deficiente GAG
acumulado

MPS | Hurler a-L-iduronidase HS, DS

Hurler-Scheie

Scheie
MPS 1l Hunter iduronato sulfatase HS, DS
MPS I A Sanfilipo A heparan-N-sulfatase HS
MPS 111 B Sanfillipo B a-N-acetilglicosaminidase HS
MPS 11l C Sanfillipo C a-glicosaminida-N-acetiltransferaase HS
MPS Il D Sanfillipo D N-acetilglicosamina-6-sulfatase HS
MPS IV A Morquio A N-acetilgalactosamina-6-sulfatase KS, CS
MPS IV B Morquio B B-galactosidase KS, CS
MPS VI Maroteaux-Lamy  arilsulfatase B DS, CS
MPS VI Sly B-glucuronidase HS, DS, CS
MPS IX Natowicz hialuronidase AH

HS: Heparan sulfato; DS: Dermatan sulfato; KS: Queratan sulfato; CS: condroitin sulfato; AH:
acido hialurénico. Adaptado de Neufeld & Muenzer (2001).

5.2. A Mucopolissacaridose tipo |

A Mucopolissacaridose tipo | (MPS |) é uma doenca lisossomica causada por
mutac¢Ges no gene IDUA que codifica para a enzima alfa-L-iduronidase (IDUA;
EC3.2.1.76) a qual é responsavel por uma etapa da degradacdo dos glicosaminoglicanos
heparan e dermatan sulfato (HS e DS). Como consequéncia da atividade baixa ou nula
dessa enzima, os metabdlitos HS e DS sdo acumulados progressivamente na célula e em
diferentes tecidos, resultando em uma variedade de manifestacdes clinicas que
impactam sobre a qualidade e a expectativa de vida dos pacientes afetados (Pastores et

al. 2007; Giugliani et al. 2010).

As manifestacbes clinicas dependem da gravidade da doenca, em parte,
determinada pelo grau de atividade enzimatica residual associada a mutac¢ao patogénica
presente no gene [IDUA. Historicamente trés formas fenotipicas da MPS | sdo
reconhecidas. A forma grave da doenca (sindrome de Hurler) é caraterizada por
alteragdes oftalmoldgicas, cardiacas e pulmonares, organomegalia, disostose multipla e
problemas neurolégicos. Esses sintomas surgem apds o nascimento e progridem

rapidamente, o que leva a morte na primeira década de vida. A forma intermedidria da
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doenca (sindrome de Hurler-Scheie) apresenta manifestacdes somaticas menos graves
comparada com a forma grave, podendo-se observar a preseng¢a ou auséncia de
alteragGes cognitivas. J4 na forma atenuada da MPS | (sindrome de Scheie) os sintomas
aparecem tarde e progridem de forma lenta. Os pacientes com a forma Scheie tém
inteligéncia normal e sobrevivem até a idade adulta (Neufeld and Muenzer 2001;

Pastores et al. 2007; Giugliani et al. 2010).

Do ponto de vista genético, a MPS | apresenta um padrdao de heranga
autossdmico recessivo, na qual ambos alelos do gene IDUA apresentam uma alteracao
patogénica. Diversas variantes patogénicas tém sido descritas neste gene e podem estar
associadas a um determinado subtipo clinico (Matte et al. 2003). Entre as variantes mais
frequentes no mundo, a variante p.(Thrd02*) estd associada com a forma mais grave da
MPS | (Matte et al. 2003; Poletto et al. 2018). No Brasil, a variante p.(Thr402*) também
é altamente frequente e estima-se uma prevaléncia de 1:422.507 desta variante na

populacdo em geral (Federhen et al. 2020).

O diagnéstico definitivo da MPS | é realizado pela avaliacdo da atividade
enzimatica de IDUA, e complementado e confirmado pela avaliacdo molecular das
variantes patogénicas. A avaliacao preliminar inclui a andlise de GAGs em amostras de
plasma/soro e urina apds a suspeita clinica (Kubaski et al. 2020). A identificacdo dos
sintomas e o diagndstico precoce é importante, ja que favorece os resultados dos
tratamentos para a MPS |, reduzindo a progressdo da doenca antes do aparecimento de
danos irreversiveis. No entanto, infelizmente o diagndstico e o tratamento precoce sao
limitados por diversos fatores, incluindo o reconhecimento dos sinais e sintomas
clinicos, particularmente para as formas atenuadas da doenca (Beck et al. 2014; Bruni

et al. 2016).

5.2.1. A doenga cardiovascular na Mucopolissacaridose tipo |

Como descrito previamente, existem diversos fatores que contribuem para a
patogénese das doencas cardiovasculares e, entre estes, a disfuncdo do lisossomo esta
fortemente correlacionada com a progressao das alteragdes que acometem o musculo

cardiaco e os vasos sanguineos (Chi et al. 2020). Muitos pacientes com DL apresentam
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uma variedade de alteragdes cardiacas graves que incluem cardiomiopatia hipertrofica
e dilatada, alteragdes nas valvas e nos vasos sanguineos, entre outras (Parenti et al.

2015; Platt et al. 2018; Chi et al. 2020).

No contexto das MPS, as manifestacbes cardiovasculares sdo comuns e
contribuem significativamente para a morbimortalidade dos pacientes (Krovetz et al.
1965; Renteria et al. 1976; Lin et al. 2014, 2016). Dependendo do GAG acumulado e o
grau de deficiéncia enzimatica, as alteragdes cardiovasculares podem se apresentar com
maior frequéncia e gravidade. Desta forma, as MPS com acumulo de dermatan sulfato
(MPS 1, 11, VI e VII) apresentam lesdes cardiacas mais graves que os demais tipos. Isso
ocorre possivelmente porque o DS é naturalmente localizado nas valvas e nos vasos
sanguineos (Dangel 1998; Gandhi and Mancera 2008; Fesslova et al. 2009; Leal et al.
2010).

Particularmente, as alteracdes cardiovasculares na MPS | apresentam um grau
de gravidade dependente da idade e da gravidade da doenca. De forma geral, a doenca
cardiovascular se desenvolve mais cedo e progride mais rapido em pacientes com a
forma grave (sindrome de Hurler) em comparacao aos pacientes com a as formas mais
atenuadas (sindrome Hurler-Scheie ou Scheie), nas quais pode apresentar um inicio

tardio com progressao lenta (Braunlin et al., 2011).

Tipicamente, uma das principais causas de 6bito em pacientes com MPS | é a
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (Renteria et al. 1976; Jordan et al. 2005; Muenzer
et al. 2009). Entre as alteracdes cardiacas que contribuem para o desenvolvimento de
ICC, as valvulopatias sdo uma das mais comuns observadas nestes pacientes (Neufeld
and Muenzer 2001). O aumento na espessura das valvas cardiacas e sua disfun¢do tem
sido observado em 80% dos pacientes com MPS | (Braunlin et al., 2011). Em modelos
animais para MPS | e MPS VIl o aumento progressivo na espessura das valvas cardiacas
associado ao acumulo de GAGs nao degradados é uma caracteristica comum (Figura 7)
(Braunlin et al., 2006; Sleeper et al., 2008). Essas alteracdes patoldgicas podem resultar
em regurgitacdo (insuficiéncia) e/ou estenose (Braunlin et al., 2011; Dangel, 1998). A
maioria dos estudos tem reportado que a valva mitral € comumente a mais afetada. No
entanto, de forma geral, as valvas do lado esquerdo (mitral e adrtica) sdo mais afetadas

que as do lado direito (tricuspide e pulmonar) (Braunlin et al., 2011; Fesslova et al.,
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2009). A disfungdo das valvas cardiacas pode levar a uma sobrecarga de volume no
ventriculo esquerdo (VE), dilatagdo do VE, hipertrofia, e por fim disfuncdo cardiaca

(Braunlin et al., 2011).

ciclo cardiaco

ciclo cardiaco

Diametro sistélico (DD) Diametro diastolico (SD)

Figura 7: AlteracOes patoldgicas observadas em camundongos MPS | aos 6 meses de
idade (Modificado de Baldo et al., 2017 e Gonzalez et al.,, 2018). (A) Aumento no
didmetro da raiz da aorta; (B) as alteraces histoldgicas na aorta incluem aciumulo de
GAGs e aumento da fragmentacdo das fibras de elastina (setas); (C) aumento da
espessura das valvas acompanhado de acimulo de GAGs (setas); e (D) alteracdes no
conteudo de colageno; (E) imagem ecocardiografica ilustrativa da cavidade do ventriculo
esquerdo onde se registra um aumento dos diametros acompanhado da redugao na

fungdo cardiaca.
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Manifestagdes cardiacas como hipertensao sistémica ou pulmonar também tém
sido reportadas em individuos com MPS | e podem contribuir para o desenvolvimento
de ICC (Braunlin et al., 2011; Braunlin & Wang, 2016; Jordan et al., 2005; Kannan &
Janardhanan, 2014; Neufeld & Muenzer, 2001; Taylor et al., 1991). Como discutido
previamente, as altera¢des que resultam na sobrecarga de pressdao também resultam
em processos patolégicos como remodelamento, hipertrofia e disfungdo cardiaca

(Kannan and Janardhanan 2014)

Os grandes vasos sanguineos também podem ser afetados na MPS.
Anormalidades histolégicas como aumento na espessura da parede da aorta causado
pela presenca de acimulo de GAGs, assim como a dilatacdo e reducdo da elasticidade
da aorta também foram observadas em pacientes com MPS | (Braunlin et al., 2006;
Nemes et al., 2008; Poswar et al., 2019). A dilatacdo da aorta é frequentemente
encontrada em modelos animais para MPS | e MPS VII, e pode estar associada ao
incremento na quebra das fibras de elastina e ao acimulo de GAGs na parede do vaso

(Baldo et al., 2017; Baldo et al., 2011; Ma et al., 2008; Metcalf et al., 2010).

Outras manifesta¢cdes cardiovasculares incluem hipertrofia e dilatacdo do
ventriculo esquerdo com a redugdo na contratilidade do miocdardio (Brands et al., 2013;
Braunlin et al., 2006; Dangel, 1998; Gonzalez et al., 2020; Jordan et al., 2005; Mohan et
al., 2002; Wiseman et al., 2013). Embora este ultimo achado seja mais frequente em
modelos animais de MPS | (Baldo et al., 2017; Braunlin et al., 2006; Jordan et al., 2005),
tem sido observado em alguns pacientes (Brands et al., 2013; Braunlin et al., 2006;
Mohan et al., 2002; Wiseman et al., 2013). Na tabela 2 é apresentado um resumo das

alteragdes patoldgicas em pacientes e camundongos com MPS |.
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Tabela 2: Alteracdes patoldgicas observadas nos pacientes e camundongos com MPS |

(Modificado de Braunlin et al. 2006).

Parametro Humanos Camundongos

Ecocardiografia

Tamanho do VE Aumentado Aumentado

Contratilidade do VE Normal ou diminuida Diminuida

Funcdo diastélica Normal ou diminuida Diminuida

Raiz da aorta Aumentado Aumentado
Histopatologia

Valvas: acimulo de GAGs Comum Comum

Valvas: diminuigdo de elastina Comum Comum

Aorta: acumulo de GAGs Comum Comum

Aorta: diminuigdo de elastina Nao reportado Comum

5.2.2. Patogénese das doencas cardiovasculares na MPS |

De forma geral considera-se que o acimulo de GAGs influencia multiplos eventos
secundarios e cascatas de sinalizacdo que causam a patologia na MPS |, levando a
alteragGes anatdémicas e funcionais que afetam ao coracgdo e o sistema vascular (Braunlin

et al., 2011; Palpant et al., 2011).

