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APRESENTACAO
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and mitochondrial dysfunction in Niemann-Pick type C 1 patients: in vitro effect
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treatment;
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antioxidants on DNA damage in fibroblasts from Niemann-Pick type C patients;

e Capitulo 5 - Resultados preliminares da analise haplotipica dos pacientes com

a doenca de Niemann-Pick tipo C;
e Discusséo geral,

e Conclusbes;

e Referéncias;
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RESUMO

Niemann-Pick tipo C (NP-C) é uma doenca lisossomica de depdsito, causada por
disfuncdo nas proteinas NPC1 ou NPC2, responsaveis pelo trafego de lipideos
intracelular. Alteracbes genéticas em uma dessas proteinas resulta em acumulo de
colesterol ndo-esterificado e de glicoesfingolipideos dentro do compartimento
endossomal/lisossomal das células de pacientes afetados. Alguns estudos na literatura
vém relacionando o estresse oxidativo e a inflamacao a fisiopatologia dessa doenca,
entretanto, por se tratar de uma doencga genética rara, poucos estudos investigam como
funcionam esses mecanismos deletérios em pacientes. Além disso, pouco se sabe sobre
o0 efeito do tratamento com miglustate (N-butil-desoxinojirimicina) sobre o estresse
oxidativo e inflamacdo, além da correlacdo com a melhora no dano neurolégico
observado nesses pacientes. Considerando que os marcadores de estresse oxidativo e
inflamacdo tem se mostrado alvos importantes em doencas de acumulo lisossomal e
considerando que a NP-C ndo possui cura e nem tratamento satisfatorio, objetivamos
analisar esses parametros em pacientes durante o tratamento com miglustate com o
intuito de melhor compreender a fisiopatologia da doenca e futuros alvos terapéuticos.
Foram avaliados parametros de dano ao DNA, producdo de citocinas, estresse
oxidativo, assim como marcadores plasmaticos de dano neurolégico. Além disso,
também foram investigados os efeitos in vitro da pB-ciclodextrina nanoparticulada (NS
B-CD) e dos antioxidantes N-Acetilcisteina (NAC) e Coenzima Q10 (CoQ10), em
células de pacientes, no acumulo de colesterol, nos parametros de estresse oxidativo,
dano mitocondrial e na producdo de citocinas. No primeiro capitulo desta tese
encontramos um aumento na producdo de citocinas pro e anti-inflamatorias em
pacientes NP-C no momento do diagnéstico, bem como um efeito benéfico do
miglustat ao diminuir as citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a, nos pacientes NP-C
tratados. Ja no segundo capitulo mostramos que o estresse oxidativo e nitrativo pode
estar a contribuir para a fisiopatologia da NP-C, pois os niveis de lipoperoxidacao e 0s
niveis de nitrito e nitrato estavam aumentados nesses pacientes quando comparados a
individuos saudaveis, assim como o dano ao DNA. As nanoparticulas contendo f-CD
reduziram o colesterol acumulado nos fibroblastos NP-C. Este resultado foi

potencializado pelo uso concomitante das nanoparticulas com os antioxidantes NAC e



CoQ10 em comparacdo com fibroblastos de individuos saudaveis. Além disso,
tratamentos combinando nanoparticulas de B-CD e antioxidantes podem reduzir o
estresse oxidativo mitocondrial, demonstrando vantagens em relacdo ao 3-CD livre.
No terceiro capitulo verificamos uma reducdo dos niveis de dois dos marcadores
plasmaticos de neurodegeneracdo avaliados (PAI-1 e PDGF-AA) em pacientes NP-C,
além da normalizacdo dos niveis de BDNF, NCAM, PFGF-AB/BB e Catepsina D.
Com a analise molecular dos pacientes estudados no capitulo cinco, identificamos
quatro variantes patogénicas previamente descritas, bem como um mesmo padrdo de
SNPs para 0s 2 pacientes que possuem a mesma variante. 1sso nos leva a crer que essa
mutacdo pode ter uma origem comum, visto que esses individuos ndo relacionados
apresentam os mesmos polimorfismos. Nos ensaios in vitro realizados no quarto
capitulo, encontramos um beneficio no tratamento com NAC e CoQ10, através da
reducéo do acumulo de colesterol e da mitigacdo do dano ao DNA em fibroblastos de
pacientes NP-C tratados com estes antioxidantes em comparacao aos fibroblastos néo
tratados. Estas moléculas podem atuar reduzindo ou prevenindo a formacéo de espécies
reativas, protegendo os acidos nucléicos dos danos oxidativos. Os ensaios in vitro
demostraram que ha um efeito positivo do tratamento com antioxidantes, apesar dos
mecanismos ainda ndo estarem claros. Os resultados obtidos nos permitem concluir
que ha envolvimento do dano oxidativo, da inflamacdo e da neurodegeneracdo na
fisiopatologia da NP-C, e que, tanto o miglustate quanto a NSB-CD, NAC e CoQ10,

possuem efeitos protetores nestes processos.

Palavras-chave: Niemann-Pick tipo C; Colesterol; Miglustate; Estresse Oxidativo; N-

Acetilcisteina; Coenzima Q10; B-ciclodextrina nanoparticulada



ABSTRACT

Study of inflammatory mechanisms and oxidative damage in patients with Niemann-
Pick Type C: in vivo effect of miglustat and in vitro of nanoparticulated p-Cyclodextrin,

N-Acetylcysteine and Coenzyme Q10

Niemann-Pick type C (NP-C) is a lysosomal storage disease caused by dysfunction in
NPC1 or NPC2 proteins, responsible for intracellular lipid traffic. Genetic alterations in
one of these proteins result in the accumulation of unesterified cholesterol and
glycosphingolipids within the endosomal/lysosomal compartment of the cells of
affected patients. Some studies in the literature have linked oxidative stress and
inflammation to the pathophysiology of this disease, however, as it is a rare genetic
disease, few studies investigate how these deleterious mechanisms work in patients. In
addition, little is known about the effect of miglustat (N-butyl-deoxynojirimycin)
treatment on oxidative stress and inflammation, in addition to the correlation with the
improvement in neurological damage observed in these patients. Considering that
markers of oxidative stress and inflammation have been shown to be important targets
in lysosomal accumulation diseases and considering that NP-C has no cure or
satisfactory treatment, we aimed to analyze these parameters in patients during treatment
with miglustat in order to better understand the disease pathophysiology and future
therapeutic targets. DNA damage parameters, cytokine production, oxidative stress, as
well as plasma markers of neurological damage were evaluated. In addition, in vitro
effects of B-cyclodextrin nanoparticulated and antioxidants N-Acetylcysteine (NAC)
and Coenzyme Q10 (CoQ10) in patient cells, on cholesterol accumulation, on oxidative
stress parameters, mitochondrial damage and cytokine production were also
investigated. In the first chapter of this thesis, we found an increase in the production of
pro and anti-inflammatory cytokines in NP-C patients at the time of diagnosis, as well
as a beneficial effect of miglustat by decreasing the cytokines IL-1p, IL-6, 1L-10 and
TNF-a, in treated NP-C patients. In the second chapter, we showed that oxidative and
nitrative stress may be contributing to the pathophysiology of NP-C, since the levels of
lipid peroxidation and nitrite and nitrate were increased in these patients when compared

to healthy individuals, as well as high damage to the DNA. The nanoparticles containing



B-CD reduced the cholesterol accumulated in the NP-C fibroblasts. This result was
potentiated by the concomitant use of nanoparticles with the antioxidants NAC and
CoQ10 in comparison with fibroblasts from healthy individuals. Furthermore,
treatments combining B-CD nanoparticles and antioxidants can reduce mitochondrial
oxidative stress, demonstrating advantages over free p-CD. In the third chapter, we
verified a reduction in the levels of two of the neurodegeneration plasma markers
evaluated (PAI-1 and PDGF-AA) in NP-C patients, in addition to the normalization of
BDNF, NCAM, PFGF-AB/BB and Cathepsin D levels. With the molecular analysis of
the patients studied in chapter five, we identified four previously described pathogenic
variants, as well as the same pattern of SNPs for the 2 patients who have the same
variant. This leads us to believe that this mutation may have a common origin, since
these unrelated individuals have the same polymorphisms. In the in vitro assays carried
out in the fourth chapter, we found a benefit in the treatment with NAC and CoQ10,
through the reduction of cholesterol accumulation and the mitigation of DNA damage
in fibroblasts from NP-C patients treated with these antioxidants compared to untreated
fibroblasts. These molecules can act by reducing or preventing the formation of reactive
species, protecting nucleic acids from oxidative damage. In vitro assays have shown that
there is a positive effect of treatment with antioxidants, although the mechanisms are
still unclear. The results obtained allow us to conclude that oxidative damage,
inflammation, and neurodegeneration are involved in the pathophysiology of NP-C, and
that miglustat or the in vitro treatments with NS 3-CD, NAC and CoQ10 have protective

effects on these processes.

Keywords: Niemann-Pick type C; Cholesterol; Miglustat; Oxidative stress; N-

Acetylcysteine; Coenzyme Q10; nanoparticulated p-cyclodextrin
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1 INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do metabolismo

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doencas genéticas que se caracterizam pela
sintese alterada de uma proteina, na maioria dos casos uma enzima, que pode ter sua
atividade parcial ou totalmente reduzida. Como resultado desse defeito genético temos
0 bloqueio de determinada via metabolica levando ao acimulo de substratos e
metabolitos secundarios de metabolizacdo, bem como a diminuicdo de produtos finais
da rota afetada (SCRIVER CR, SLY WA, BEAUDET AL, 2001). Clinicamente esse
blogueio metabdlico se apresenta de forma variavel, sendo geralmente grave ou letal
(WABER, 1990). Os EIM podem ser classificados em trés grandes grupos baseados
em sua fisiopatologia: erros inatos do metabolismo intermediario, doencas envolvendo
deéficit de energia e distarbios na sintese ou degradacdo de macromoléculas complexas
(SAUDUBRAY et al., 2006) (quadro 1).