Algumas alteracbes estruturais podem ser explicadas pelo simples acumulo
progressivo de GAGs (ex. espessamento das valvas). Esses GAGs podem induzir
processos inflamatérios que levam a liberagao de citocinas, quimiocinas e ativa¢do do
sistema do complemento, o que finalmente resulta na regulacdo de vdarias proteases
(Baldo et al., 2011; Braunlin et al., 2011; Simonaro et al., 2001). Numerosos trabalhos
tem mostrado um aumento da atividade de MMPs e outras proteases, como as
catepsinas, nas MPS (Baldo et al., 2011, 2017; Gonzalez et al., 2018; Ma et al., 2008;
Metcalf et al., 2010). Como mencionado anteriormente, o aumento na atividade dessas
proteases pode resultar na degradacdo de colageno e/ou fibras de elastina e afetar as
propriedades biomecéanicas de complacéncia e elastancia dos tecidos cardiovasculares.
Dessa forma, reduzem drasticamente a sua performance. Recentemente, 0 nosso grupo
tem mostrado que particularmente a catepsina B esta envolvida na progressao das

alteragdes cardiovasculares (Baldo et al., 2017; Gonzalez et al., 2018). No entanto,
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outros processos e/ou cascatas de sinalizagdo também podem estar afetados e

contribuir na progressao das doencas cardiovasculares (Gonzalez et al., 2018) .

Muitas das alteragdes patoldgicas presentes nas MPS s3ao morfologicamente
similares com outras manifesta¢des cardiovasculares observadas em diversas doencas.
Embora as causas primdrias dessas doengas possam ser diferentes, elas podem
compartilhar eventos celulares, bioquimicos e moleculares que coletivamente
modificam a estrutura e fungdo dos tecidos cardiovasculares (Kehat and Molkentin
2010). Por exemplo, a MFS é caracterizada pelo aumento da fragmentacdo de fibras de
elastina e consequentemente a dilatacdo da aorta (morfologicamente similar ao
processo observado nas MPS). Essas alteracdes na MFS estdo associadas ao aumento na
sinalizacdo de TFG-B através da sinalizacdo “ndo candnica” via ERK1/2 (Brooke et al.
2008; Habashi et al. 2011; Holm et al. 2011). J4 na MPS |, embora os mecanismos
fisiopatoldgicos ndo sejam completamente conhecidos, o aumento na sinalizacdo de
TFG-B1 foi descrito em aorta de camundongos (Ma et al. 2008), em lesdes vasculares de
cachorros (Lyons et al. 2011) assim como em lesdes coronarias e cardiacas de pacientes
com esta doenca (Yano et al. 2009, 2012). Ma et al., (2008), observaram um incremento
na via de sinalizacdo da STAT 1/3 (via ativada por citocinas como a IL-6) e nas MAPK
(particularmente ERK1/2) na aorta de camundongos MPS I. Recentemente, De Pasquale
et al., (2018) demostraram inclusive que a fosforilacdo de ERK1/2, induzida pela ativacdo
de EGFR, é essencial para o desenvolvimento do fendtipo hipertréfico e o defeito
lisossdmico em cardiomidcitos, com o gene NAGLU silenciado (modelo celular para MPS

11B).

5.2.3. Estratégias farmacoldgicas para o manejo das alteragoes

cardiovasculares

Atualmente as terapias disponiveis para MPS | (transplante de células-tronco
hematopoiéticas e a terapia de reposicdo enzimatica) tém melhorado muitas das
manifestacdes clinicas observadas neste grupo de pacientes. Embora ambos
tratamentos melhorem a qualidade e a expetativa de vida dos pacientes com MPS |,

existem diversas limitacdes em relacdo aos custos, administracdo e principalmente na
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eficacia em determinados tecidos, principalmente nas valvas e aorta. Isto tem levado a

busca de novos alvos terapéuticos.

Como visto previamente, os receptores GPCR tem um papel fundamental nas
doencas cardiovasculares. Vdrios medicamentos tém sido utilizados para bloquear os
mecanismos de sinalizagdo das GPCR e dessa forma reduzir ou prevenir o
remodelamento cardiaco em pacientes com altera¢des na funcdo cardiaca. Entre estes
incluem-se os inibidores da enzima conversora da angiotensina ou inibidores da ECA, os
bloqueadores do receptor AT1 (BRAs) e os beta bloqueadores (Gupta et al. 2007;
Azevedo et al. 2016).

Os mecanismos de acdao dos BRAs e os inibidores da ECA estdo relacionados a
sinalizagdo do RAS. Os inibidores da ECA previnem a conversdao de Ang | em Ang Il e
dessa forma diminuem a pressao sanguinea através da dilatacao dos vasos sanguineos.
No entanto, outras enzimas (ex. catepsinas e quinases cardiacas) também sdo capazes
de promover a conversdo de Ang | em Ang Il, limitando o efeito dos inibidores da ECA
(Gupta et al. 2007). Em contrapartida, os bloqueadores de AT1 representam uma boa
alternativa aos inibidores da ECA para o tratamento de hipertensdo e a insuficiéncia
cardiaca (Gupta et al. 2007). O losartan é um medicamento que bloqueia seletivamente
o receptor AT1 prevenindo os efeitos da sinalizacdo da Ang Il. No MFS, o bloqueio de
ATl tem demostrado ser eficaz em prevenir ou reduzir as anormalidades
cardiovasculares ocasionadas pelo aumento da sinalizagcdo de TGF-[3 (Brooke et al., 2008;
Habashi et al., 2006; Kalluri & Han, 2008; Lindsay & Dietz, 2011). Esse bloqueio induz
uma diminuicdo clinica relevante da via TGF-B através da diminuicdo dos niveis no
plasma de TGF-B, seus mediadores intracelulares e seus genes alvo (Brooke et al. 2008).
Em camundongos com Sindrome de Marfan (MSF), o losartan mostrou uma melhora
inclusive em algumas das manifestacdes ndo cardiovasculares (Lacro et al. 2007).
Adicionalmente, o bloqueio seletivo de AT1 atua na sinalizacdo Ang II/AT2 e induz o
aumento da expressdo de ACE2, resultando na transformacdo da Ang Il em Ang 1-7 e
potenciando o efeito cardioprotetor da via Ang 1-7/MAS (Brooke et al. 2008; Xu et al.
2009). Na MFS o losartan reduz a fosforilagdo do ERK1-2 através da inibicdo da ativacao
de ERK mediada pelo receptor AT1 e pelo desvio da sinalizagdo Ang II/AT2 (Habashi et
al., 2011).
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Ja os beta bloqueadores, como o propranolol, sdo uma classe de medicamentos
utilizados para diminuir os efeitos da ativacao dos receptores beta adrenérgicos (Gupta
et al. 2007). O tratamento com beta bloqueadores sdo comumente utilizados para tratar
condi¢cdes como hipertensdo, arritmias e insuficiéncia cardiaca congestiva associadas
com o incremento excessivo na atividade do sistema simpdatico (Clarke et al. 2010;
Gregor and Curila 2015). O mecanismo benéfico dos betas bloqueadores esta
relacionado a melhora da funcdo diastélica prolongando a diastole e induzindo uma
remodelacdo benéfica que resulta em uma cavidade ventricular esquerda maior e um
melhor volume sistdlico (Ostman-Smith 2014). Estes medicamentos também foram
usados para o tratamento de pequenos aneurismas adrticos (Lacro et al. 2007; Chun et
al. 2013). Alguns estudos em pacientes com MFS evidenciaram que os beta
blogueadores retardam a taxa de dilatacdo ou crescimento da aorta (Salim et al. 1994;
Chun et al. 2013; Koo et al. 2017). O raciocinio tedrico por trds do uso de beta
blogueadores é que esses medicamentos diminuem a frequéncia cardiaca e pressao
arterial, o que reduz o estresse na aorta que pode romper o aneurisma. No entanto, as
evidéncias cientificas ndo sao convincentes (Chun et al. 2013; Koo et al. 2017) e indicam
gue o tratamento com beta bloqueadores falha em reduzir consistentemente o
crescimento do aneurisma adrtico em pacientes com ou sem MFS (Chun et al. 2013).
Por outro lado, bloqueadores do receptor AT1 (BRAs) como o losartan conferem uma
protecdo superior em comparac¢ao aos beta bloqueadores ndao apenas pela reducao da
pressdo sanguinea — um efeito desejavel em pacientes com aneurisma adrtico — mas
também pelo antagonismo de TGF-f3 (Habashi et al. 2006; Lacro et al. 2007; Brooke et
al. 2008; Matt et al. 2008)

Como temos visto, diversas proteinas ativadas, direta ou indiretamente, por
receptores GPCR estdo alteradas em tecidos cardiovasculares na MPS |. Apesar desta
observacdo e das manifestacGes clinicas observadas nas MPS, o papel dos receptores
GPCR ainda nao foi avaliado. Portanto, uma abordagem farmacoldgica utilizando
losartan e propranolol poderia colaborar na elucidacdo do papel dos receptores GPCR e
das vias de sinalizacdo na doenca cardiovascular na MPS I. Adicionalmente, os resultados
deste estudo poderiam trazer um beneficio potencial para o manejo das alteracdes

cardiovasculares neste grupo de pacientes.

39



OBIJETIVOS

40



OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito do losartan ou propranolol

sobre a doenga cardiovascular em camundongos com Mucopolissacaridose tipo | (MPS

).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar dimensdes e funcdo cardiaca utilizando técnicas ecocardiograficas em

animais MPS | tratados com losartan ou propranolol e controles;

- Comparar as alteracGes cardiovasculares presentes na valvula (espessura) e na aorta
(diametro e quebras na estrutura da elastina) nos quatro grupos experimentais (Normal,

MPS I, MPS | + losartan; MPS | + propranolol);

- Quantificar por HPLC os niveis de Angiotensina circulantes e por Western Blot os niveis

de proteinas downstream associadas a GPRC nos quatro grupos descritos acima;

- Avaliar a atividade das principais proteases (catepsinas e metaloproteinases)
envolvidas no desenvolvimento da doenca cardiaca na MPS |, em amostras de animais

normais, MPS | e animais tratados com losartan ou propranolol.
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RESULTADOS
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Os resultados da presente tese serdo apresentados no formato de 2 artigos cientificos.

Artigo cientifico 1 - Losartan improves aortic dilatation and cardiovascular disease in
Mucopolysaccharidosis |. J Inherit Metab Dis. 2017 May;40(3):311-312. DOI:
10.1007/s10545-017-0014-x.

Artigo cientifico 2 - Cardiac pathology in Mucopolysaccharidosis | mice: Losartan

modifies ERK1/2 activation during cardiac remodeling. DOI: 10.1002/jimd.12327.
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Losartan improves aortic dilatation and cardiovascular disease in

Mucopolysaccharidosis |
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Losartan improves aortic dilatation and cardiovascular disease
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To the Editor,

We read with great interest the manuscript titled “Angiotensin
receptor blockade mediated amelioration of mucopoly
saccharidosis type I cardiac and craniofacial pathology” re-
cently published in the Journal of Inherited Metabolic
Disorders (Osbom et al., 2016). Simultaneously, we have been
conducting a similar study, with results that are partially
in accordance, and we thus have some additional important
considerations concerning the content of their paper.

We treated juvenile (8-week-old) Idua™™ mice with
losartan or other antihypertensive drug (propranolol) as an
additional control (Suppl. Material and Methods) to determine
the benefit of angiotensin receptor blockade (ARB) in
mucopolysaccharidosis I (MPS 1) and if this effect was spe-
cific to losartan. Mice were sacrificed at 6 months of age.