Apesar da incidéncia isolada de cada uma das doencas metabolicas ser pequena
(visto que geralmente sdo de heranca autossémica recessiva), se forem contabilizados
os dados de cerca dos 500 disttrbios conhecidos (ARAUJO, 2004; SANSEVERINO
MTV, WAIJNER M, 2000; SOUZA; SCHWARTZ; GIUGLIANI, 2002) a frequéncia
acaba se tornando expressiva, chegando a aproximadamente 1/5.000 nascidos vivos
(MARTINS, 2003; SOUZA; SCHWARTZ; GIUGLIANI, 2002). Além disso, deve-se
levar em consideracdo que 0s numeros baixos podem representar ndo so a raridade dos
disturbios como também, a subestimacdo de seu diagndstico e, no que diz respeito a
isto vale destacar o papel fundamental da triagem neonatal, conhecida como “teste do
pezinho”. Esta triagem possibilitou grande avango no conhecimento e tratamento
dessas doencas a partir de sua deteccdo em fase pré-clinica, prevenindo o dano
neurolégico ou mesmo a morte dos pacientes (JARDIM; ASHTON-PROLLA, 1996;
SOUZA; SCHWARTZ; GIUGLIANI, 2002).



28

Quadro 1. Classificagdo dos EIMs de acordo com Saudubray e colaboradores
(SAUDUBRAY; SEDEL; WALTER, 2006).
Erros inatos do As doencas que compde esse grupo podem causar

metabolismo intermediario  intoxicacdo aguda (quadros de acidose metabdlica,
vomitos, letargia e desidratacdo) ou intoxicagdo crénica
(retardo mental, atraso no desenvolvimento psicomotor e
luxacdo do cristalino), tém relagdo com ingesta alimentar
e 0s pacientes podem apresentar intervalos livres de
sintomas. A intoxicacdo acontece pelo acumulo de
componentes toxicos e de metabdlitos, provenientes do
bloqueio das rotas metabolicas ou de vias alternativas de
metabolizagdo. Fazem parte deste grupo as
aminoacidopatias (ex.: fenilcetonuria, doenca do xarope
do bordo, homocistindria), acidemias organicas
(acidemia isovalérica, acidemia metilmalénica), defeitos
no ciclo da ureia (argininemia) e as intolerancias aos
acucares (galactosemia).

Doencas envolvendo déficit  Neste grupo de doencas, os sintomas sdo causados por

de energia deficiéncia, total ou parcial, na obtencéo ou utilizacdo de
energia pelos diversos tecidos. As doencas envolvendo
defeitos mitocondriais sdo geralmente mais severas, mas
nessas desordens também se incluem as doencas de
deposito de glicogénio, defeitos de gliconeogénese,
acidemias laticas congénitas e defeitos de oxidacdo dos
acidos graxos.

Distarbios na sintese ou Este grupo envolve organelas celulares e inclui doencas

degradacéo de que perturbam a sintese ou o catabolismo de moléculas

macromoléculas complexas  complexas. Os sintomas sdo permanentes, progressivos,
independentes de eventos intercorrentes e ndo
relacionados a ingestdo de alimentos. Fazem parte deste
grupo as doencas lisossdmicas de depdsito (ex.: doenca
de Gaucher, doenca de Fabry, mucopolissacaridoses,
Niemann-Pick, entre outras) e as desordens
peroxissomais (ex.: adrenoleucodistrofia ligada ao X,
doenca de Refsum, sindrome de Zellweger e outras)

1.2 Doengas lisossémicas de depdsito

Doengas de lisossdmicas de deposito (DLDs) sdo EIMs que afetam a funcédo do
lisossomo. As DLDs compreendem um grupo de aproximadamente 70 disturbios
monogénicos do catabolismo lisossomal, a maioria dos quais séo herdados como tragos

autossomicos recessivos, mas trés sdo ligados ao X (PLATT et al., 2018b).
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Esses disturbios sdo causados por mutacbes em genes que codificam proteinas
lisossomais, como glicosidases, proteases, proteinas integrais de membrana,
transportadores, modificadores ou ativadores enzimaticos (PLATT et al., 2018b).
MutacOes em genes lisossomais afetam a funcdo da proteina codificada, resultando em
mau funcionamento lisossomal e no acumulo gradual de substratos dentro do
lisossomo, o que acaba levando a disfuncdo celular e morte celular (PLATT et al.,
2018b). O acumulo de macromoléculas na maioria das DLDs inicia-se na vida fetal e

torna-se evidente clinicamente nos dois primeiros anos de vida (P. et al., 2003).

1.3 Niemann-Pick tipo C

A doenca de Niemann-Pick tipo C (NPC1, MIM*607623; NPC2, MIM*607625) €
uma DLD, causada por variantes patogénicas no gene NPC1 ou NPC2 (menos de 5%).
A NPC1 é uma grande proteina transmembrana de 1278 aminoéacidos e se localiza nos
endossomos tardios/lisossomos (LE/L), enquanto a NPC2 é uma pequena proteina de
ligacdo ao colesterol solivel que contém 151 residuos de aminoacidos (BLOM, 2003).
Essas proteinas estdo envolvidas no transporte intracelular de lipideos, e quando uma
delas se encontra disfuncional causa o acimulo de colesterol néo esterificado e outros
lipideos, como a glicosilceramida e os gangliosideos GM2 e GM3 nas células de
tecidos periféricos (figado, bago) e no sistema nervoso central (SNC) de individuos
afetados (VANIER, 2013). (Fig.1).

A NP-C é uma doenca de carater hereditario autossémico recessivo, com uma
incidéncia média de 1:89.000 nascidos vivos, entretanto esse dado pode ser
subestimado, devido aos amplos aspectos clinicos em que se apresenta (WASSIF et
al., 2016). Existem cerca de 420 mutaces no gene NPC1 relatadas como
possivelmente causadoras de doenca, de acordo com a The Human Gene Mutation
Database (HGMD) (INSTITUTE OF MEDICAL GENETICS IN CARDIFF, [s. d.]).
Um estudo conduzido por Polese-Bonatto e colaboradores em 2019 demonstrou que as
mutacdes mais recorrentes nos pacientes NP-C1 brasileiros € a p.Alal035Val (27%),
seguido pela p.Pro1007Ala (16,9%) (POLESE-BONATTO et al., 2019).
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Figura 1. Transporte de colesterol em células normais e deficientes das proteinas NPC. Adaptado
de (PATTERSON, 2003)

1.3.1 Sintomatologia e achados clinicos

A NP-C é uma doenca multissistémica que pode se manifestar em diferentes
etapas do desenvolvimento do individuo (Fig. 2), aléem de ter sintomas inespecificos e
que podem ser confundidos com outras doencgas, 0 que torna o diagnostico, realizado
somente em centros especializados, bastante dificil (PATTERSON et al., 2017).
Classificada como uma doenga neurovisceral, a NP-C possui manifestagdes clinicas
bastante heterogéneas, que dependem da idade do aparecimento dos sintomas nos
pacientes, podendo incluir hepatoesplenomegalia, ictericia, sintomas neurolégicos
(disartria, disfagia, paralisia supranuclear vertical, crises convulsivas) e psiquiatricos
(transtorno bipolar, esquizofrenia, déficit cognitivo) (PATTERSON et al., 2017). Os
danos neuroldgicos observados nos pacientes sdo devido a neurodegeneracdo das

celulas de Purkinje no cerebelo (YAMADA et al., 2001) além de manifestacdes em
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outras regibes cerebrais, como inchamento neuronal, degeneracéo e formacao ectopica
de dendritos (PRESSEY et al., 2012). A deméncia é um sintoma comum em pacientes
com NP-C, com achados histopatoldgicos post-mortem semelhantes aos encontrados
na doenca de Parkinson o que sugere que a biologia celular de NP-C acelera o
processamento da proteina precursora de amiloide e os defeitos de fosforilagdo de tau

tipicamente associados ao envelhecimento na populacdo em geral (AUER et al., 1995).

Doenga de Niemann-Pick Tipo C

Comprometimento Sistémico
(Hepato)Esplenomegalia
* Ausente em 15% dos casos;

Idade de inicio varidvel;
* Sempre antecede manifestagSes
neuroldgicas;
Pode regredir com a idade.

Colestase
neonatal

Ascite fetal/ [ o
Hidropsia [fatal)

Idade (anos)

1850 NO | l
desermohimants

mator, hipotonia  Dificuldade de l
marcha, faltade = v == S—
jeito, atraso na Problemas
fala, cataplexia escolares, staxis
{convulsBes)
|cataplaxia)

Ataxia, distonia,
problemas psiguidtricos
(deméncia)
Paralisia do olhar supranuclear vertical

Comprometimento Neuroldgico

Pariado — E
Lagends de micio Curagle

Figura 2. Sinais e sintomas da doenca, de acordo com a idade das manifestagdes. Adaptado de
(SAUDE, 2020)

1.3.2 Diagnostico

O diagnostico de NP-C se da pela presenca de colesterol néo esterificado em grande
quantidade em fibroblastos, determinado pela coloracédo de Filipin (Vanier & Latour,
2015). O colesterol intracelular sofre oxidacdo de diferentes maneiras, podendo ser
mediado por enzimas ou através de rea¢es ndo enzimaticas (Fig. 3). Os produtos de
colesterol oxidado, especificamente colestano-3p,5a,6p-triol (3B, 5a, 6p-triol) e 7-
cetocolesterol (7-KC), sdo marcadamente aumentados no plasma de pacientes com NP-
C e em modelos animais, enquanto permanecem normal em outras DLDs (JIANG et
al., 2011). Esses achados indicam que 3p,5a,6B-triol e 7-KC s&o marcadores
bioquimicos especificos da doenca NP-C e sugerem uma possivel utilidade destes no

diagnodstico e avaliacdo terapéutica dessa desordem (RIBAS et al., 2016). Outro
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importante biomarcador de NP-C recentemente descoberto é a liso-esfingomielina-509
(Lyso-509), que se encontra aumentado em pacientes e se correlaciona com o
agravamento dos sintomas neuroldgicos (GIESE et al., 2015) Entretanto, atualmente o

diagnostico confirmatorio da NP-C ¢ ainda realizado através da analise molecular dos

genes NPC1 e NPC2 (MCKAY BOUNFORD; GISSEN, 2014).
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Figura 3. Rotas metabdlicas de oxidacéo do colesterol. Adaptado de (HAMMERSCHMIDT et
al., 2018)

1.3.3 Tratamento

Uma vez que ndo héa cura para a NP-C, o tratamento consiste em minimizar os
sintomas, podendo-se fazer 0 uso de antidepressivos e antipsicoticos com intuito de
melhorar a qualidade de vida dos individuos afetados (PATTERSON et al., 2012a).
Miglustate (N-butil-desoxinojirimicina), uma molécula de imino-aclcar capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), foi o primeiro tratamento especifico para

NP-C proposto. Inicialmente empregado para doenca de Gaucher, 0 miglustate age
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como inibidor da enzima glicosilceramida sintase e diminui a producdo de
glicoesfingolipideos (FECAROTTA et al., 2015). Testes clinicos e estudos
observacionais tém demonstrado que esse medicamento melhora ou pelo menos
estabiliza as manifestacGes neuroldgicas, provavelmente por diminuir as concentracfes
de GM2 e GM3 no cérebro de pacientes NP-C (PATTERSON et al., 2020). Um estudo
recente do nosso grupo de pesquisa demonstrou que pacientes em uso de miglustate
apresentaram uma diminuicdo dos niveis de oxiesterois, mais especificamente do
3B,5a,6p-triol, indicando que esse tratamento causa uma melhora no status bioquimico
desses individuos (HAMMERSCHMIDT et al., 2018). O uso de B-ciclodextrina (-
CD) e de seus derivados tem sido investigado pelo seu potencial em remover o
colesterol acumulado nas células de individuos NP-C, uma vez que esses compostos
podem formar um complexo de inclusdo supramolecular com o colesterol, aumentando
a aparente solubilidade deste em &gua, facilitando sua remocdo do compartimento
lisossomal (DONIDA et al., 2020).