Our data showed an increase in aortic diameter mea-
sured by a digital caliper in untreated /dua '~ mice
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without significant gender differences (Suppl. Fig. 1).
Treatment analysis was performed according to gender
and without differentiation (Suppl. Fig. 2). Unlike
Osborn et al.’s results, our data indicate that losartan is
effective in decreasing aortic dilatation in MPS I at a
similar rate for both genders (~20%). As a comparison,
we also treated female mice with propranolol (a beta-
blocker), which was not able to reduce aortic dilatation.

In agreement with Osborn et al., our echocardiographic
analysis showed that losartan also improves ventricular
contraction, expressed through left ventricular fraction
shortening (LVSF) and suggesting an improved heart-
pumping ability. It also prevented enlargement of left ven-
tricular chamber dimensions (Suppl. Table 1). However, it
is important to point out that propranolol also improved
cardiac function, which suggests that heart dysfunction
may be independent from angiotensin receptor (AT-1R)
activation. Propranolol might have its beneficial effect
by reducing hemodynamic stress on the aortic vascula-
ture. In contrast, we believe that losartan targets the un-
derlying pathophysiology in MPS possibly by antagonism
of transforming growth factor (TGF)-f3 or other pathways,
which will be investigated. Aortic diameter was also mea-
sured by echo, which confirmed that only losartan
prevented abnormalities in the aorta.

The authors highlight the possibility that matrix
metalloproteinase-12 (MMP-12) increase via AT-1R acti-
vation is one of the mechanisms involved in the patho-
genesis of cardiovascular disease in MPS. Nonetheless, in
a previous study, MPS I and VII mice developed aortic
dilatation by similar mechanisms, and knocking out
MMP-12 in MPS VII mice did not prevent aortic abnor-
malities (Baldo et al. 2011). This probably suggestst that
multiple mechanisms and genes are responsible for this
effect.

@ Springer
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The data we present here, complementary to that reported
by Osbom et al. (2016), represents evidence that, effectively,
ARB therapy with losartan prevents aortic dilatation in MPS 1
mice. This is especially important, since therapies seem to
have a limited effect on this organ (Baldo et al., 2011), and
it potentially could be administered in patients under enzyme
replacement therapy. Although losartan has not been used in
MPS patients, its chronic use has been safely reported in
young pediatric patients.
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Supplementary material

Supplementary materials and methods

Animals

All animal experiments were approved by the authors” institutional review board (#15-
0322). Wild-type (WT) and Idua”~ (MPS I) mice (kindly donated by Elizabeth Neufeld
from UCLA) on a C57BL/6 background were used. Animals were assigned to the
following groups: Groups I and II consisted of Idua” and WT mice without treatment
(n=6 each male/female MPS I mice; n=6 each male/female WT mice). Group III
consisted of Jdua™" mice treated from 8 weeks of age that received ARB treatment with
losartan (n=6 each male/female MPS I mice). Group IV consisted of /dua” mice treated
from 8 weeks of age treated with propranolol (n=5 female MPS I mice). All animals
underwent a single ultrasound examination at 6 months of age and subsequently were

euthanized.

Treatment

Losartan potassium (50mg/tablet, Prati Donaduzzi, Brazil) or propranolol hydrocloride
tablets (80mg/tablet, NeoQuimica, Brazil) were processed and dissolved in drinking
water at a dose of 0.6 g/L or 0.5g/L, respectively. The water was changed twice a week.

Both treatments began at two months of age.

Aortic measures

Aortic measurements were performed by 2 methods: using echo data (described below)
and using a digital caliper in situ at the moment of death. Digital caliper results were
confirmatory of the observations found in echo images. The measurement of the
diameter from ascending aortas was performed in situ using a digital caliper (with a
0.01 mm precision) under magnifying glass by a blinded single experienced user

immediately after euthanasia at 6 months.
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Cardiac ultrasound

Transthoracic echocardiography examination was perform on anesthetized mice (2%
1soflurane) and placed in left lateral decubitus position to obtain cardiac images. Images
were captured by a trained user in mouse echocardiography using EnVisor HD System,
Philips Medical (Andover, MA, USA), with a 12-4 MHz transducer at 2 cm depth with
fundamental and harmonic imaging. 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 left ventricular chamber diameter i diastole (DD) and systole (SD) were
measured using the M-Mode, at three planes. Final value for each animal was obtained
by taking the average of all three planes. The assessment of LV systolic function was
performed using the following equation: LV fraction shortening (LVFS) = (diastolic

diameter — systolic diameter) / diastolic diameter x 100.

To measure the aortic diameter, we used the transthoracic echocardiography which
provides a view of the proximal ascending aorta and a small portion of the descending
aorta behind the left atrium. The measurement was obtained from the segment between
the sinotubular junction and the ascending tubular aorta. Typically, the proximal aorta
can be seen in its long and short axis from the parasternal view. We used the parasternal
long-axis view of the heart with superior angulation that emphasizes visualization of the

ascending aorta.

Statistical analysis

One way ANOVA and Tukey's Post Hoc were performed to evaluate the significance
between groups with p<0.05 considered statistically significant.
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Suppl. Table 1: Results from echocardiographic analysis at 6 months.

iy Z -/~
- ‘ WT Tdua™ Idua -Idz-ta
Parameters @=12) (n=12) Losartan Propranolol
(n=11) (n=5)
LVSF (%) 36.7+5.1 276+364 348+578 327+538
SD (cm) 0.24+0.052 | 0.31+0.0424 | 0.24+0.0033 | 0.23+0.026 8
DD (cm) 0.37+£0.059 | 043+0.0424 | 0.36+0.0283 | 0.34+0.022 8
Wcoins 0.13+0.009 | 0.15+0.0134 | 0.12+0.0113 | 0.15+0.008 4
diameter (cm)

Legend: LVSF — left ventricular shortening fraction; SD — systolic diameter; DD-

diastolic diameter; WT- wild type. # represent p<0.05 respect to WT and Brepresent

p<0.05 respect to Idua™".

49



Suppl. Fig. 1: Ascending aorta diameter in untreated animals at 6 months. Measures

were performed with a digital caliper and are presented in mm. ** p<0.01, Student’s t

test.
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Suppl. Fig. 2: Ascending aorta diameter measured with digital caliper at 6 months. a.
Diameter analysis for all animals. b. Data analysis according to gender. Values are

presented in mm. * p<0.05 and ** represent p<0.01.
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Abstract

Mucopolysaccharidosis type I (MPS 1) is a lysosomal storage disorder caused by mutations in the
IDUA gene, that codifies the alpha-L-iduronidase enzyme, which deficiency leads to storage of
glycosaminoglycans, with multiple clinical manifestations. One of the leading causes of death in
MPS 1 patients are cardiac complications such as cardiac valve thickening, conduction
abnormalities, myocardial dysfunction, and cardiac hypertrophy. The mechanism leading to cardiac
dysfunction in MPS I is not entirely understood. In a previous study, we have demonstrated that
losartan and propranolol improved the cardiac function in MPS I mice. Thus, we aimed to
investigate whether the pathways influenced by these drugs may modulate the cardiac remodeling
process in MPS I mice. According to our previous observation, losartan and propranolol restore the
heart function, without altering valve thickness. MPS I mice presented reduced activation of AKT
and ERK1/2, increased activity of cathepsins, but no alteration in metalloproteinase activity was
observed. Animals treated with losartan showed a reduction in cathepsin activity and restored
ERK1/2 activation. While both losartan and propranolol improved heart function, no mechanistic
evidence was found for propranolol so far. Our results suggest that losartan or propranolol could be
used to ameliorate the cardiac disease in MPS I and could be considered as adjuvant treatment

candidates for therapy optimization.
Synopsis

Alteration in downstream signals to G protein-coupled receptors, AT1 or B-AR, could mediate the
pathological cardiac remodeling in MPS I mice, which can be ameliorated with losartan or

propranolol, respectively.
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1. INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is a lysosomal storage disorder caused by mutations in the
IDUA gene, leading to the deficiency of the lysosomal hydrolase alpha-L-iduronidase (IDUA, EC
3.2.1.76), which 1s involved in the catabolism of the glycosaminoglycans (GAGs) heparan and
dermatan sulfate. GAG storage is progressive and results in a subsequent multi-organ
dysfunction.! Due to high variability, patients may present a phenotypic spectrum, from an
attenuated to a severe form of the disease.’ The most common clinical phenotype in MPS I includes
characteristic facial features, comneal clouding, hepatosplenomegaly, respiratory problems,

cardiopathy, and some degree of dysostosis multiplex and cognitive impairment.***

The most common cardiovascular manifestations in MPS I patients are aortic dilatation,
valvulopathy, and cardiac remodeling. This latter process is characterized by progressive changes in

>6 and plays a crucial role in the

the cardiac shape and structure, leading to heart dysfunction,
development and progression of cardiomyopathy. Typically, MPS I patients die due to congestive

heart failure.’

Several studies have demonstrated that the MPS I murine model develops a progressive heart
dilatation with decreased myocardial contractility, valve thickening, as well as regurgitation.® In

addition, vascular involvement with aortic root dilatation was observed in mice and patients.”!°

Classically, the G protein-coupled receptors (GPCR) play a crucial role in the cardiac remodeling

I-13 ejther by angiotensin II peptide (Ang II) binding to angiotensin-II

progression to heart failure,
tvne I receptor (AT1R) or the activation of B-adrenergic receptors (B-AR). The activation of the G
protein triggers oxidative stress and hypertrophy response, through several secondary messengers
such as PI3K (p110y), and mitogen-activated protein kinase (MAPKs). Other protein kinases and
calcineurin have also been involved in the pathological cardiac hypertrophy of several
conditions.'*!> However, the mechanism involved in MPS I cardiac dysfunction is not entirely

understood.

It is well-known that glycosaminoglycans play an essential role in matrix remodeling, especially in

cardiac hypertrophy.” Therefore, the accumulation of GAG at abnormal levels within lysosomes,
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cell surface and in the extracellular matrix (ECM) triggers a complex pathogenic event which

contributes to cardiac damage.’’

Besides the structural abnormalities, GAG accumulation can also trigger an inflammatory process.
It leads to increased levels of cytokines, chemokines and complement activation, resulting in up-
regulation of several proteases involved in ECM degradation, which in turns contributes to the

cardiac remodeling.”?161

We previously reported!® that, although both drugs have different mechanisms and trigger distinct
intracellular signal transduction cascades, treatment with the anti-remodeling drugs losartan and
propranolol results in anatomical and functional cardiac improvements in MPS I mice. To better
understand the molecular mechanism behind these treatments in the setting of MPS I cardiac

remodeling, we now explore the signaling pathways ivolved in this process.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals, treatments and sample size

Wild-type littermates (WT; Idua™ and Idua™) and MPS I (Idua™, kindly donated by Elizabeth
Neufeld from UCLA) mice of both genders in a C57BL/6 background were used in this study. A
description of the study design has been published previously. '® It consisted of two control groups,
wild-type (WT) animals and MPS I mice without treatments; and two groups of treated MPS I
mice: one was treated with 0.6g/L of the angiotensin receptor blockade losartan (50mg/tablet, Prati
Donaduzzi, Brazil) and the other one with 0.5 g/L of the beta-adrenergic blocker propranolol
(80mg/tablet, NeoQuimica, Brazil) in drinking water from 2 months-old. Water was changed every
3 days and the volume of water consumed was recorded to estimate dose of the drug. At 6 months
old, anmimals were subjected to echocardiography and subsequently euthanized. For
echocardiographic analyses we used animal data previously published from our group '3, however,
here we analyzed other parameters and new treated animals were added to complement this work.

For biochemical and histological analyzes the number of animals used in each assay depends on the
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sample availability and technical limitations (such as the inability of finding the aortic valve in all
histological sections) and it is detailed in each figure. The sample size available for each assay is
also summarized in the Suppl. Table 1. The study protocols were approved by the Ethics
Committee on Animal Use of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CEUA/HCPA) and registered
under the numbers #15-0322 and #17-0590.