1.3.4 Mecanismo de dano neuronal

Os mecanismos pelos quais o dano neuroldgico ocorre nos pacientes NP-C nédo
estdo bem estabelecidos, entretanto o efeito do acimulo cerebral de colesterol e dos
gangliosideos GM2 e GM3 tem sido estudado. Alguns estudos em modelos animais
tém sugerido que a ativacao da microglia contribui para a degeneracgéo das células de
Punkinje, destruindo seus dendritos (KAVETSKY et al., 2019), enquanto outros
apontam para a diminuicdo na disponibilidade de vesiculas para exocitose,
principalmente nas sinapses GABAérgicas, pela acdo indireta de regulacdo do
colesterol nas vesiculas exociticas pela proteina NPC1 (XU et al., 2010). Em estudos
com animais knockout para o gene NP-C o acimulo de colesterol nas mitocondrias
vem sendo relacionado com a inibicdo da producdo de ATP e diminuicdo da
disponibilidade de GSH, o que leva a disfuncdo mitocondrial, e por consequéncia a
morte neuronal (SAFFARI et al., 2017). Além disso, modelos in vitro utilizando
neurdnios formados por inducédo de células-tronco pluripotentes oriundas de pacientes
NP-C mostraram que ha um defeito no fluxo autofagico nessas células, o que pode

estar relacionado com a morte celular (MAETZEL et al., 2014b). A neuroinflamagéo
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também exerce um papel importante no processo neurodegenerativo que ocorre nessa
doenga. (SHIN et al., 2019a) encontraram um aumento na expressdo de genes
responsivos aos interferons (IFN) -y e -o, bem como a elevagdo dos niveis de IP-
10/CXCL10 e outras citocinas responsivas a IFN-y no cerebelo de camundongos NPC"
" indicando que esse mecanismo leva a resposta pro-inflamatoria envolvendo diversas
células do SNC.

Muitas das doengas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (DP) e a
doenca de Alzheimer (DA), compartilham mecanismos comuns sugerindo que podem
ser extrapolados para outras doencas que causam degeneracao do tecido cerebral, como
os IEM, incluindo NP-C (BEN-MENACHEM; KYLLERMAN; MARKLUND, 2000;
PETROU; TERZIDAKI, 2017; SCAINI et al., 2017).A disfuncdo do sistema
neurotransmissor e a perda de sinapses sdo caracteristicas de doencas
neurodegenerativas, uma vez que populacfes neuroquimicas especificas de neurdnios
podem ser mais vulnerdveis a degeneracdo devido a alteragBes especificas na
plasticidade sindptica (BIERER et al., 1995). Diversos estudos que investigam essas
doencas tém relatado a ocorréncia de alteracbes em marcadores envolvidos na
plasticidade, sinaptogénese, neurogénese, mielinizacdo e autofagia, como o
(COVACEUSZACH et al., 2009; KOJIMA; MIZUI, 2017). Recentemente, Scaini e
colaboradores descreveram pacientes acometidos pela doencga da urina do xarope de
bordo, um defeito na rota catabolica dos aminoacidos de cadeia ramificada,
principalmente a leucina, e que também apresentam importantes sequelas
neuroldgicas, possuem niveis alterados de marcadores plasmaticos de inflamacéo e
neurodegeneracdo (como catepsina-D e células de adeséo neuronal) (SCAINI et al.,
2017). Ainda assim, varios estudos mostram que esses marcadores estdo alterados em
outras patologias e que seu uso pode ser util, até mesmo como marcador precoce de
doengas como DA, DP e doenca de Huntington (BIERER et al., 1995; BRUNO et al.,
2009). Entretanto até o0 momento ndo existem dados na literatura com foco nesse
aspecto em NP-C, ou seja, avaliando os marcadores de neurodegeneracédo periférica:
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), e molécula de adesdo neuronal
(NCAM), que estdo envolvidos na plasticidade no sistema nervoso central; fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF-AA e PDGF-AB/BB); principal protease
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aspartica lisossomal envolvida na regulacdo da apoptose e processos inflamatorios
(catepsina-D) e inibidor do ativador do plasminogénio-1 total (PAI-1 total) nem

mesmo o efeito do atual tratamento com miglustate sobre esses parametros.
1.3.5 Envolvimento mitocondrial na doenca Niemann-Pick C

Disturbios no transporte e armazenamento de colesterol estdo associados a
outras disfuncdes celulares, como alteragdes na distribuicdo das organelas celulares,
propriedades alteradas da membrana plasmatica e do reticulo endoplasmético (ER),
desregulacdo de localizacdo intracelular de varias proteinas ou alteracdes na expressao
de genes, incluindo elementos de importantes vias de sinalizacio (WOS et al., 2016).
Além do acumulo de colesterol caracteristico no compartimento
endossomal/lisossomal das células de pacientes NP-C, estudos recentes mostram que
as mitocondrias também acabam sendo comprometidas e acumulam colesterol no seu
interior (KENNEDY et al., 2014). Os niveis elevados de colesterol mitocondrial
contribuem para o desenvolvimento de estresse oxidativo (por exemplo, através de
defeitos na fosforilagdo ou na importagdo mitocondrial de glutationa) o qual, por sua
olesteol vez, promove alteragfes metabolicas. Alteracdes metabolicas em células
deficientes de NPC1 incluem aumento de producdo de lactato, defeitos na cadeia
respiratéria mitocondrial, transporte prejudicado de ATP atraves da membrana
mitocondrial e aumento do estresse oxidativo. Essas altera¢cdes s6 ocorrem quando ha
um acumulo de colesterol intramitocondrial, e sdo revertidas quando ha o bloqueio do
transporte do colesterol do lisossomo a mitocondria (KENNEDY et al., 2014). Ja foi
descrito que o excessivo acumulo de colesterol em fibroblastos de pacientes NP-C é
acompanhado por mudancas na organizacao da rede mitocondrial e também por alterar
a funcdo desta organela (WOS et al., 2016). Além disso, as células de pacientes NP-C
apresentaram baixos niveis de ATP, apesar de um aumento de sua massa, sugerindo
uma disfuncdo mitocondrial em termos de fosforilacdo oxidativa, bioenergética e

metabolismo celular.
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1.4 Espécies reativas de oxigénio, radicais livres e estresse oxidativo

Radicais livres (RL) s@o estruturas quimicas com um elétron desemparelhado no
seu ultimo orbital, ou seja, ocupando um orbital atbmico sozinho, conferindo uma alta
reatividade a molécula (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Em nosso organismo
sdo produzidos radicais livres de carbono, enxofre, nitrogénio (espécies reativas de
nitrogénio ou ERN) e oxigénio (espécies reativas de oxigénio ou ERO), sendo estas
ultimas as que ganham maior destaque devido a sua alta reatividade e aos danos gerados
as biomoléculas. As ERO podem ser produzidas por fontes exogenas, tais como a
radiacdo, cigarro, solventes organicos, agrotoxicos (ex. paraguat) e medicamentos (ex.
paracetamol) e por fontes enddgenas, através de processos como a degradacdo de
acidos graxos, a fagocitose, citocromo P-450 e cadeia de transporte de elétrons. O
termo ERO é utilizado tanto para RL de oxigénio, como o superédxido (O2™), o radical
hidroxil (OH") e o oxigénio singlete (*O,), quanto para alguns ndo radicais capazes de
gerar RL, como por exemplo, o peroxido de hidrogénio (H202) que pode produzir o
OH" (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Os RL também estdo envolvidos em
diversas funcdes fisiologicas, como por exemplo, no sistema imune (armazenados nos
fagocitos para atacar potenciais patdgenos), na sinalizacdo celular e na inducdo da
resposta mitogénica (PIZZINO et al., 2017), entretanto, quando sua producdo é
exacerbada, podem causar danos as biomoléculas (YOUNG J., WOODSIDE, 2001).

1.5 Defesas ndo-enzimaticas e enzimaticas

Em situacdes fisiologicas 0 organismo consegue minimizar a acdo das ERO
através do sistema de defesa antioxidante. A definicdo classica para o termo
antioxidante é a de qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracfes
em relacdo a um substrato oxidavel, significativamente diminui ou previne a oxidagao
deste substrato. As defesas antioxidantes que atuam em sistemas bioldgicos sdo
compostas por antioxidantes ndo enzimaticos e antioxidantes enzimaticos. Nos
primeiros estdo incluidas as vitaminas (como por ex., vitaminas A, C e E), a GSH, os
carotenoides, proteinas ligantes de metal (transferrina, ferritina), dentre outros. Os
antioxidantes ndo enzimaticos podem atuar de diversas maneiras, por exemplo, através

da remocao do oxigénio presente no meio, como detoxificadores/sequestradores de RL,



37

quelantes de ions metalicos e reparadores de lesdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015). J4, entre os antioxidantes enzimaticos, tém-se as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase (GPx). A SOD é uma metaloenzima
que catalisa a dismutagdo do O2™ ao H202, 0 qual € menos reativo e pode ser degradado
por outras enzimas, como a CAT ou a GPx. A CAT é uma ferrihemoenzima, localizada
nos peroxissomos, cuja principal funcéo é converter H.O> a agua e oxigénio. A GPx €
uma seleno-enzima que representa a principal defesa mitocondrial contra o H2O2, ja
que essas organelas, em geral, ndo possuem a CAT. A acdo da GPx é baseada na
oxidacdo da GSH ao dissulfeto correspondente (glutationa oxidada - GSSG) com
consequente reducdo do H.0; a agua (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

De uma forma geral, o sistema de defesa antioxidante atua convertendo as
especies reativas em derivados inativos. Entretanto, em situaces patolégicas, pode
ocorrer 0 aumento da producdo de RL e/ou uma diminuicéo da capacidade do sistema
antioxidante, gerando uma condigdo conhecida como estresse oxidativo (Fig. 4).
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Figura 4. Estresse oxidativo. Adaptado de (SCANDALIOS, 2002)

Entre as principais consequéncias do estresse oxidativo estdio (BECKMAN;
AMES, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; RAMOS-VASCONCELOQOS;
ALVES; HERMES-LIMA, 2000):
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- lipoperoxidagdo das membranas celulares, podendo alterar sua fluidez e
permeabilidade;

-+ oxidacdo de proteinas, o que leva a alteracdo da atividade enzimatica e
mesmo a desnaturacao,
+ lesé@o ao DNA/RNA celular, podendo causar mutagdes que, por sua vez,
levam ao aparecimento de doengas como céancer, Parkinson, entre outras.