2.2 Echocardiography

Transthoracic echocardiography examination was performed on an EnVisor HD System, Philips
Medical (Andover, MA, USA), with a 124 MHz linear transducer at 2-3 cm depth with
fundamental imaging. Animals were anesthetized (2% isoflurane) and placed in the left lateral
decubitus position to capture cardiac images. All analyses were performed by a trained operator
blinded for experimental groups. Left ventricular (LV) dimensions from diastolic and systolic
transverse areas (cm?) 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, LV internal dimensions (LVID),
posterior wall thickness (PWT), and anterior wall thickness (AWT) at diastole (d) and systole (s)
were measured from M-mode images at three planes. The final value for each animal was obtained
by taking the average of all three planes. The assessment of LV global systolic function was

calculated by the following formulas.!®

LVEF (%) = 100 x [(LVID&-LVIDs®)/LVIDd]

LVFS (%) = 100 x [(LVIDd-LVIDs)/LVIDd]

LVEF - Left Ventricular Ejection Fraction

LVES - Left Ventricular Fractional Shortening

LV mass was calculated using a standard cube formula, which assumes a spherical LV
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geometry according to the following formula.*°

LV mass = 1.04 x [(LVIDd+AWTd+PWTd)3 - LVIDd]3

2.3 Histological analysis

Thirty-one hearts (WT= 11, MPS I= 7, Losartan=9, Propranolol= 4) were removed, and the basal
portion was fixed in 10% neutral buffered formalin, processed and embedded in paraffin according
to our institutional routine. Thin sections of heart valves were stained with Hematoxylin-Eosin &
Alcian Blue to visualize general structure and GAG storage. The thickness of the heart valves from
left ventricular sections was measured using Cell'F imaging systems software (Olympus, Europe),
taking at least 8 measures to calculate the average.’! Additionally, heart sections at the middle level

were stained with picrosirius red to determine collagen deposition.

2.4 Angiotensin Quantification

Blood samples from euthanized animals were withdrawn and centrifuged (4.629 g, 4°C, 10 min) to
collect serum. The serum was filtered in a Cis classic cartridge (Waters, USA), previously activated
sequentially by methanol (5 mL), tetrahydrofuran (5 mL), hexane (5 mL), methanol (5 mL), and
water (10 mL). Serum samples were then loaded into the columns (100-500 pL of the sample),
washed with water, and eluted with ethanol/acetic acid/water at a 90%/4%/6% ratio. The eluted
fractions were dried under a nitrogen flow and resuspended in 50-250 pL (50% of the starting
sample volume) with mobile phase A (0.1% orthophosphoric acid, pH 3.00 with 5% acetonitrile)
and filtered in a 0.22 pum centrifuge filters (Sigma-Aldrich, USA - CLS8160) at 13.000g, 4°C, for
20 min previous to the HPLC analyses (Shimadzu System, Japan).

Angiotensin peptides of each sample (35 pL of the injected sample) were separated on a C18
reversed-phase ODS Aquapor 300 column (beads diameter of 7 pm, 250 mm height, and 4.6 mm
diameter, PerkinElmer's Browlee Columns, USA). The peptides were analyzed in gradient ranging
from 5 to 35% of mobile phase B (100% acetonitrile) in 0.1% phosphoric acid pH 3.0 (phase A) at a

1.5 mL.min! flow for 80 minutes. Comparisons identified the angiotensin peptides to the retention
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time of standard angiotensins (Ang I — H-1680.0025; Ang II — 1705.0025; Ang 1-7 — 1715.0025 —

Bachem, USA). Results were expressed as nmol/mL of serum.

2.5 Western blot assay

Forty heart samples (from medial/apical portion; WT= 13, MPS I= 11, Losartan= 11, Propranolol=
5) were weighed and homogenized (1:9) in 50 mM Tris/HCI buffer pH 7.5, containing 1% Triton X-
100, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 5 mM sodium fluoride, 1 mM sodium
orthovanadate, SigmaFast protease inhibitor cocktail (1 tablet/100 mL — Sigma Aldrich, USA),
phosphatase inhibitor cocktail 3 (Sigma Aldrich, USA - P0044) and then centrifuged (10.000xg,
4°C, 20 min). The supernatants were collected, and protein concentrations were determined by the
Bradford method.”> Samples were then diluted in 0.1 M Tris, pH 6.8, to achieve final protein
concentrations of 4 pg/uL in Laemmli buffer (250 mM Tris, 8% SDS, 40% glycerol, 0.008%
bromophenol blue, pH 6.8 and 20% B-mercaptoethanol) and heated to 70°C for 10 min. A total of
50 g of protein were loaded on SDS-PAGE (10 or 12%) gels and run for 60 min at 50V and then
for 90 min at 120V. The proteins in the gel were transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes (Millipore Corporation Inc., Billerica, MA, USA) using a transfer buffer (48 mM Tris,
pH 9-9.3, 39 mM glycine, 10% methanol) on a semi-dry system (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA) for 50 min at 210 mA. The membranes were stained with Coomassie Blue, and the
molecular weights of the proteins were determined by comparison to standard molecular weights

(Bio-Rad Laboratories Inc., USA - #1610374).

The membranes were blocked for 2 hours with 5% non-fat milk or 5% BSA (according to
antibodies manufacturer’s) in TTBS buffer (100 ml TBS 10x, 0.1% Tween 20, 800mL deionized
water) followed by overnight incubation at 4 °C with the primary antibody diluted in TTBS buffer
with 5% non-fat milk or 5% BSA. Primary antibodies used were: ATIR (1:400; Abcam, USA -
#ab18801), phospho-smad2(Ser465/467)/smad3(Ser423/425) (1:750; Cell Signaling Technology,
USA - #8828); MMP-2 (1:200; Abbiotec, USA - #250752); MMP-9 (1:200; Abbiotec, USA -
#250755); ERK1/2 (1:5000; Thermo Fisher Scientific, USA - #61-7400); phospho-p44/42
MAPK(p-ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (1:1000; Cell Signaling Technology, USA - #4370); AKT
(1:1000; Sigma-Aldrich, USA - #SAB4500803); phospho-AKT (pThr308) (1:1000; Sigma-Aldrich,
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USA - #SAB4504332) TGF-beta 1 (1:200; Abbiotec, USA - #250876). After incubation, the
membranes were washed 3 times with TTBS and incubated with anti-rabbit (IgG) secondary goat
antibody conjugated to horseradish peroxidase (1:1000; Cell Signaling Technology, USA - #7074).
Chemiluminescent detection was performed using the Clarity™ Western ECL Substrate or
ClarityMax™(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA - #170-5061; #170-5062) and the membranes were
then exposed to a digital image acquisition system (L-Pix Chemi Molecular Imaging, Loccus
Biotecnologia, Brazil). The densitometry of the protein bands was quantified using the Imagel
software. Results were expressed as percentage of change from baseline in arbitrary units (%A.U.)

using the receptor densitometry-to-coomassie blue densitometry ratio.*°

2.6 Cathepsins and Matrix Metalloproteinases activities

Twenty-three heart samples (from medial/apical portion; WT= 6, MPS I= 6, Losartan= 6,
Propranolol= 5) were homogenized (0.2 mg/uL) in acetate buffer (100mM sodium acetate, 0.1%
TritonX, EDTA 2.5 Mm, DTT 2.5 mM pH 7.4) for cathepsin assays. For the cathepsin B activity, 5
uL of the sample was incubated with 95 pL of assay buffer containing the specific substrate Z-Arg-
Arg-AMC 50 uM (Enzo Life Sciences, USA - #BML-P137) in a microtiter plate at 37°C.
Fluorescence was recorded using Spectramax M3 every 5 min for 30 min at an excitation
wavelength of 355 nm and an emission wavelength of 460 nm. The increase in fluorescence
intensity was proportional to the substrate hydrolysis, and then the total substrate consumption was
calculated by comparison to the standard fluorescence of 7-amino-4-methylcourmarin (AMC),

accordingly to manufacturer’s instructions.

Lotal cathepsin activity was measured using the Z-Phe-Arg substrate (Anaspec, USA - #AS-24096)
at a final concentration of 10 uM with the same buffer and parameters used for the cathepsin B

assay.

For MMP assay, the same heart samples were homogenized (0.2mg/pl) in 50 mM Tris-HCL (pH
7.4), containing 150 mM NaCl,, 0.1 mM ZnCl,, 0.025% (v/v) Br1j35, 0.1% (w/v) PEG6000. Total
MMP activity was determined with the total-MMP fluorogenic substrate (5 pM): Mca-Lys-Pro-Leu-
Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, (Enzo Life Sciences, USA - #BML-P276). The reaction was performed
in a microtiter plate by adding 5 pL of sample to 195 uL of assay buffer containing substrate. The
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fluorescence intensity was recorded every 5 minutes for 30 minutes at 328 nm (excitation) and 400
nm (emission) at room temperature.?’*® The MMP activity was measured as the change in relative
fluorescence compared to OmniMMP™ fluorogenic control peptide Mca—Pro—Leu—OH (Enzo Life
Sciences, USA - #BML-P127).

All enzymatic activities were expressed as nmol/h/mg of protein, and the protein content of each

sample was measured by the Lowry method.

2.7 Statistical analysis

Data were expressed as mean =+ standard deviation (SD). The normality test was calculated using
the D’Agostino-Pearson omnibus and the Shapiro-Wilk normality test. Outliers were identified and
removed using the ROUT method (with Q set to 1%). Statistical comparisons among multiple
groups were calculated using one-way ANOVA with Tukey’s (for biochemical and histologic
analyses) or Bonferroni’s Post Hoc (for WB analyses). Non-parametric tests were used when
indicated. Statistical tests were two-sided, and p<0.05 were considered statistically significant. All

statistical analyses and illustrations were performed using GraphPad Prism 6.01.

3. RESULTS

2 1 Effect of losartan and propranolol in heart function and morphology

No differences in water consumption were observed among groups (data not shown). Based on data
of water consumption, the approximate dose of losartan and propranolol were 0.14 £+ 0.01 mg/g/day

and 0.11 £+ 0.02 mg/g/day, respectively. No deaths related to treatments were observed.

Echocardiographic examination was performed at 6 months of age to assess cardiac function and
dimensions. Previously, we showed that either losartan or propranolol improved the left ventricle
contractility and dimensions of MPS I mice.'®. Here, we expanded these results to evaluate other

cardiac parameters and to obtain samples for multiple analyses, including enzymatic activities,
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Western Blot and histological evaluation. Echocardiographic data are show in the Table 1 (and
Suppl. Fig. 1-2). After 4 months, both treatments prevented the heart enlargement (p<0.05)
compared to the untreated MPS I group. As a consequence, losartan or propranolol improved the
left ventricle fractional shortening and ejection fraction (p<0.05). Conversely, aortic valve
thickness, assessed by histology, was increased in MPS I mice (Fig.1 and Suppl. Fig. 3). However,

neither losartan nor propranolol affected this parameter. No gender differences were observed.

3.2 Renin-Angiotensin System

Considering the importance of the renin-angiotensin system (RAS) on the cardiac remodeling
process, we explored the effect of losartan and propranolol on the MPS I mice RAS. At first, we
assessed the serum angiotensin levels in the MPS I mice by HPLC. The number of processed
samples was WT= 11, MPS I= 11, Losartan= 9, Propranolol= 5. However, the number of samples
analyzed for each metabolite was limited by the serum volume and problems on the identification of
peptides peak and are indicated in Fig. 2. Our results show that circulating levels of Ang II were
decreased in the MPS I in comparison to WT mice (p<0.05), and losartan and propranolol did not
alter its levels. Regarding the Ang I and Ang 1-7 levels, no differences were observed among groups
(Fig. 2). We also measured the heart AT1 receptor levels, and no alterations were observed in all

experimental groups.