1.6 Antioxidantes

Diversas moléculas com acgédo redutora tém sido empregadas com a finalidade de
mitigar os efeitos oxidantes em muitas doencas, entre elas os EIMs e as DLDs. A N-
acetilcisteina (NAC) ¢é a forma acetilada do aminoacido cisteina, e tem sido relatada
como uma molécula scavenger de ERO, capaz de regular as reacbes redox e
consequentemente alterar a sinalizacdo celular, e reduzir as citocinas inflamatorias
(DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011; PARASASSI et al., 2010) (Fig. 5). Em um
modelo in vitro de células gliais, Marchetti e colaboradores demostraram um efeito
protetor da NAC frente ao metabolito C26:0, acumulado na adrenoleucodistrofia ligada
ao X (MARCHETTI et al., 2018b). A NAC também foi capaz de aumentar os niveis
de GSH no figado de camundongos Npcl™ e, com a sua utilizacio, observou-se uma
melhora nos sintomas neuroldgicos e aumento de sobrevivéncia dos animais, porém
ndo se observou efeito sobre o estresse oxidativo (razdo GSH/GSSG e capacidade

antioxidante total) ou nos niveis de oxiesterdis em pacientes (FU et al., 2013).

Figura 5. Estrutura molecular da N-acetilcisteina.

A coenzima Q10 (CoQ10) € parte integrante da cadeia transportadora de elétrons

(CTE) e essencial para a producdo de ATP, além de atuar como um antioxidante
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lipofilico (HARGREAVES, 2003) (Fig. 6). A sintese de CoQ10 se da em todos os
tecidos, mas a concentracdo plasmatica depende da biossintese hepatica (WEBER;
BYSTED; HOLMER, 1997). De acordo com (MONTERO et al., 2019), pacientes
portadores de EIM com envolvimento neurologico (ex. fenilcetoniria e
mucopolissacaridoses) apresentam diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de CoQ10,

demonstrando um possivel papel da molécula na fisiopatologia dessas doencas.

Figura 6. Estrutura molecular da coenzima Q10

1.7 Inflamacéo

A inflamacéo ¢é descrita como uma resposta inespecifica a uma agressao, sendo
considerada um mecanismo de defesa do organismo contra agentes agressores de
diferentes origens, (quimica, fisica ou bioldgica), e é a resposta mais precoce quando ha
uma lesdo tissular ou quadro infeccioso (TILLEY; COFFMAN; KOLLER, 2001). Os
processos inflamatdrios sdo, de certa forma, uma desordem complexa envolvendo
diferentes células e componentes moleculares (MURIACH et al., 2014).

Em conjunto com o estresse oxidativo, a inflamacdo esta associada com o0s
mecanismos fisiopatoldgicos de diversas doengas, como desordens neurodegenerativas
e distarbios neurometabdlicos (CAI; LIU, 2012; CSISZAR et al., 2008). Apesar de
fisioldgicos, os processos inflamatorios podem levar a exacerbacao de outras condicfes
pré-existentes ou a uma resposta inadequada, formando juntamente com outros fatores,
0s componentes significativos de muitas doencas, dentre elas os EIMs (RANG, H.P.
J.M. RITTER, R.J. FLOWER, 2016).
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As citocinas sdo proteinas que possuem papel importante na reposta inflamatdria,
uma vez que estdo envolvidas tanto no desenvolvimento como na manutencdo e
supressdo desse processo. Ja foram identificadas diversos desses compostos, que
formam um grande conjunto de proteinas que contém as interleucinas (IL), fatores de
necrose tumoral (TNF), interferonas (IFN), quimiocinas e fatores estimuladores de
coldnia (CSF). Dependendo da agdo que tem sobre o organismo, as citocinas podem ser

classificadas de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo das citocinas inflamatorias de acordo com Tayal et. al (TAYAL,;
KALRA, 2008).

Classificacdo Exemplos

Pro-inflamatorias IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a,
GM-CSF

Anti-inflamatodrias IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-

As citocinas pro-inflamatorias agem pela ativacdo das células sanguineas
brancas, como macréfagos, linfocitos NK (do inglés, Natural Killer), T e B, e
estimulando a sintese de imunoglobulinas, enquanto as citocinas anti-inflamatdrias
exercem um papel de retroalimentacéo negativa ao regular a producéo das citocinas pro-
inflamatdrias e suprimir a acdo dos mondcitos (GALIC; RIAZI; PITTMAN, 2012;
TILLEY; COFFMAN; KOLLER, 2001).

Visto isso, alguns estudos tém demonstrado o desequilibrio da resposta
inflamatoria nos EIM e nas DLDs, como os achados referente ao aumento da producéo
de citocinas pro-inflamatorias em pacientes com a doenca da Urina do Xarope do Bordo
(MESCKA et al., 2015), adrenoleucodistrofia ligada ao X (MARCHETTI et al., 2018a)
e MPS tipo IVA (DONIDA et al., 2015) encontrados recentemente.

1.8 Estresse oxidativo, inflamacéo e Niemann-Pick tipo C

Nos ultimos anos muito tem se falado sobre o papel dos RL na fisiopatologia de
diversas doencgas humanas, e especialmente em doengas neurodegenerativas, como DA
e DP (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019). Alguns estudos ja evidenciaram o papel

do estresse oxidativo na fisiopatogenia de algumas DLDs e em outros EIM, uma vez
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que o acumulo de metabdlitos toxicos que acontece nessas doengas pode levar a um
aumento excessivo na produgéo de ERO (BARSCHAK et al., 2007; DONIDA et al.,
2017; DOS SANTOS MELLO et al., 2015; JACQUES et al., 2016; MARCHETTI et
al., 2018b; WAJINER et al., 2004).

Andlises in vitro demonstraram que fibroblastos deficientes da proteina NPC1
apresentam aumento do conteddo de ERO e consequente peroxidacdo lipidica
(REDDY; GANLEY; PFEFFER, 2006; ZAMPIERI et al., 2009). Além disso, estudos
em animais indicaram estresse oxidativo em figado de ratos com NP-C, com aumento
de proteinas carboniladas e diminuicdo de GSH (VAZQUEZ et al., 2012). Também ja
se evidenciou em cerebelo de camundongos Npcl1™ a diminuicio da atividade da CAT
e aumento de ERO (SEQUEIRA et al., 1998). Kim e colaboradores encontraram um
aumento na producdo de oxido nitrico (NO) em celulas-tronco neurais de ratos
deficientes de NPC, bem como um aumento na expressdo da enzima 0xido nitrico
sintase (NOS) no cérebro desses mesmos animais, indicando um possivel papel para
esse agente oxidante na neurodegeneragédo encontrada nessa doenca (KIM, S.-J. et al.,
2008).

Corroborando com os achados em animais, estudos realizados com pacientes
portadores de NP-C demonstraram aumento da lipoperoxidacdo e proteinas
carboniladas em plasma, bem como aumento da atividade da GPx em eritrocitos
(RIBAS et al., 2012). Além disso, Fu e colaboradores encontraram uma reducdo da
fracédo reduzida da CoQ10 e da capacidade antioxidante equivalente de trolox em soro
de pacientes NP-C, indicando niveis aumentados de estresse oxidativo nesses
individuos (FU et al., 2013). Sabe-se que a resposta inflamatoria se encontra
intimamente relacionada com as defesas antioxidantes e com o estresse oxidativo. Em
uma “via de mado dupla”, ERO/ERN sdo capazes de alterar diferentes vias de
sinalizacdo, estimulando a liberacdo de citocinas e outros mediadores pro-
inflamatorios. Da mesma maneira, a sustentacdo de estados inflamatorios pode
promover um aumento do estresse oxidativo (HIGDON et al., 2012; MARINHO et al.,
2014; OKUN; GRIFFIOEN; MATTSON, 2011; OLSEN; CORNELIUS;
GREGERSEN, 2015). Dentre os principais mediadores entre a inflamacéo e as
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ERO/ERN, encontram-se o fator nuclear-kappa B (NF-xB), a enzima heme oxigenase-
1 (HO-1) e o fator nuclear eritroide 2 (Nrf-2).

Nesse contexto, Vazquéz et al. encontraram um aumento na expressao de HO1
em figado de camundongos NP-C, indicando que ha envolvimento do estresse
oxidativo e inflamacdo na fisiopatologia dessa doenca (VAZQUEZ et al., 2011). Ja
Cologna e colaboradores verificaram um aumento de 1L16 e uma diminuigéo de IL 4,
10 e 13 em liquido cefalorraquidiano de pacientes NP-C tratados ou ndo com
miglustate, demonstrando que esses marcadores inflamatorios podem estar
correlacionados com a progressdo neuroldgica da doenca (COLOGNA et al., 2014).
Em outro estudo utilizando modelo animal, a andlise multiplex de proteinas confirmou
que IFN-y e IP-10/CXCL10 foi significativamente regulada de forma positiva na fase
pré-sintomatica e mais exacerbada na fase terminal da doenca, descrevendo novos
padrdes de sinalizacdo do IFN na NP-C e indicando o possivel uso de antioxidantes
como tratamento adjuvante nessa desordem (SHIN et al., 2019a). Ademais, a literatura

carece de dados de pacientes a respeito desses biomarcadores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os mecanismos de estresse

oxidativo, inflamacgéo e neurodegeneracdo em pacientes portadores de NP-C durante o

tratamento com miglustate, bem como avaliar o efeito in vitro da B-ciclodextrina

nanoparticulada e dos antioxidantes N-acetilcisteina e Coenzima Q10 em cultura de

fibroblastos derivados de biopsia de pele de pacientes NP-C.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Capitulo 1:

a)

b)

d)

Avaliar os niveis de colestano-3p,50,6B-triol em plasma de pacientes em
tratamento com miglustate;

Quantificar os niveis intracelulares de colesterol em pacientes,

Determinar os niveis de citocinas pré- e anti-inflamatorias, nomeadamente
interleucinas (IL-1p, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10), interferon-gama (IFN-y), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-o) e fator estimulante de colonia de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF) em plasma e fibroblastos de pacientes;
Verificar os efeitos do tratamento in vitro com N-acetilcisteina e Coenzima

Q10 sob o acumulo de colesterol e producéo de citocinas.

2.2.2 Capitulo 2:

a)

b)

Avaliar os niveis de estresse oxidativo em pacientes através das dosagens de
nitrito + nitrato (NO3z™ + NO2") plasmaticos, 8-isoprostanos urinarios e dano
ao DNA;

Verificar o efeito in vitro dos tratamentos com antioxidantes (N-
Acetilcisteina e Coenzima Q10) e B-ciclodextrina nanoparticulada sobre o
acumulo de colesterol;

Determinar dano mitocondrial em fibroblastos de pacientes, bem como o

verificar o possivel efeito benéfico dos tratamentos com antioxidantes (N-
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Acetilcisteina e Coenzima Q10) e com B-ciclodextrina nanoparticulada in

vitro sobre esse parametro;

Capitulo 3:

a) Identificar as variantes patogénicas no gene NPC1 apresentadas pelos
pacientes recrutados;

b) Determinar os niveis urinarios de colestano-3p,5a,6B-triol em pacientes e
individuos saudaveis;

c) Avaliar a producdo de marcadores periféricos de neurodegeneracdo em
pacientes, nomeadamente BDNF, NCAM, PDGF-AA, PDGF-AB/BB,
Catepsina D e PAI-Total.

Capitulo 4:
a) Avaliar dano ao DNA em pacientes através do ensaio do cometa alcalino;
b) Investigar o efeito in vitro dos tratamentos com os antioxidantes (N-

Acetilcisteina e Coenzima Q10) sobre o dano ao DNA.

Capitulo 5:

a) Avaliar o genotipo de pacientes ndo relacionados, diagnosticados
clinicamente ou pela coloracgéo de Filipin com NP-C, utilizando um painel
customizado para analise de genes relacionados com DLDs, através da
tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing
— NGS).
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3 RESULTADOS

3.1 Capitulo 1: Cytokine profile and cholesterol levels in patients with Niemann-Pick
type c disease presenting neurological symptoms: in vivo effect of miglustat and

in vitro effect of n-acetylcysteine and coenzyme Q10

Artigo publicado na revista Experimental Cell Research (fator de impacto =

4,145)
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O capitulo | ¢ constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo,
gue no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as
paginas 49-57.

Hammerschmidt TG, Donida B, Faverzani JL, Moura AP, Dos Reis BG, Machado
AZ, Kessler RG, Sebastido FM, Reinhardt LS, Moura DJ, Vargas CR. Cytokine
profile and cholesterol levels in patients with Niemann-Pick type C disease
presenting neurological symptoms: in vivo effect of miglustat and in vitro effect of
N-acetylcysteine and coenzyme Q10. Exp Cell Res. 2022 Jul 15;416(2):113175. doi:
10.1016/j.yexcr.2022.113175. Epub 2022 Apr 27. PMID: 35487270.






3.2 Capitulo 2: Evidence of redox imbalance and mitochondrial dysfunction in
Niemann-Pick type c¢ 1 patients: the in vitro effect of combined therapy with

antioxidants and S-cyclodextrin nanoparticles

Artigo submetido a revista Metabolic Brain Disease (fator de impacto=
3,655)
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O capitulo 11, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as 61-85, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparagao
para publicagdao em periodico cientifico. Consta da descricao da investigacao dos
mecanismos de estresse oxidativo e o efeito dos tratamentos in vitro com N-
acetilcisteina, Coenzima Q10 e B-ciclodextrina nanoparticulada sobre esses parametros

e 0 acumulo de colesterol em pacientes com a doenca de Niemann-Pick tipo C.






3.3 Capitulo 3: Plasmatic neurodegeneration markers in Niemann-Pick type C1

patients: beneficial effects of miglustat treatment

Artigo submetido a revista Clinica Chimica Acta (fator de impacto = 6,314)
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O capitulo 11, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as 89-109, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparagao
para publicagdao em periodico cientifico. Consta da descricao da investigacao dos
marcadores periféricos de neurodegeneracdo, bem como da analise molecular do gene

NPC1 em pacientes com a doenca de Niemann-Pick tipo C.






3.4 Capitulo 4: Beneficial in vitro effect of antioxidants on DNA damage in

fibroblasts from Niemann-Pick type C 1 patients

Artigo submetido a revista International Journal of Developmental

Neuroscience (fator de impacto = 2,540)
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O capitulo VI, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as 113-129, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparacao para publicacao em periodico cientifico. Consta da descrigao do efeito in
vitro da N-acetilcisteina e da Coenzima Q10 sobre o dano ao DNA em fibroblastos

derivados de pacientes com a doenca de Niemann-Pick tipo C.






3.5 Capitulo 5: Resultados preliminares da determinacéo de genétipo e haplotipo

em pacientes brasileiros portadores da doenca de Niemann-Pick Tipo C

Trabalho realizado durante missdo de estudos no exterior, a ser submetido

a revista cientifica.
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O capitulo V, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as 133-141, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparagao para publicagao em periédico cientifico. Consta da descri¢ao da investigagao
dos haplétipos apresentados pelos pacientes com a doenca de Niemann-Pick tipo C para
0 gene NPC1.
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4 DISCUSSAO

As principais caracteristicas neuroldgicas apresentadas pelos pacientes com NP-
C sdo vacuolizacdo citoplasmatica neuronal generalizada, distrofia neuroaxonal e
perda neuronal principalmente das células de Purkinje, formacéo de meganeurito nos
neurdnios piramidais corticais e dendritogénese ectopica, gliose e neuroinflamacao,
devido ao acumulo de colesterol intracelular e armazenamento ganglionar (STEIN et
al., 2012). Estes achados se refletem em uma sintomatologia ampla e heterogénea,
como ataxia, paralisia supranuclear vertical do olhar, distonia, disfagia, declinio
intelectual e convulsdes (PLATT et al., 2018b). Bioguimicamente, esses pacientes
apresentam um acumulo intracelular de colesterol, esfingosina e gangliosideos (GML1,
GM2 e GM3) no compartimento endossomal/lisossomal de diversos tipos celulares,
tendo como consequéncia disfuncdo mitocondrial e ativacdo do sistema imune,

levando a exacerbacéo do processo inflamatorio (PLATT et al., 2018b).

A inflamacéo € um processo fisiologico e integrante do sistema imune, com a
funcdo de proteger o organismo frente a potenciais micro-organismos patdgenos, como
virus e bactérias, ou outros estimulos potencialmente danosos. Todavia o estimulo do
processo inflamatdrio de forma cronica é potencialmente prejudicial, podendo levar a
dano tecidual nas regides afetadas e causar danos ao bom funcionamento do corpo
como um todo (ALAM et al.,, 2016). Neuroinflamacdo ¢ um termo usado para
descrever a ampla gama de respostas imunoldgicas do SNC, diferindo da inflamacéo
periférica em varios aspectos, principalmente no que diz respeito as principais células
envolvidas (como micréglia e astrocitos) (LYMAN et al.,, 2014). Citocinas sdo
proteinas de sinalizacdo celular que medeiam a neuroinflamacdo, causando sua
exacerbagéo ou inibicdo. Citocinas como a IL-1 e o TNF sabidamente possuem agdes
pré-inflamatdrias, levando ao aceleramento da progressdo da doenca, enquanto outras
interleucinas, como a IL-10 e IL-4 agem através de um efeito anti-inflamatorio (OPAL,;
DEPALO, 2000).
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Os neurdnios sdo extremamente sensiveis aos processos inflamatérios, uma vez
que essas células ndo possuem a capacidade de se dividir e regenerar ap6s uma leséo,
e por essa razdo é que a neuroinflamacdo exerce um papel muito importante na
patologia de diversas doencas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, e
algumas DLDs com envolvimento neuroldgico (AKIYAMA et al., 2000; BOSCH;
KIELIAN, 2015; HIRSCH; HUNOT, 2009).

O presente trabalho foi elaborado a partir da investigacdo de possiveis alteracdes
no perfil inflamatdrio e dano oxidativo que os pacientes NP-C apresentam, bem como
da andlise de biomarcadores plasmaticos de dano neurodegenerativo. Tambéem
avaliamos o efeito do tratamento especifico utilizado para essa doenga, miglustate, na
producdo destes metabolitos. Além disso, investigamos o efeito in vitro da -
ciclodextrina nanoparticulada (NSB-CD) e dos antioxidantes NAC e CoQ10 sobre as
culturas de fibroblastos destes pacientes a fim de verificar o possivel beneficio desses
farmacos sobre o acimulo de colesterol, nos parametros de estresse oxidativo e de dano

mitocondrial.