3.3 Downstream proteins associated with G protein-coupled receptors

To explore the underlying molecular mechanisms of losartan and propranolol treatments in
MPS I heart disease, downstream proteins activated by GPRC were examined by western blotting.
Activation of GPCR by biomechanical stress and neurohormonal mediators leads to the activation
of downstream pathways like extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2) or
serine/threonine-protein kinase B (PKB, also known as AKT). As shown in Fig. 3, the p-AKT/t-
AKT levels were reduced in the MPS I group. Additionally, a lower ERK1/2 activation (p-
ERK1/2/t-ERK1/2) was observed in MPS I mice compared to WT mice (p<0.05). While both

treatments did not affect AKT activation, losartan increased ERK1/2 activation.
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3.4 Extracellular matrix remodeling

The extracellular matrix (ECM) plays an essential role in the development of pathological
cardiac remodeling. Therefore, alteration on protease activity or ECM components can negatively
affect the cardiac function and structure. Thus, we analyzed the signaling pathways associated with
collagen deposition as well as the activity and levels of matrix metalloproteases (MMP) and

cathepsins (Cts), which may be activated through GPCR signaling.

Pathological cardiac remodeling usually involves myocardial fibrosis, which is associated
with increased TGF-f expression and collagen deposition. As shown in Fig. 4, TGF-B levels and its
intracellular mediator (p-SMAD2/3) were unaltered in all experimental groups. Similarly,

picrosirius red analysis showed no evidence of collagen deposition in the heart.

Increases in the activities of proteolytic enzymes such as MMPs and Cts play a fundamental
role in the process of cardiac remodeling.!” As shown in Fig. 5, total MMP, MMP-2, and MMP-9
activities were unaltered in all experimental groups (p>0.05). However, as previously shown by
Baldo et al®, total Cts activity was increased in MPS I heart samples (p<0.05). Although losartan did
not have any effect on Cts B activity, it reduced the total Cts activity (p<0.05).

4. DISCUSSION

In this study, we have confirmed the beneficial effect of losartan and propranolol on left ventricle
ejection fraction and left ventricle dilatation, as previously observed.!® Besides, we have
demonstrated that Jdua™™ mice have diminished activation of AKT and ERK1/2 and increased total
cathepsin activity. Interestingly, losartan seems to restore ERK1/2 activity while decreasing total

cathepsin activity to levels similar to wild-type controls.

MPS 1 patients commonly develop heart abnormalities such as LV dilatation and LV hypertrophy

leading to heart dysfunction.*’ These alterations in cardiac chambers architecture (size, shape, and
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function) is termed cardiac remodeling.>*° This process occurs due to different hemodynamic stress,
as observed in systemic hypertension, valve diseases, myocardial infarction.” Valve thickening is
present in approximately 80% of cases,* which is also observed in several animal models for MPS I
and VIL*°3* This alteration may result in valve regurgitation (insufficiency), causing the left-
ventricular remodeling, dilatation, and ultimately in systolic and diastolic dysfunction. Systemic and
pulmonary hypertension can also result in a pathologic alteration but have been reported in only

some MPS I patients.?>-*

Indeed, MPS I mice also present progressive cardiac involvement, which results in an abnormal
structure and heart dysfunction. At 6 months old, it is possible to observe cardiac hypertrophy, with
increased LV internal diameter, normal-to-reduced wall thickness, and cardiac dysfunction. The
valve disease seems to be the main problem in MPS I animals, which may induce a volume
overload; thus, promoting cardiac hypertrophy with an eccentric pattern. Volume overload typically
results in eccentric hypertrophy, which 1s characterized by serial addition of sarcomeres that leads to

an increase in cardiomyocytes length and is associated with mild or no fibrosis.”

Here, we were able to demonstrate that MPS I mice developed substantial valve thickness, followed
by left ventricle enlargement and reduction in contractile function evidenced by decreased fractional
shortening and ejection fraction. Interestingly, both propranolol and losartan improved the left
ventricle contractile function, but only losartan maintained the LVEF similar to wild-type animals.
Nevertheless, one of the major limitations of this study was the inability to determine the dose of
losartan and propranolol in each individual mouse. This may have impacted the individual

parameters of the animals analyzed due to function of a differential drug consumption.

. s well-known that all morphological alterations observed during the cardiac remodeling occur in
addition to a series of cellular, biochemical, molecular, and genetic changes.!>*” This process begins
with alterations in signaling pathways that result in metabolic changes and the morphological
course of the cardiomyocytes. Therefore, considering our findings regarding the beneficial effect of
two different blockers of G-protein receptors, propranolol, and losartan, we decided to understand
whether the pathways controlled by its receptor, angiotensin II type I receptor (AT1R) and S-

adrenergic receptor (f~-AR), may influence the MPS I diseases course.

66



The increased hemodynamic workload that occurs in MPS I results in the mechanical stretch of the
myocardium, triggering the release of several neuro-humoral factors (such as angiotensin II or
catecholamines), which acts through the activation of G protein-coupled receptors, such as ATIR
and S-AR.'***3% Palpant et al* indicated that adult mice (>8 months) displayed excessive
catecholaminergic stimulation to maintain baseline hemodynamics. Even though, initially
adrenergic stimulation increases contractility and may be beneficial, chronic adrenergic stimulation
can result in compensatory maladaptive cardiac remodeling and contribute to heart failure in MPS-I.
Thus, we have decided to analyze the role of renin-angiotensin system (RAS) and observed that the
circulating levels of Ang II were lower in MPS I mice. This result seems contradictory since it is
expected that pathological heart conditions lead to higher Ang II levels. However, it is important to
stress out that possible outliers (2 animals) may have raised the Ang II mean levels of wild-type
controls, although the outlier analysis demanded to keep these values, this mean value may be
biased and not a very robust representative of accurate Ang II level for normal C57BL/6 mice.
Hence, if these values are removed from the analysis, all groups presented similar levels, which
may indicate that animals have similar blood pressure among groups. In conformity, Jordan et al*¢

showed a moderate increase in arterial pressure in MPS I mice after 10 months of age;

consequently, oscillations on circulating Ang II are not expected.

On the other hand, given that RAS peptides and its receptors can be produced locally, heart RAS
activation may play a more critical role in cardiovascular diseases, contrasting to systemic
activation. Indeed, Osbom et al*! showed a local up-regulation of angiotensin II receptors type I and
II and the activation of angiotensin II conversion enzyme I and II in the aortas of MPS 1. Yet, in our
study, we did not analyze the angiotensin peptides in the heart; we have analyzed the levels of
ATIR, which was unaltered in heart samples. Nonetheless, when we assessed ATIR downstream
proteins AKT and ERK1/2, we observed that both proteins were decreased in MPS I animals, and
only losartan seems able to increase the ERK1/2 levels, but not AKT.

The G protein-coupled receptors (GPCR) transduce several signals that control cardiomyocytes and
matrix dynamics. For instance, GPCR activation of AKT is mainly associated with physiological
cardiac hypertrophy. However, DeBosch et al*’ reported that knockout AKT mice had enhanced
cardiac growth and reduced contractility in response to pressure overload. Thus, AKT may have an

essential role in the regulation of cardiac hypertrophy, requiring the maintenance of contractile
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function in response to a pathological stimulus.*® Therefore, decreased levels of AKT activation
could lead to pathological hypertrophy development. However, considering that losartan and
propranolol did not affect AKT activation, the improvements observed with both treatments would

not be related to AKT-dependent signaling pathways.

Another common pathway activated by GPRC involves the induction of MAPKSs, like the
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2). The activation of ERK1/2 is considered to have
a pro-hypertrophic effect. The reduction or depletion of ERKI1/2 has shown to promote
cardiomyocyte lengthening and eccentric cardiac growth, while its activation resulted in concentric
hypertrophy.'>** However, it is unclear whether ERK is a critical mediator of hypertrophic
responses.!> ERK1/2 deficiency or partial reduction fails to block hypertrophy response, which
suggests that ERK1/2 activation is sufficient, but not essential, for the development of cardiac

hypertrophy.*

ERK1/2 could also regulate the phosphorylation of multiple intracellular targets that induce
reprogramming cardiac gene expression related to cardiac hypertrophy, fibrosis, cell proliferation,
oxidative stress, and inflammation.***¢ Through MAPK, ATIR can enhance TGF-f signaling by
inducing ligands, receptors, and activators.*’ Also, the accumulation of negatively charged GAGs
may activate TGF-§ in the myocardium, leading to hypertrophic cardiomyopathy.*® Yano et al*
found an increase in p-SMAD?2 in the vascular wall and myocardium on an autopsy specimen of a
deceased MPS I patient. Nevertheless, we found alteration neither in TGF-£ levels nor in its
canonical target (SMAD2/3) in heart samples. Per our data, a modest increase in TGF-f expression
41,50

levels

mice.® As ERK, AKT, and TGF-# are related to collagen production, the reduced level of ERK and

with no activation of secondary messenger (p-SMAD2) was found in the aorta of MPS I

AKT activities and the unaltered levels of TGF-f, can explain, in part, the absence of collagen

deposition on histological specimens.

The activation of MAPKs has also been involved in the regulation of the proteolytic enzymes, like
MMPs and Cathepsins, which can alter the extracellular matrix and affect the activities of
subcellular organelles in cardiomyocytes.!” ERK's role in the modulation of MMP has been

d,S 1-53

observe which may contribute to heart pathology and result in abnormal cardiac function and

structure. Among MMPs, the substrates of MMP-2 and MMP-9 include several components of
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ECM like elastin, fibronectin, proteoglycans, laminin, and collagens. However, we did not detect
changes in total MMP activities or MMP-2 and MMP-9 levels, which corroborates the lack of
change in heart elastase or collagenase activity in MPS I mice.”! Nevertheless, alteration in
cathepsin activities has been demonstrated to play an essential role in the development of heart
disease. For instance, it has been shown that the specific inhibition of lysosomal proteases (like
CtsB) could improve function and cardiac diameters, regardless of the improvement in the heart
valves.?! Confirming our previous study, the total cathepsin activity was elevated in untreated MPS
I mice being CtsB the main protease activity contributing to whole cathepsin activity. While no

alteration was observed in CtsB activity with treatment, only losartan reduced the total Cts activity.

Our results suggest that heart pathology in MPS I involves multiple factors and a complex cascade
of secondary pathogenic events resulting in LV dysfunction. Losartan and propranolol block
different GPCR, which ameliorates cardiac alteration by preventing heart enlargement and
improving its contractile function (normalized with losartan). When we assessed the downstream
proteins of ATIR, AKT and ERK1/2, we observed that both proteins were down-regulated in MPS I
animals, but only losartan treatment seemed to restore ERK1/2 levels, with no effect on AKT. Even
through the mechanism of the beneficial effect of propranolol remains unclear, our findings show an

important role of ATIR in MPS I

While there needs to be more definitive evidence on the mechanism of action of both drugs in the
MPS I heart disease, both losartan and propranolol could be considered as potentially useful
adjuvants in the treatment of the MPS I cardiac manifestations, which in fact is already being tested

in a clinical trial from our group (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03632213).
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Figure legends:

Figure 1. Aortic valve thickening. Representative images from aortic valve at 6 months of age.
Sample size: WT (n=11); MPS I (n=7); Losartan (n=9); Propranolol (n=4). * p<0.05. Plot: Mean +
SD.

Figure 2. Renin angiotensin system analyses. A-C) Serum angiotensin levels assessed by high
performance liquid chromatography from: WT (n=5-7); MPS I (n=7-10); Losartan (n=6-8);
Propranolol (n=4). D) Western blot analysis of myocardial lysates were from: WT (n=13); MPS I
(n=11); Losartan (n=11); Propranolol (n=5). p<0.05. Plot: Mean + SD. Each dot represents a single

mouse.