Apesar dos mecanismos pelos quais o dano neurologico ocorre na NP-C néo
estarem completamente explicados, diversos estudos tém surgido para tentar esclarecer
a fisiopatologia dessa doenca e como se d& sua progressao. Pesquisas ja relacionaram
0 acumulo de colesterol e glicoesfingolipideos nos lisossomos com a desregulacédo da
imunidade inata, tanto a nivel periférico quanto central, contribuindo para a ativacéo
cronica do estado inflamatdrio e consequente destruicdo tecidual estendida (PLATT et
al., 2016). A ativacdo da micréglia com consequente aumento da producdo de TNF-a
e IL-1B causa apoptose em diferentes regides cerebrais de camundongos NPC™,
levando a perda neuronal no estriado, tdlamo, substancia negra, neocortex e cerebelo
(BAUDRY et al., 2003). Peake e colaboradores ndo encontraram diferenca na
expressdo de genes de citocinas inflamatorias e de proteinas envolvidas com a resposta

ao estresse oxidativo em culturas primarias de micréglia de camundongos NPC™,
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indicando que somente a ativacdo da micrdglia ndo é suficiente para levar a morte
neuronal (PEAKE et al., 2011). Os astrécitos desempenham um papel de forma mais
tardia nesse processo, 0 qual esta mais associado com a resposta a morte neuronal
prévia. O tratamento com anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), em combinacao
com miglustate e curcumina se mostrou benéfico ao reduzir a ativagdo microglial e a
morte de células de Purkinje, além de aumentar a sobrevivéncia de camundongos NPC"
F (WILLIAMS et al., 2014). A molécula 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD)
também tem se mostrado eficaz em modelos animais de NP-C, diminuindo a ativacéo
de microglia e astrdcitos atraves da reducdo de colesterol e gangliosideos acumulados
no cerebelo de felinos (VITE et al., 2015). Todos esses estudos evidenciam o efeito da
neuroinflamacao na fisiopatologia da NP-C, contudo os mecanismos pelos quais ocorre

o dano neuronal ndo estdo totalmente elucidados.

No primeiro capitulo desse trabalho foi verificado um aumento da producdo de
citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 em pacientes NP-C no momento do diagndéstico, bem como
uma diminuicéo significativa das citocinas pré-inflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-a e da
anti-inflamatdria 1L-10 no plasma de pacientes NP-C tratados com miglustate quando
comparados com individuos saudaveis. A IL-10 é uma citocina secretada pelo linfocito
Th2 e possui uma potente acdo anti-inflamatoria e equilibra a resposta imune para
prevenir doencas advindas da inflamacéo cronica agindo nas respostas imunes inata e
adaptativa (PORRO; CIANCIULLI; PANARO, 2020). Shin e colaboradores
demonstraram que o padréo atipico de sinalizacdo do interferon é ativado no cerebelo
de camundongos Npcl” mostrando-se como um dos principais mediadores
inflamatorios na doenga (SHIN et al., 2019a). Outro estudo avaliando genes
inflamatorios em camundongos Npcl” mostrou que a expressio de 1L1-B, Ccl3, Ccl8,
C3, Cxcl9 e Cxcl10 estd aumentada no cortex cerebral desses animais, embora a analise
no LCR de pacientes NP-C tenha mostrado uma diminuiu na producdo de Vvérias
citocinas, como IL-4, IL-10e IL-16 (COLOGNA etal., 2014). Vale ressaltar que nosso
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trabalho relata pela primeira vez na literatura um aumento de interleucinas pro-
inflamatdrias no plasma e fibroblastos de pacientes com NP-C. Esse efeito pode ser
devido ao acimulo de colesterol e gangliosideos que esses individuos apresentam.
Sabe-se que o miglustate tem efeito anti-inflamatério, pois diminuiu a ativagdo e
expressao de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal classe I (MHC
classe IlI), bem como a ativacdo microglial em modelo de camundongo de
gangliosidose GM2 (VITNER; FUTERMAN; PLATT, 2015). Dessa forma, podemos
levantar a hipoOtese de que o tratamento atual com miglustate é capaz de mitigar a

inflamacdo cronica observada nesse distarbio.

Os beneficios de uma terapia adjuvante para NP-C tém sido objeto de estudo em
diversas pesquisas, € 0s antioxidantes aparecem em relatos na literatura como
candidatos promissores a desempenhar esse papel, como a NAC, o a-tocoferol e a
curcumina (LONG et al., 2016; MARIN et al., 2014; SMITH et al., 2009; TORRES et
al., 2017; YU et al., 2014). Em nosso estudo optamos por avaliar dois farmacos que
conhecidamente possuem acdo antioxidante, além de se mostrarem deficientes nos
pacientes portadores de NP-C: a NAC e a CoQ10. A NAC ¢ a forma acetilada do
aminoacido cisteina, e possui acdo como sequestrador de ERO, regulando as reactes
redox e, consequentemente, alterando a sinalizacdo celular (FU et al., 2013). Além
disso, a suplementacdo com NAC aumenta os niveis de GSH, composto importante no
processo de detoxificacdo de xenobioticos e espécies reativas (SAMUNI et al., 2013).
Jaa CoQ10 é uma proteina que faz parte, entre outras funcdes, da cadeia transportadora
de elétrons, participando ativamente da geracao de ATP pela célula, além de agir como
um antioxidante lipofilico no ambiente intracelular (CRANE, 2007). Estudos ja
demonstraram que a deficiéncia de CoQ10 € um achado importante em alguns EIMs,
como PKU e outras aminoacidopatias, MPSs e acidemias organicas (MONTERO et

al., 2019). Também se tem relatos na literatura de deficiéncia de CoQ10 em plasma de
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pacientes NP-C, deficiéncia essa, que ndo teve melhora ap6s suplementacdo com NAC
(FU et al., 2013).

Posto isso, verificamos o efeito in vitro dos antioxidantes sobre o acumulo de
colesterol em fibroblastos oriundos de pacientes NP-C. Utilizando a coloracdo de
Filipin e quantificando o colesterol néo esterificado utilizando software de analise de
imagem conseguimos constatar que ambos os farmacos estudados, NAC e CoQ10,
tiveram efeito de reducdo no acimulo desse metabdlito nos fibroblastos em todas as
concentraces empregadas (NAC 1 e 2,5 mM; CoQ10 5 e 10 uM), tendo as doses
maiores reduzido os niveis de colesterol a nivel de controle saudavel. O exato
mecanismo pelo qual essas substéncias estdo causando a diminuicdo do colesterol nas
células desses individuos ainda ndo esta claro, entretanto alguns beneficios desses
antioxidantes podem ser explicados. Estudos ja relataram vantagens da NAC em
doengas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 1 em modelos animais, com
diminuicdo da biossintese de colesterol (KAGA et al., 2018), bem como o0 aumento do
colesterol esterificado em camundongos Npcl” (FU et al., 2013). A CoQ10 tem a sua
biossintese em rota metabolica conjunta com o colesterol, e essa pode ser uma das
razdes pelas quais essa proteina se encontra deficiente em pacientes NP-C (STEPIEN
etal., 2020). O modo como a CoQ10 contribui com a reducdo do acimulo de colesterol
pode estar relacionado com sua agdo de antioxidante lipofilico, uma vez que ja foi
observado um efeito similar em fibroblastos de pacientes com MPS Ill, onde a
administracdo de um coquetel contendo CoQ10 foi capaz de diminuir o acumulo de
glicosaminoglicanos (GAGs) (MATALONGA et al., 2014). Uma vez que compostos
antioxidantes podem exercer efeito de inibicdo da HMG-CoA sintase, NAC e CoQ10
podem estar diminuindo o acimulo de colesterol por esse mecanismo (PEREIRA
BRAGA et al., 2013). Dando sequéncia nas analises in vitro, verificamos o efeito dos
antioxidantes estudados sobre a producdo de citocinas. NOs encontramos niveis

aumentados de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-8 e TNF-a) em fibroblastos de
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pacientes com NP-C e o tratamento in vitro com NAC a 2,5 mM foi capaz de reverter
essa alteracdo. Recentemente, uma revisdo da literatura mostrou evidéncias de que a
NAC tem potencial terapéutico na diminuicdo da ativacdo imune e da tempestade de
citocinas resultante, podendo ser usada para gerenciar infec¢cbes por SARS-COV 2
(MOHANTY et al., 2021). Em outro estudo in vitro, agora usando células humanas,
foi visto que a NAC inibe as citocinas inflamatorias TNFa, IL-18 e IL-6 em
macrofagos ativados por LPS sob condicdes oxidativas leves (PALACIO;
MARKERT; MARTINEZ, 2011). Considerando esse cenario, podemos hipotetizar
que 0 aumento observado de citocinas pré-inflamatdrias em fibroblastos de pacientes
com NP-C pode ser influenciado pelo estresse oxidativo, uma vez que o tratamento in
vitro com o antioxidante NAC foi capaz de diminuir os niveis de IL-6 e TNFa. Ainda
assim, mais analises precisam ser feitas para investigar como se da o beneficio do uso
desses farmacos sobre 0 acimulo de colesterol em fibroblastos de pacientes NP-C, bem

como do potencial efeito anti-inflamatério da NAC.

No segundo capitulo desta tese, abordamos 0s aspectos de dano oxidativo,
mitocondrial e a0 DNA em pacientes com NP-C, bem como o efeito in vitro da NAC,
CoQ10 e NSB-CD sob o acumulo de colesterol e a producdo de superdxido pela
mitocondria, em fibroblastos destes individuos. Nés pudemos verificar que o0s
pacientes NP-C possuem um desbalan¢o no sistema redox, uma vez que apresentaram
niveis aumentados de isoprostanos urinarios, importante marcador de lipoperoxidacéo,
e de nitrito + nitrato (NO3z™ + NO2") plasmaticos, o que implica 0 aumento na produgéo
de NO e por consequéncia de dano tecidual. Nos também verificamos, através do
ensaio de cometa alcalino, que os pacientes possuem dano ao DNA quando
comparados a individuos saudaveis. O aumento do dano a lipidios e ao DNA podem
ser atribuidos ao aumento na producao de espécies reativas nesses pacientes. Além das
ERO, ERN também podem ser danosas as biomoléculas. O NO-, por exemplo, apesar

de possuir fungbes importantes no organismo como segundo mensageiro em algumas
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vias de sinalizacédo, quando em contato com O2", pode gerar ONOO", que, por sua vez,
¢ altamente reativo e pode levar a nitrosilacdo de aminoacidos e perda de fungéo e
atividade de proteinas e enzimas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Para determinar a eficacia dos tratamentos (NAC e CoQ10) em reduzir o
colesterol acumulado nos lisossomos, estes foram incubados com os fibroblastos de
pacientes NP-C (ou individuos saudaveis, para fins de comparacdo) e, apés 48 horas,
as células foram coradas pelo reagente de Filipin. A intensidade de fluorescéncia
conferida por este reagente & proporcional ao colesterol ndo-esterificado presente no
interior dos lisossomos. Em um primeiro momento, comparando-se 0s tratamentos em
células de pacientes NP-C e controles saudaveis podemos perceber que 0s Unicos
tratamentos capazes de reverter os valores de fluorescéncia aos valores apresentados
por individuos controle foram as combinagdes da nanoparticula contendo -CD com
os antioxidantes NAC e CoQ10. Estes resultados demonstram que os antioxidantes séo
capazes de potencializar a agdo das NSB-CD como redutoras de colesterol ndo
esterificado em lisossomos de pacientes NP-C. Além disso, ao analisar os tratamentos
em células NP-C, pode-se concluir que a nanoparticula “branca” (NS) ndo tem a¢do no
colesterol acumulado, entretanto, todos 0s outros tratamentos sdo benéficos para a
reducdo do colesterol, sendo que as NSB-CD sozinhas ou juntamente com oS
antioxidantes parecem exercer a maior eficacia in vitro. Além disso, a formulacéo da
NSB-CD ja se demonstrou capaz de atingir o cérebro de camundongos, ao contrario da
B-CD livre, surgindo como uma vantagem tecnologica no tratamento do

comprometimento cerebral na doenga NP-C (DONIDA et al., 2020).