Figure 3. ERK1/2 and AKT activation. Western blot analysis of myocardial lysates were from:
WT (n=12-13); MPS I (n=10); Losartan (n=11); Propranolol (n=5). Spliced images are shown by
dividing line at the junction. * p<0.05. Plot: Mean + SD.

Figure 4. TGF-f and p-Smad2/3 levels, and collagen accumulation in MPS-I mice. A-B)
Western blot analysis of myocardial lysates were from: WT (n=8-13); MPS I (n=8-11).
Representative images from picrosirius red staining was used to analyze myocardial collagen. *

p<0.05. Plot: Mean + SD.

Figure S. Effects of losartan and propranolol on MMPs and cathepsin levels/activity. Western
blot analysis of myocardial lysates were from: WT (n=13); MPS I (n=11); Losartan (n=11);
Propranolol (n=5). Enzymatic activities in myocardial lysates were performed from: WT (n=6);

MPS I (n=6); Losartan (n=6); Propranolol (n=5). * p<0.05. Plot: Mean =+ SD.
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Table 1: Echocardiographic analysis at 6 months.

MPS | MPS |
Parameters (nV:L) (“f’::‘|s7|) Losartan Propranolol
(n=24) (n=14)
LVSF (%) 36.7 + 5.1 276+27A 345+54° 821379
LVEF (%) 74.2 + 6.1 61.9+43A 714+72°B 68.4+518B
LVIDs (cm) | 0.230+0.03 | 0.309+0.04A | 0.220+0.04% | 0.231+0.02°
Q) LVIDd (cm) | 0.367 +0.03 | 0.426 + 0.04 A | 0.334 + 0.04 "® | 0.340+0.02 ®
SR AWTs (cm) | 0.130+0.02 | 0.120 +0.02 0.136 + 0.03 0.128 + 0.01
AWTd (cm) | 0.096 +0.01 | 0.085+0.01 | 0.102+0.02® | 0.100 +0.01®
< ) PWTs (cm) | 0.116+£0.01 | 0.095+0.02* | 0.120+0.02° | 0.117 £+ 0.01°
PWTd (cm) | 0.092 £0.02 | 0.072+0.02" | 0.090+0.02° | 0.086 + 0.01
B LV mass (g) | 0.132+0.03 | 0.126 +0.03 0.117 + 0.04 0.112 +0.02

Legend: LV — Left ventricle; SF - Shortening fraction; EF - Ejection fraction; ID - internal
diameter in systole (s) or diastole (d); AWT - Anterior wall thickness in systole (s) or
diastole (d); PWT — Posterior wall thickness in systole (s) or diastole (d); WT - wild type. A

Ar

Accepted

represent p<0.05 compared to WT and B represent p<0.05 compared to MPS |.
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Figure 3
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Supplementary Figure 1: Echocardiography performed at 6 months of age. A) Left ventricular (LV) shortening fraction. B) LV ejection fraction. C)
LV systolic diameter. D) LV diastolic diameter. E) Anterior wall thickness in systole or (F) diastole. G) Posterior wall thickness in systole or (H) diastole. 1)
LV mass. Each dot represents an animal. * p=0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Plot: Mean + SD

Losartan Propranolol

Supplementary Figure 2: Echocardiographic images at 6 months. Representative images at M-mode at the left ventricle. AW, anterior wall; PW, posterior wall.
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Supplementary Figure 3: Aortic valve. Valve structure visualized by picrosirius staining. PA, Pulmonary artery; Ao, Aorta; AV, aortic valve.
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As manifestagdes cardiovasculares sao frequentes e representam uma das
principais causas de mortalidade em pacientes com MPS | (Krovetz et al. 1965; Renteria
et al. 1976; Neufeld and Muenzer 2001; Muenzer et al. 2009). Os tratamentos
disponiveis atualmente podem melhorar muitas das manifesta¢gdes clinicas, mas
apresentam baixa eficdcia sobre os tecidos cardiovasculares (Bolourchi et al. 2016;
Poswar et al. 2019a; Kubaski et al. 2020). Nesse contexto, o estudo dos mecanismos que
participam do desenvolvimento das altera¢des patoldgicas no sistema cardiovascular,
assim como a busca de novas opc¢des terapéuticas que permitam limitar sua progressao

sdo fundamentais.

O acumulo de GAGs pode desencadear uma série de eventos patoldgicos que
comprometem a estrutura e funcdo dos tecidos cardiovasculares (Palpant et al. 2011;
Braunlin et al. 2011). Algumas dessas altera¢cGes, como o aumento na espessura das
valvas cardiacas, podem ser explicadas pelo acumulo excessivo de GAGs. Esse
espessamento das valvas cardiacas é comum nas MPS, podendo levar a disfuncdo e
iniciar o processo de remodelamento cardiaco, resultando na dilatacdo do coracdo e na
deterioracao progressiva da fungdo contratil (Dangel 1998; Braunlin et al. 2011). Nos
camundongos MPS | identificamos um aumento substancial na espessura das valvas
seguido pelo incremento do diametro interno do ventriculo esquerdo e a reducdo da
funcdo cardiaca, evidenciada pela diminuicdo da fracdo de encurtamento e a fracdo de
ejecdo. Estas anormalidades sdo progressivas e causam o declinio da funcao contratil a

partir dos 6 meses de idade (Baldo et al. 2017).

Outras manifestacdes, como hipertensdo pulmonar e sistémica, também foram
reportadas em alguns pacientes com MPS | e representam um fator de risco relevante
para o desenvolvimento de problemas cardiovasculares (Taylor et al. 1991; Jordan et al.
2005). Considerando isto, tentamos monitorar a pressdo sanguinea dos animais no
momento prévio a eutandsia, o que nao foi possivel devido a problemas na aquisi¢ao
dos dados pelo equipamento. No entanto, um aumento moderado na pressdo aterial,
foi observado em camundongos MPS | somente a partir dos 10 meses de idade em
estudos prévios (Jordan et al. 2005). Desta forma, o aumento na espessura das valvas
cardiacas parece ser a principal alteracao patogénica observada no tecido cardiaco em

camundongos MPS | aos 6 meses de idade. Como resultado da sobrecarga de volume,
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decorrente da doenca valvar, o coracdo é propenso a sofrer remodelamento do tipo
excéntrico. Esse tipo de processo é caracterizado pelo crescimento em largura dos
cardiomidcitos, associado com fibrose ausente ou leve (Kehat and Molkentin 2010). A
partir disso, tentamos realizar um analise morfométrica nas células cardiacas através de
[daminas coradas com Hematoxilina & Eosina. No entanto, as imagens histoldgicas
obtidas ndo permitiram a analise, uma vez que nao foi possivel determinar com clareza
o limite dos cardiomidcitos. Por outro lado, através da analise de laminas coradas com

picrosirius-red, identificamos a auséncia de acumulo de tecido fibrético.

O acumulo de GAGs também pode afetar os tecidos vasculares, causando
alteragdes estruturais como incremento na espessura, assim como iniciar a degradacao
de componentes da MEC através da ativacao de diversas proteases, incluindo catepsinas
e MMPs, e resultando no aumento da dilatacdo da aorta (Braunlin et al. 2006; Nemes et
al. 2008; Baldo et al. 2011; Bolourchi et al. 2016; Poswar et al. 2019a). O aumento
progressivo do diametro adrtico pode resultar em aneurisma e inclusive ébito (Caglayan
and Dundar 2009). Embora os pacientes com MPS n3do apresentem risco aumentado
para o desenvolvimento desta alteragdo (Poswar et al. 2019a), o aumento no conteudo
de GAG foi associado a aneurisma adrtico (Engle et al. 1997, Humphrey 2012).
Adicionalmente, o aumento no conteudo de determinados GAGs foi observado em
amostras humanas de disseccdo de aneurismas da aorta toracica (Cattell et al. 1994;
Humphrey 2012). No presente trabalho, identificamos um aumento na dilatagao da
aorta, juntamente ao incremento no nimero de quebras na estrutura de elastina. Estes
dados fazem parte de uma etapa deste trabalho cuja conclusdo ndo foi possivel em
funcao da pandemia e que sera apresentada mais adiante. Embora, em termos gerais, a
dilatacdo da aorta apresenta-se em maior frequéncia em homens que mulheres (Unlu
et al. 2019; Kauhanen et al. 2020), nés ndo observamos disparidade de género no
modelo animal utilizado. Isto tampouco foi observado em pacientes com MPS;
entretanto, Tolar e colaboradores (Tolar et al. 2009) identificaram dimorfismo sexual
para outros parametros em camundongos MPS |. Esse grupo observou que
camundongos MPS | machos apresentam uma reducdo na funcdo cardiaca e um
aumento na incidéncia de insuficiéncia adrtica associada com o incremento de MMPs

no arco aortico.
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O mecanismo pelo qual estas altera¢des ocorrem ainda nao foi completamente
elucidado, uma vez que existe pouco conhecimento das cascatas de sinalizagdo ativadas
pelo acimulo de GAGs. Buscando mecanismos para explicar as anormalidades
observadas no cora¢do e na aorta, investigamos o papel da sinalizagdo AT1 e TGF-. A
desregulacdo da sinalizacdo de AT1 pode promover uma série de processos patolégicos
através de diferentes vias, e representa um potente ativador da via de TGF-B. Na
sindrome de Marfan (MSF) a desregulacdo da sinalizacdo de TGF-B responsdvel pelo
desenvolvimento e progressdo das alteracdes vasculares(Holm et al. 2011). Essas
anormalidades na MSF, as quais podem ser amenizadas pela inibicdo do receptor AT1
ou uso de anticorpos neutralizantes para TGF-f (Holm et al. 2011), compartilham
algumas semelhangas com as observadas na MPS (Osborn et al. 2017). Na MPS |, a
ativagao da sinalizagdo de TGF-B foi previamente observada em lesGes cardiovasculares
(Lyons et al. 2011; Yano et al. 2012). Portanto, medicamentos que inibem a atividade de
TGF-B, como o losartan, poderiam trazer um beneficio na prevencdo e no tratamento
de pacientes com MPS | (Yano et al. 2012), de forma similar ao observado na MFS. Com
base esses dados, camundongos MPS | foram tratados com losartan ou propranolol. O
tratamento com propranolol visou a determinar se qualquer efeito observado no grupo
tratado com losartan seria causado pela acdo sobre a sinalizagdo AT1/TGF-B ou pelo
efeito anti-hipertensivo do farmaco, independente da via de sinalizacdo bloqueada.
Apds o tratamento durante 4 meses, nossos resultados mostraram uma reducdo do
didmetro da raiz da aorta em camundongos MPS | tratados com losartan e uma melhora
significativa em diferentes parametros cardiacos com ambos medicamentos. Tanto
losartan como propranolol melhoram significativamente os didmetros do ventriculo
esquerdo e a func¢do contratil, sem alterar a espessura das valvas cardiacas.
Adicionalmente, observamos que losartan teve um efeito levemente superior ao
propranolol mantendo os niveis de contratilidade similares ao grupo normal. Em
paralelo ao nosso estudo, Osborn e colaboradores (2017) também identificaram uma
melhora significativa na estrutura e fun¢do do coracdo em camundongos MPS | tratados
com losartan. O mesmo grupo também evidenciou um efeito benéfico do bloqueio do

receptor AT1 nas alteracBes esqueléticas.
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A partir desses dados, verificamos o efeito de ambos medicamentos em um
numero maior de individuos e incluimos a analise exploratéria das vias de sinalizagao
associadas a ativacdo dos receptores AT1 e B-AR que poderiam estar envolvidas no
remodelamento cardiaco e vascular na MPS |. Embora ambos medicamentos sejam
frequentemente utilizados na pratica clinica para o tratamento de manifestacdes
cardiovasculares, atualmente ndo existem recomendagdes para seu uso em pacientes
com MPS. Incluimos também no ensaio um grupo de camundongos MPS | tratados com
losartan durante o periodo pré-natal (a partir das duas semanas de gestacdo). Esse
ultimo, permitiria avaliar se o tratamento previne ou diminui as alteragdes dsseas.
Habashi e colaboradores (2006) realizaram um estudo similar utilizando losartan
durante o periodo pré-natal em camundongos com MSF, sem relatar efeitos adversos.
No entanto, nds observamos uma elevada taxa de mortalidade (mais de 80% dos
animais), razao pela qual decidiu-se cancelar o tratamento neste grupo em particular.
Embora os resultados do efeito pds-natal do losartan no tecido osteoarticular ndo

formem parte desta tese, eles estdo sendo compilados e analisados de forma paralela.

Durante o processo de remodelamento patoldgico e sua transi¢cdo a disfuncado
cardiaca, diversos sinais extracelulares como a liberacdo de fatores neuro-hormonais
tem um papel central, uma vez que podem ativar GPCR, como AT1 e B-AR. A andlises
dos niveis sistémicos dos componentes do sistema renina angiotensina (SRA) indicaram
gue apenas os niveis da Angiotensina Il (Ang Il) estavam diminuidos em camundongos
MPS |. Embora esse resultado seja discordante ao esperado sob condi¢des
fisiopatoldgicas, caraterizadas por um aumento nos niveis de Ang Il, é importante
enfatizar a presenca de possiveis valores atipicos (2 animais), que podem ter causado o
aumento nos niveis médios de Ang Il em animais sauddaveis. Apesar de que a andlise de
outliers tenha exigido manter esses valores, o valor médio pode ser tendencioso e ndo
ser representativo do nivel exato de Ang Il em camundongos C57BL/6 selvagens. De
qualquer forma, os dados bioquimicos sugerem que os animais MPS | ndo apresentaram
pressdo arterial elevada no tempo analisado, o que concorda com o demostrado
previamente por Jordan e colaboradores (2005). Os componentes do SRA (peptideos e
receptores) também podem ser produzidos localmente (no tecido), de forma que a

ativacdo local do SRA ainda poderia ter um papel mais relevante sobre as doencas
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cardiovasculares. De fato, Osborn e colaboradores (2017), observaram um aumento na
expressao dos receptores AT1 e AT2, assim como da ECA | e ECA Il nas aortas de
camundongos MPS |. No presente estudo, ndo foi possivel analisar os peptideos do SRA
no coragdo, entretanto, os niveis do receptor AT1 se mostraram inalterados e alguns

componentes da sinalizacdo downstream a GPCR, como ERK1/2 e AKT, foram alterados.

Outro mecanismo que contribui para o desenvolvimento e progressdao da
hipertrofia cardiaca é a sinalizacao B-adrenérgica mediada por catecolaminas. Apesar de
ndo termos conseguido avaliar estes metabdlitos, Palpant e colaboradores (2011)
observaram uma estimulacdo catecolaminérgica excessiva em camundongos adultos
(ap6s 8 meses de idade) para manter a hemodinamica em niveis basais. A estimulacado
adrenérgica fornece inicialmente um efeito benéfico através do aumento do
desempenho cardiaco, entretanto, a estimulagao cronica pode ser prejudicial e costuma
ser uma das causas de descompensacao e insuficiéncia cardiaca (Palpant et al. 2011).
Desta forma, o uso de bloqueadores B-AR, como propranolol, poderia ter um efeito

benéfico frente ao incremento excessivo da atividade do sistema simpatico.

Os GPCR, AT1 e B-AR, podem ativar diversas vias de sinalizacdo intracelulares
associadas com o remodelamento cardiaco. Entre estas, a ativa¢cdao de AKT pode ter um
papel relevante na regulacdo da hipertrofia cardiaca, sendo necessdria para a
manutenc¢do da fung¢do contratil em resposta a um estimulo patolégico (Shiojima and
Walsh 2006). Camundongos nocaute para AKT tém mostrado um crescimento cardiaco
pronunciado acompanhado da redugdo na contratilidade em resposta ao estimulo de
sobrecarga de pressdo (DeBosch et al. 2006). Nossos resultados em camundongos MPS
| indicaram uma reducdo da ativacao de AKT. Porém, considerando que o losartan e o
propranolol ndao afetaram a ativacao de AKT, as mudancgas observadas com ambos

tratamentos n3do estariam relacionadas as vias de sinalizacdo dependentes de AKT.

Outra via em comum, ativada por receptores GPRC, inclui a inducdo de MAPKSs,
como por exemplo a quinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2). Nossos
resultados indicam que camundongos MPS | apresentam uma reduc¢do nos niveis de
ativacdo de ERK1/2, entretanto o tratamento com losartan pareceu restaura-los.
Embora a via de sinalizacdo ERK1/2 tenha um efeito pré-hipertrofico, foi observado que

a deficiéncia ou reducgdo parcial de ERK1/2 ndo bloqueia a resposta hipertroéfica, o que
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sugere que a ativacdo de ERK1/2 ¢é suficiente, mas ndo essencial, para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca (Purcell et al. 2007). A redug¢do ou deplec¢do de
ERK1/2 tem mostrado promover o alongamento dos cardiomidcitos e o crescimento
cardiaco excéntrico, enquanto que a ativa¢do da via de ERK1/2 resulta em hipertrofia
concéntrica (Bernardo et al. 2010; Kehat and Molkentin 2010; Kehat et al. 2011). Estas
observagdes coincidem com os nossos resultados ecocardiograficos e histoldgicos,
sugerindo uma relacdo entre ERK1/2 e a hipertrofia cardiaca observada nos
camundongos MPS |. Outras MAPKs, como a JNK e a p38 MAPK, também podem estar
envolvidas no processo de remodelamento cardiaco, apesar de que na literatura
existem relatos contrastantes a respeito do seu papel (Bernardo et al. 2010), no entanto,

o estudo destas vias ndo foi incluido no presente trabalho.

A sinalizagdo via ERK1/2 controla diversos aspectos da hipertrofia cardiaca e da
patologia vascular(Heineke and Molkentin 2006; Farag et al. 2015). Através de MAPK,
AT1 pode promover a sinalizacao de TGF-f3, mediante a producgado de ligantes, receptores
e ativadores da via (Lindsay and Dietz 2011). Estudos prévios mostraram um aumento
no p-SMAD?2 (downstream a TGF-f3 ) na parede vascular e no miocardio em uma amostra
de autdpsia de um paciente com MPS I. Embora nds ndo tenhamos identificado
alteragdes nos niveis de TGF-B nem em seu alvo canénico (SMAD2/3) em amostras de
coracdo de camundongos MPS |, é importante destacar que TGF-B pode sinalizar através
de vias ndo canoénicas, que incluem as MAPK ou AKT. Como TGF-B, ERK e AKT estdo
relacionadas a produc¢ado de colageno, os niveis reduzidos de ERK e AKT, assim como os
niveis inalterados de TGF-B, podem explicar, em parte, a auséncia de acumulo de

colageno nas laminas histoldgicas de tecido cardiaco.

A ativacao de MAPKs também pode estar envolvida na regulacdao de enzimas
proteoliticas que degradam componentes da MEC, como MMPs e catepsinas (Cts). Entre
estas, o aumento da expressao de MMP2 e MMP9 estd associado com o processo de
hipertrofia cardiaca (Muller and Dhalla 2012) e com o aneurisma aortico (Lindsay and
Dietz 2011). Apesar de ndo termos observado altera¢des nos niveis de MMP-2 e MMP-
9, nem na atividade de MMP totais em nenhum dos grupos analisados, a atividade total
de catepsinas e particularmente da Cts B foram elevadas. Estudos prévios do nosso

grupo sugeriram que tanto a insuficiéncia cardiaca progressiva como a doenca valvar,
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observadas em camundongos MPS |, podem ser dependentes da superexpressdo de Cts
B (Baldo et al. 2017). Isto foi demostrado através do tratamento in vivo com um inibidor
de Cts B, o qual reduziu a dilatacdo adrtica e o espessamento da valvula cardiaca levando
a melhora da func¢do cardiaca (Gonzalez et al. 2018). Neste estudo, nds ndo observamos
altera¢des na atividade do CtsB com ambos medicamentos, no entanto o losartan

reduziu parcialmente a atividade de Cts totais.

Além dos dois artigos ja publicados, um terceiro trabalho compunha esta tese.
No entanto, em funcdo das medidas de distanciamento social impostas desde marco
pela pandemia de Covid-19, ndo foi possivel concluir todas as andlises a tempo. Neste
trabalho, aumentamos o tamanho amostral dos grupos, avaliando adicionalmente 4
animais WT, 9 MPS |, 7 Losartan e 5 Propranolol. Imediatamente apds a eutanasia o
didametro externo da aorta ascendente foi medido usando um paquimetro digital por um
avaliador cego para os grupos. As aortas foram entdo removidas e processadas para
anadlise histoldgica com a colora¢do de Verhoeff-van Gieson (VVG) para visualizagdo das
fibras de elastina. Fragmentacdes nessas fibras foram quantificadas usando o software
Cell*F (Olympus) através da andlise média de quatro campos por animal. Além disso, foi
coletado material para quantificacdo da expressdo génica de TGF-B mas essas analises

nao foram finalizadas.

Camundongos MPS | apresentaram um aumento médio de 66% no diametro
aodrtico (1,79 + 0,25 mm in MPS | vs 1,07 + 0.12 mm in WT, p<0,001), com acumulo
anormal de GAGs e aumento das quebras de elastina (95% de aumento comparado com
WT, p<0,05). O tratamento com propranolol reduziu levemente o didmetro aértico (1,57
1+ 0,18 mm) mas nao teve impacto significativo na estrutura da matriz extracelular da
aorta. Entretanto, camundongos tratados com losartan mostraram uma redugao de 26%
no didmetro adrtico (1,32 + 0,16 mm; p<0,001 comparado com animais MPS | ndo
tratados). Ndo houve efeito sobre o acimulo de GAG mas losartan normalizou os niveis
de fragmentacdo da elastina e a estrutura histoldgica era visualmente similar ao WT

(Figure 8).
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MPS 1 T Losartan

Figura 8: Alteracbes na estrutura da elastina em camundongos MPS |. Imagens
representativas da quebra na estrutura de elastina (setas) visualizada a partir da
coloracdo Verhoeff Van Gieson. Todas as imagens foram capturadas em aumento de
10X. Numero de amostras utilizadas na analises: WT (n=4); MPS | (n=9); Losartan (n=7);

Propranolol (n=5). * p<0.05, **p<0,01. Plot: Média * DS.

O tratamento de camundongos MPS | com losartan teve um efeito benéfico
sobre a aorta, decorrente da reducdo do seu diametro, de forma concomitante com a
diminuicdo do numero de quebras na estrutura de elastina. Isto é particularmente
relevante, uma vez que a degradacdo de elastina é uma alteracdo critica e necessaria
para a perda da integridade estrutural da parede adrtica, a qual esta associada com a
perda das propriedades biomecéanicas e o processo de dilatacdo (White and Mazzacco
1996; Humphrey 2012). Embora o propranolol seja capaz de reduzir o estresse
hemodinamico sobre a vasculatura aodrtica, seu efeito sobre o diametro da aorta foi
moderado, sem chegar a afetar a sua estrutura de maneira consideravel. Dessa forma,
o efeito superior do losartan pode ser decorrente do bloqueio de proteinas envolvidas
na degradacdo da MEC, considerando que a sinalizacdo Angll/AT1 tem um papel

importante no remodelamento vascular (Wang et al. 2018).