E importante destacar que o efeito adverso mais grave relatado com o tratamento
com B-CD é a ototoxicidade, tanto em modelo animal quanto em pacientes com NP-C
gue usaram esse composto (CRUMLING; KING; DUNCAN, 2017). Os mecanismos
exatos da ototoxicidade ainda sdo desconhecidos, mas algumas possibilidades foram

levantadas, sugerindo que as ciclodextrinas podem atuar sobre varios alvos, como
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canais idnicos, juncOes estreitas, integridade da membrana e bioenergetica
mitocondrial, resultando na perda preferencial das células ciliadas externas cocleares
(CRUMLING; KING; DUNCAN, 2017). A disfuncdo mitocondrial esta associada a
perda auditiva neurossensorial, como a perda auditiva relacionada a idade, perda
auditiva induzida por ruido e ototoxicidade por drogas, bem como perda auditiva
devido & mutacdo genética mitocondrial. As mitocondrias sdo as principais fontes
EROs, e 0 estresse oxidativo induzido por EROs esta envolvido no dano coclear. Além
disso, a liberacdo de EROs causa mais danos aos componentes mitocondriais
(FUJIMOTO; YAMASOBA, 2019). Considerando o exposto, avaliamos o0s niveis de
estresse oxidativo das mitocdndrias, parametro fundamental para a saude ou lesdo
celular, em fibroblastos dérmicos saudaveis apos as 48 h de tratamento com NSB-CD,
0s antioxidantes NAC na concentragao de SmM e CoQ10 na concentragdao de 10uM e
a combinacdo dos tratamentos. Os resultados de determinacdo de superoxido
mitocondrial demonstram que, tanto as nanoparticulas contendo B-CD, quanto a
combinacdo entre as NSB-CD com os antioxidantes foram capazes de reduzir os
valores de estresse oxidativo mitocondrial. Interessantemente a 3-CD livre ndo teve a
capacidade de atuar na reducdo de superoxido, demonstrando que a nanoparticula tem

vantagem tecnoldgica frente a utilizacdo da molécula bioativa livre.

Um artigo recentemente publicado (BALBOA et al., 2017) relatou pela primeira
vez que a expressao de MLN64 (proteina da membrana endossomica tardia que se liga
ao colesterol, implicada no transporte do colesterol das membranas endossémicas para
a membrana plasmatica e/ou mitocéndrias) é aumentada nas células NP-C, o que
sugere que ela poderia estar causando um actmulo de colesterol ndo sé lisossomal,
mas também mitocondrial. Sendo assim, salienta-se a importancia dos resultados
obtidos com o presente estudo, demonstrados pelos efeitos sinérgicos dos tratamentos
com as NSB-CD e os antioxidantes. A nanoparticula atuando na reducédo do colesterol

e 0s antioxidantes na reducdo do estresse oxidativo mitocondrial (evidenciado pela
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producdo de superdxido mitocondrial). Além disso, cabe salientar que a NAC utilizada
pode ter exercido seu efeito através da restauracdo dos niveis de glutationa reduzida,
que parecem estar reduzidos, uma vez que é precursora desse composto (TORRES et
al., 2017).

Como seguimento do estudo, analisamos os efeitos dos antioxidantes NAC e
CoQ10 sobre o dano ao DNA em fibroblastos dos pacientes NP-C, através do ensaio
do cometa alcalino. Foi possivel observar que o dano ao DNA € maior nos pacientes
NP-C em comparagdo com individuos saudaveis, e que os dois antioxidantes agiram
de forma a reduzir esse prejuizo nas duas concentracdes utilizadas. As biomoléculas
sdo particularmente sensiveis ao ataque de EROs, e, uma vez que 0s mecanismos de
defesa contra agentes oxidantes ndo estdo funcionando de forma correta, podem
ocorrer quebras de fitas simples ou duplas no DNA, causando les6es que podem levar
a instabilidades gendmicas e por fim tumorigénese (SOUTO et al., 2020). Diversos
estudos ja relataram que h4 dano ao DNA em alguns EIMs, como doenca de Fabry,
MPS 1I, PKU e acidemia 3-hidroxi-3-metilglutarica (BIANCINI et al., 2015;
DELGADO et al., 2019; DEON et al., 2015; DIAZ JACQUES et al., 2018), ademais
€ a primeira vez que se tem relato de dano ao DNA em fibroblastos de pacientes NP-
C. Embora o ensaio cometa ndo seja capaz de informar o tipo de dano que o DNA
sofreu para ocorrer a lesdo observada, podemos inferir que o agente causador €
oxidativo, uma vez que os tratamentos com NAC e CoQ10 forma capazes de minimizar
esse dano, de acordo com os resultados que encontramos no capitulo 4 desta tese. Esse
efeito pode ser devido a diminuicéo das espécies reativas induzidas por NAC e CoQ10,
uma vez que ja foi descrito que pacientes com NP-C apresentam aumento de
marcadores periféricos de estresse oxidativo como espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBA-RS, indica dano lipidico) e proteinas carboniladas, como uma
diminuicdo nas defesas antioxidantes, determinado pelo estado antioxidante total
(TAS) no plasma de pacientes NP-C ndo tratados (RIBAS et al., 2012). Alem disso, 0
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efeito antioxidante do NAC diminui a producdo de ROS e inibe a formacdo de foam
cells (um achado precoce da aterosclerose) em estudos in vitro, modulando a expressao
de genes envolvidos na resposta ao dano oxidativo e agressdo ao DNA (SUNG et al.,
2012). Varios efeitos benéficos da CoQ10 em danos ao DNA ja foram relatados na
literatura. A suplementacdo dessa molécula em individuos saudaveis diminuiu a
frequéncia de quebra da fita de DNA em linfécitos (TOMASETTI; ALLEVA;
COLLINS, 2001), além de diminuir a frequéncia de microndcleos em pacientes com
doencas mitocondriais (MIGLIORE et al., 2004). Além disso, os niveis elevados de
isoprostanos e NO3™ + NO2 encontrado nos pacientes NP-C indicam que ha um
aumento na producdo de espécies reativas, que €é responsavel pelo dano observado

nessas biomoléculas.

Levando em consideracao que tanto NAC quanto CoQ10 diminuiram o acimulo
de colesterol, e ambos possuem uma agdo antioxidante bem estabelecida, podemos
presumir que a minimizacdo do dano ao DNA observado nos fibroblastos tratados in
vitro com esses farmacos possa ter ocorrido de duas formas: através da reducdo do
colesterol, melhorando o trafego celular e proporcionando um ambiente menos

oxidativo a nivel celular desses pacientes e/ou pela redugéo de EROs.

Os mecanismos que levam ao dano cerebral em pacientes NP-C ainda ndo estéo
bem elucidados. Nos ultimos anos varios estudos se propuseram a levantar hipoteses
de como que isso ocorre, a fim de tentar explicar as manifestagdes neurologicas
observadas nesses individuos. Essas hipoOteses incluem formacdo de agregados
neurofibrilares de proteina Tau, desmielinizacdo do corpo caloso, ativacdo da
micrdglia e de astrécitos, levando a neuroinflamacéo e presenca de estresse oxidativo
(AUER et al., 1995; COLOGNA et al., 2014; DAVIES-THOMPSON et al., 2016; FU
etal., 2010; GERMAN et al., 2002; RIBAS et al., 2012).

Existe uma crescente no nimero de estudos explicando o papel do estresse

oxidativo em desordens neurodegenerativas, como nas doencas de Alzheimer,
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Parkinson e esclerose multipla (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; KIM et al.,
2020; ZAIDI et al., 2020). Em outras doencas de carater cronico sem envolvimento do
sistema neurologico, como a artrite reumatoide, o diabetes mellitus e as doencas
cardiovasculares, ha evidéncias do efeito do desequilibrio redox na fisiopatologia das
mesmas (BASSU et al., 2020; SHARIF et al., 2020; WAYHS et al., 2014). Entre essas
doencas temos os EIM, onde diversos estudos j& descreveram os efeitos do estresse
oxidativo e sua relacdo com os danos neuroldgicos encontrados nesses pacientes. Essas
pesquisas tém como objetivo entender os mecanismos que levam a neurodegeneracao
e descobrir novas abordagens terapéuticas que possam colaborar para uma melhora no
prognostico das doencas (DONIDA et al., 2020; GUERREIRO et al., 2018, 2020;
JACQUES et al.,, 2016). Recentemente diversas pesquisas envolvendo doencas
neurodegenerativas tém focado em encontrar indicadores de neurodegeneracdo no
plasma, com o intuito de desvendar como a deterioragdo neuronal ocorre, bem como
descobrir novos biomarcadores nessas enfermidades. Nesse sentido algumas moléculas
tém se mostrado Uteis, como BDNF, Catepsina D, VCAM, NCAM, PDGF e PAI-1
(GERENU et al., 2017; GUERREIRO et al., 2020; REULAND; CHURCH, 2020;
SCAINI et al., 2018), as quais foram entdo analisadas no plasma dos pacientes com

NP-C de nosso estudo.