Resultados similares foram observados na MFS. Nesta condi¢dao, o aumento
excessivo da sinalizacdo de TGF-B pode ser reduzido através do bloqueio do receptor
AT1 com losartan (Brooke et al. 2008; Habashi et al. 2011). Embora ndo tenhamos
conseguido analisar de expressdo e atividade de TGF-f na aorta, as mesmas serao
finalizadas quando da retomada das atividades presenciais. O aumento da sinalizacao
de TGF-P foi observado em lesGes vasculares de cachorros com MPS | (Lyons et al. 2011).
Porém outros estudos reportaram um aumento modesto nos niveis de expressao de
TGF-B (Ma et al. 2008; Osborn et al. 2017) sem ativacdo da via de sinalizacdo candnica

(p-SMAD2) na aorta de camundongos MPS | (Ma et al. 2008). No entanto, foi observado
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um aumento de STAT1/3 e p-ERK (Ma et al. 2008). Esse aumento na sinalizacdo de
ERK1/2 poderia estar envolvido no processo de degradacdo da elastina e,
consequentemente, resultar na dilatacdo adrtica, como observada na MFS (Holm et al.
2011). Considerando que o desequilibrio no turnover de proteases que degradam os
componentes da MEC poderia contribuir no desenvolvimento das anormalidades
estruturais da aorta, a avaliacdo da atividade de catepsinas e metaloproteinases sera
realizada no futuro. Da mesma forma, a analise das vias de sinalizacdo downstream a
TGF-B pode ser util para o melhor entendimento da patologia adrtica e do efeito

terapéutico do losartan.
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CONCLUSAO
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Considerando os resultados encontrados neste estudo podemos concluir que a
patologia cardiovascular na MPS | envolve multiplos fatores e cascatas de eventos

patoldgicos secunddrios ao acimulo de GAGs.

A ativacdo de receptores associados a proteina G (GPCR), AT1 e B-AR podem
contribuir na progressao das doengas cardiovasculares em camundongos MPS |, o que
foi determinado pelo uso de losartan e propranolol. Na aorta apenas o uso de losartan
melhorou as alteragGes estruturais observadas na fibra de elastina e,

consequentemente, a dilatacdo adrtica.

No coracdo ambos tratamentos melhoraram algumas das manifestacdes
estruturais e a funcdo contrdtil. A analise exploratéria sobre alguma das vias
downstream aos receptores AT1 e B-AR mostrou uma diminuicdo na ativacdo dos
mensageiros secundarios ERK1/2 e AKT, e o aumento na atividade de catepsinas no
coracdo de camundongos MPS |, mas apenas o tratamento com losartan melhorou os
niveis de ativacdo da ERK1/2 e reduziu a atividade de catepsinas totais. O propranolol,
por outro lado, possivelmente teve um efeito benéfico sobre outras vias de sinalizagao

ou proteinas ndo analisadas.

Nossos resultados indicam um papel relevante do receptor AT1 sobre a doenga
cardiovascular na MPS I. O efeito benéfico do losartan sobre ambas alteragdes cardiacas
e vasculares poderia ser utilizado potencialmente como adjuvante no tratamento de

pacientes com MPS I.
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Abstract

Background: Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is a lysosomal storage dis-
order caused by a-L-iduronidase deficiency, resulting in accumulation of gly-
cosaminoglycans (GAG). Ophthalmological manifestations are common in
MPS I patients and often lead to visual impairment. Accumulation of GAG in
corneal or retinal tissues reduces vision causing corneal opacity and neurosen-
sory complications. One available treatment for MPS I patients is enzyme
replacement therapy (ERT), but the results of such treatment on eye disease
are still debatable. Therefore, we aimed to determine the progression of ocular
manifestations as well as the effectiveness of intravenous ERT in MPS I.
Methods: Corneal and retinal analyses were perform in eyes from 2- to
8-month normal and MPS I mice. Some MPS I mice received ERT (1.2 mg/kg
of laronidase) every 2 weeks from 6 to 8 months and histological findings were
compared with controls. Additionally, cornea from two MPS I patients under
ERT were evaluated.

Results: Mouse corneal tissues had GAG accumulation early in life. In the ret-
ina, we found a progressive loss of photoreceptor cells, starting at 6 months.
ERT did not improve or stabilize the histological abnormalities. MPS I
patients, despite being on ERT for over a decade, presented GAG accumulation
in the cornea, corneal thickening, visual loss and needed corneal
transplantation.

Conclusion: We provide data on the time course of ocular alteration in MPS I
mice. Our results also suggest that ERT is not effective in treating the progres-
sive ocular manifestations in MPS I mice and fails to prevent corneal abnor-
malities in patients.

KEYWORDS
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Abstract: Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is caused by genetic deficiency of x-L-iduronidase
and impairment of lysosomal catabolism of heparan sulfate and dermatan sulfate. In the brain,
these substrates accumulate in the lysosomes of neurons and glial cells, leading to neuroinflammation
and neurodegeneration. Their storage also affects lysosomal homeostasis-inducing activity of
several lysosomal proteases including cathepsin B (CATB). In the central nervous system, increased
CATB activity has been associated with the deposition of amyloid plaques due to an alternative
pro-amyloidogenic processing of the amyloid precursor protein (APP), suggesting a potential role
of this enzyme in the neuropathology of MPS I. In this study, we report elevated levels of protein
expression and activity of CATB in cortex tissues of 6-month-old MPS I (Idua -/- mice. Besides,
increased CATB leakage from lysosomes to the cytoplasm of Idua -/- cortical pyramidal neurons was
indicative of damaged lysosomal membranes. The increased CATB activity coincided with an elevated
level of the 16-kDa C-terminal APP fragment, which together with unchanged levels of (3-secretase
1 was suggestive for the role of this enzyme in the amyloidogenic APP processing. Neuronal
accumulation of Thioflavin-S-positive misfolded protein aggregates and drastically increased levels
of neuroinflammatory glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positive astrocytes and CD11b-positive
activated microglia were observed in Idua -/- cortex by confocal fluorescent microscopy. Together,
our results point to the existence of a novel CATB-associated alternative amyloidogenic pathway in
MPS I brain induced by lysosomal storage and potentially leading to neurodegeneration.

Keywords: glycosaminoglycans; cathepsin B; Alzheimer’s disease; amyloid precursor protein;
lysosomes; neuroinflammation
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Abstract

Several studies have been published on the frequency of the mucopolysaccharidoses
(MPS) in different countries. The objective of the present study was to estimate the
birth prevalence (BP) of MPS in Brazil. MPS diagnosis registered at MPS-Brazil Net-
work and in Instituto Vidas Raras were reviewed. BP was estimated by (a) the number
of registered patients born between 1994 and 2015 was divided by the number of
live births (LBs), and (b) a sample of 1,000 healthy individuals was tested for the most
frequent variant in IDUA gene in MPS | (p.Trp402Ter) to estimate the frequency of
heterozygosity and homozygosity. (a) The BP based on total number of LBs was
(cases per 100,000 LBs): MPS overall: 1.25; MPS I: 0.24; MPS II: 0.37; MPS IlI: 0.21;
MPS IV: 0.14; MPS VI: 0.28; MPS VII: 0.02. (b) The overall frequency of p.Trp402Ter
was 0.002. Considering the frequency of heterozygotes for the p.Trp402Ter IDUA
variant in the RS state, the frequency of this variant among MPS | patients and the
relative frequency of the different MPSs, we estimated the birth prevalence of MPS
in total and of each MPS type, as follows: MPS overall: 4.62; MPS |: 0.95; MPS II:
1.32; MPS lll: 0.56; MPS IV: 0.57; MPS VI: 1.02; MPS VII: 0.05. This study provided
original data about BP and relative frequency of the MPS types, in Brazil, based on
the frequency of the commonest IDUA pathogenic variant and in the records of two
large patient databases.
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Abstract

Hunter syndrome or mucopolysaccharidosis type II (MPS II) is an X-linked recessive disease caused by the deficiency of
iduronate 2-sulfatase (IDS), leading to storage of undegraded heparan and dermatan sulfate. Patients with the severe form present
neurological abnormalities, but the mechanisms of such alterations are unknown. Here, we hypothesized that the undegraded
substances found in this disease could be recognized as damage-associated molecular patterns (DAMPS), leading to activation of
the inflammasome. Brains from 2 and 5 months normal and MPS II mice were studied. We observed an increase in cathepsin B
activity in the brain tissue and leakage of'this enzyme from the lysosome to the cytoplasm in a MPS Il neuronal cell line, which is
a known activator of the inflammasome. Furthermore, Caspase-1 activity and IL-1-beta levels were elevated at 5 months,
confirming that this pathway is indeed altered. Our results suggest that undegraded GAG activate the inflammasome pathway
in MPS II and future studies could focus on blocking such pathway to better understand the role of this process to the patho-
genesis of MPS 1L

Keywords Mucopolysaccharidosis type II - Hunter syndrome - Inflammasome - NRLP3 - Caspase-1 - Interleukin-1-beta -
CRISPR-Cas9
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Abstract

Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is caused by deficiency of alpha-L-iduronidase (IDUA), leading to multisystemic
accumulation of glycosaminoglycans (GAG). Untreated MPS I patients may die in the first decades of life, mostly due to
cardiovascular and respiratory complications. We previously reported that the treatment of newborn MPS I mice with
intravenous administration of lipossomal CRISPR/Cas9 complexes carrying the murine Idua gene aiming at the ROSA26
locus resulted in long-lasting IDUA activity and GAG reduction in various tissues. Following this, the present study reports
the effects of gene editing in cardiovascular, respiratory, bone, and neurologic functions in MPS I mice. Bone morphology,
specifically the width of zygomatic and femoral bones, showed partial improvement. Although heart valves were still
thickened, cardiac mass and aortic elastin breaks were reduced, with normalization of aortic diameter. Pulmonary resistance
was normalized, suggesting improvement in respiratory function. In contrast, behavioral abnormalities and neuroinflamma-
tion still persisted, suggesting deterioration of the neurological functions. The set of results shows that gene editing
performed in newborn animals improved some manifestations of the MPS I disorder in bone, respiratory, and cardiovascular
systems. However, further studies will be imperative to find better delivery strategies to reach “hard-to-treat” tissues to
ensure better systemic and neurological effects.
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ABSTRACT

Keywords: Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is a multisystemic disorder caused by the deficiency of alpha-L-idur-
CRISPR/Cas onidase (IDUA) that leads to intracellular accumulation of glycosaminoglycans (GAG). In the present study we
Genome editing aimed to use cationic liposomes carrying the CRISPR/Cas9 plasmid and a donor vector for in vitro and in vivo
Liposome

Lysosomal storage disease
Mucopolysaccharidosis type I
Nonviral vector

MPS I gene editing, and compare to treatment with naked plasmids. The liposomal formulation was prepared by
microfluidization. Complexes were obtained by the addition of DNA at +4/—1 charge ratio. The overall results
showed complexes of about 110 nm, with positive zeta potential of +30mV. The incubation of the complexes
with fibroblasts from MPS I patients led to a significant increase in IDUA activity and reduction of lysosomal
abnormalities. Hydrodynamic injection of the liposomal complex in newbom MPS I mice led to a significant
increase in serum IDUA levels for up to six months. The biodistribution of complexes after hydrodynamic in-
jection was markedly detected in the lungs and heart, corroborating the results of increased IDUA activity and
decreased GAG storage especially in these tissues, while the group that received the naked plasmids presented
increased enzyme activity especially in the liver. Furthermore, animals treated with the liposomal formulation
presented improvement in cardiovascular parameters, one of the main causes of death observed in MPS I pa-
tients. We conclude that the IDUA production in multiple organs had a significant beneficial effect on the
characteristics of MPS I disease, which may bring hope to gene therapy of Hurler patients.
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