Dessa forma, no terceiro capitulo dessa tese nds investigamos 0s niveis de
marcadores periféricos de neurodegeneracdo em pacientes NP-C, bem como a possivel
relacdo desses metabdlitos com os niveis de oxiesterois, o genotipo e a clinica
apresentados por esses individuos. Primeiramente pudemos observar que os niveis de
3B,5a,6B-triol ndo diferiram dos individuos saudaveis, e estdo dentro dos valores de
referéncia para esse metabolito, isso devido ao tratamento com miglustate que
contribui para a normalizacao destes niveis (HAMMERSCHMIDT et al., 2018). Além
disso, neste estudo, investigamos a mutacdo causal em pacientes com NP-C usando a

tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing — NGS)
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em parceria com o Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge, na cidade do
Porto, em Portugal. Como resultado, a partir do fluxo de trabalho de sequenciamento
direcionado, encontramos uma variante homozigotica causadora de doenca conhecida
no gene NPC1 em dois pacientes relacionados, P1 e P2 (c.C3019G:p.P1007A); no
paciente P5 identificamos a variante ¢.G2974C:p.G992R em heterozigose composta
com mutacgéo ¢.C3104T:p.A1035V. Para os pacientes P3 e P4 encontramos apenas um
alelo mutado (c.C3019G:p.P1007A). As variantes foram confirmadas por

sequenciamento de Sanger e ndo foram detectadas mutacdes no gene NPC2.

Encontramos também uma diminuicdo significativa dos niveis plasmaticos de
PDGF-AA e PAI-1 em pacientes NPC tratados com miglustate quando comparados
com individuos saudaveis. O PDGF-AA é um dos fatores de crescimento secretados
pela astroglia, e é responsavel pela diferenciacdo e maturacdo de oligodendrocitos a
partir de células-tronco neurais, que irdo auxiliar na formacao da bainha de mielina no
SNC (SCHEUER et al., 2019). A reducdo dos niveis de PDGF-AA indica uma
diminuicdo da proliferacdo de oligodendrdcitos, levando a baixa producédo de mielina
(HU et al., 2008). A desmielinizacdo € um achado importante em diversos EIM que
possuem envolvimento neurolégico, como € o caso da acidemia glutarica tipo | (AGI),
Sindrome de Hunter, mucopolissacaridose tipo | (MPS I) e adrenoleucodistrofia ligada
ao X (X-ALD) (OKANE et al., 1998; OLIVERA-BRAVO et al., 2016; SAUTE et al.,
2016), bem como na esclerose multipla (GOVINDARAJAN; DE RIVERO
VACCARI; KEANE, 2020). Alguns estudos demonstram que hd uma perda de mielina
em pacientes e em modelos animais de NP-C, que pode estar relacionada com o
processo de morte neuronal (GABANDE-RODRIGUEZ et al., 2019; KODACHI et al.,
2017a; TANG; LI; LIU, 2010). A partir dos nossos resultados, podemos inferir que a
desmielinizacdo observada nos pacientes NP-C pode estar relacionada com a reducao
dos niveis de PDGF-AA, visto que a proliferagdo de oligodendrocitos produtores de

mielina estd condicionada a liberacdo desse fator de crescimento. Na doenca de
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Parkinson existem estudos que relacionam o aumento plasmatico de PAI-1 com a
agregacao da proteina a-sinucleina, formando os corpos de Lewy que sdo responsaveis
pela morte de neurdnios, além de contribuir para a neuroinflamacdo (REULAND;
CHURCH, 2020). Outrossim, a diminuicdo dos niveis plasmaticos de PAI-1 que
encontramos em pacientes NP-C pode ser atribuida a reducdo da producéo de citocinas

vista nesses individuos, devido ao tratamento com miglustate

Em nosso estudo ndo encontramos diferenca entre pacientes e individuos
saudaveis para BDNF, NCAM, PDGF-AB/BB e Catepsina-D, e esse resultado pode
ser devido a um efeito indireto do tratamento com miglustate. Chao e colegas
mostraram que o miglustate melhora, em modelo animal, a encefalomielite autoimune
progressiva crbnica experimental (EAE), através da modulacdo da funcdo dos
astrécitos (CHAO et al., 2019). A lactosilceramida (LacCer), um glicoesfingolipideo
acumulado na NP-C, aumenta a atividade enzimatica da fosfolipase A2 (CPLA2), bem
como a ativagdo de NF-xB, levando a um aumento da expressdao génica pro-
inflamatdéria em astrocitos ativados de murinos e humanos. Assim, a sinalizacdo
LacCer-cPLA2 impulsiona a transcricdo pré-inflamatoria dependente de NF-kB em
astrécitos (CHAO et al., 2019). O miglustate também mostrou um papel protetor sobre
0 estresse oxidativo em pacientes com NP-C, sendo capaz de prevenir a peroxidagéo
lipidica e melhorar o status antioxidante nesses individuos (RIBAS et al., 2016), além
de diminuir a producdo de oxiesterois (HAMMERSCHMIDT et al., 2018). Dessa
forma, podemos hipotetizar que o uso de miglustate diminui os niveis de LacCer no
SNC dos pacientes NP-C estudados, o que poderia levar a uma inibicdo da
neuroinflamacdo e neurodegeneracdo. Além disso, o miglustate provavelmente induz
uma melhora global nos niveis de marcadores de neurodegeneracdo plasmaticos ao

diminuir os oxiesterois, envolvidos no processo de estresse oxidativo.

Diversas variantes patogénicas no gene NPC1 estdo envolvidas com as

manifestacdes da NP-C, e alguns autores estudaram as possiveis correlacdes
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genotipo/fendtipo para essa doenga (SHAMMAS et al., 2019). A andlise de
polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms — SNP) surge
como opc¢do metodoldgica para auxiliar a estabelecer essa relacdo (MORRIS et al.,
1999). Dessa forma, no quinto capitulo desta tese nos realizamos a analise do genotipo
de 3 pacientes ndo relacionados utilizando a moderna técnica de NGS, que nos permite,
além de determinar a variante patogénica responsavel pelo aparecimento da NP-C no
gene NPC1, identificar os SNPs que estdo relacionados com o fenotipo desta doenca
(FERNANDEZ-VALERO et al., 2005).

Nos identificamos trés variantes patogénicas diferentes no gene NP-C1 dos
pacientes analisados, previamente descritas. Em um dos individuos estudados néo foi
possivel identificar o segundo alelo mutado pelo método de NGS. Além disso,
analisamos os seguintes SNPs: Y129Y, H215R, M6421, 1858V e N931N. De modo
preliminar noés podemos identificar que existe somente um hapl6tipo quando
analisamos os SNPs que investigamos para a variante p.Pro1007Ala. Ao analisar 0s
resultados obtidos, identificamos o mesmo padrdo de SNPs para 0s 2 pacientes que
possuem essa variante. 1sso nos leva a crer que essa mutacdo pode ter uma origem
comum, visto que esses individuos ndo relacionados apresentam 0S mesmos
polimorfismos. Entretanto, quanto as outras variantes encontradas ndo podemos

estabelecer correlagcbes com 0s SNPs, visto que so identificamos um alelo de cada uma.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese permitem concluir que:
5.1 Capitulo 1:

- Pacientes portadores de NP-C apresentam niveis mais elevados de citocinas pro-
inflamatdrias no momento do diagnoéstico da doenca, demostrado pela primeira vez em

nosso estudo.

- O tratamento atual com Miglustat foi capaz de normalizar as alteragdes das

citocinas, provavelmente devido ao seu efeito anti-inflamatdrio.

- Analises in vitro nos permitiram verificar preliminarmente os beneficios de uma
terapia adjuvante em pacientes com NP-C. Ambas as drogas, NAC e CoQ10,
apresentaram bons resultados nos parametros avaliados, reduzindo o acumulo

intracelular de colesterol ndo esterificado.

- Para a NAC também foi demonstrada uma protecdo frente ao processo
inflamatorio, uma vez que as citocinas IL-6 e TNF-o foram reduzidas em fibroblastos

de pacientes com NP-C apds o tratamento in vitro.

5.2 Capitulo 2:

- Pacientes portadores de NP-C apresentam um desequilibrio redox, uma vez que
possuem um aumento no dano ao DNA em comparacdo com individuos saudaveis,
bem como elevados niveis de lipoperoxidacdo e estresse nitrativo, o que pode
contribuir para a fisiopatologia desta doenca.

- Fibroblastos de pacientes com doenca NP-C apresentaram diminui¢do do
colesterol lisossomal acumulado quando submetidos ao tratamento in vitro com NSB-
CD e antioxidantes NAC e CoQ10 combinados.
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- Foi verificado um efeito sinérgico da NSB-CD e dos antioxidantes na reducédo
da producdo de superoxido mitocondrial, mostrando um efeito benéfico na funcéo

mitocondrial.

5.3 Capitulo 3:

- Foi demonstrado, pela primeira vez, que os pacientes com NP-C apresentam
baixos niveis de PAI-1 TOTAL e PDGF-AA comparados a individuos saudaveis.

- Néo foi observada alteracdo nos niveis plasmaticos de Catepsina-D, BDNF,
PDGF-AB/BB e NCAM, provavelmente secundaria ao tratamento com miglustat, uma
terapia capaz de retardar a progressdo dos sintomas neurolégicos em pacientes com
NP-C.

- A analise de biomarcadores de neurodegeneragdo surge como alternativa para
avaliar a progressdo da NP-C, e o crescente conhecimento desses mecanismos pode
contribuir compreender melhor as consequéncias patologicas do comprometimento

neuroldgico causado por esse grave distarbio.

5.4 Capitulo 4:

- Fibroblastos de pacientes NP-C apresentam dano ao DNA determinado pelo

ensaio cometa.

- O dano ao DNA foi mitigado pelo tratamento in vitro com NAC e CoQ10, nas

concentracOes estudadas.

- A protecdo contra o dano ao DNA pode ser atribuida ao efeito antioxidante
dessas moléculas, que ao reduzir as espécies reativas, ou impedir sua formacéo,

protegem os acidos nucléicos desse tipo de agressao.
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- Ao diminuir a quantidade de colesterol, NAC e CoQ10 também proporcionam
um ambiente menos favoravel a oxidagdo em nivel celular, levando a uma melhora no

estado bioquimico como um todo.

5.5 Capitulo 5:

- Foram identificadas 3 variantes patogénicas diferentes para o gene NPC1 nos

pacientes recrutados para o estudo.

- Para a variante mais frequente foi visualizada um hapl6tipo em comum ao

analisar 5 SNPs importantes para a apresentacéo clinica da NP-C.

- Esse Unico haplétipo pode nos indicar uma possivel ancestralidade comum dessa

variante, entretanto mais estudos sdo necessarios para confirmar esse achado.

5.6 Concluséo geral

Em conjunto, os dados apresentados nesta tese sugerem que os pacientes NP-C
apresentam um desequilibrio do status redox e um processo inflamatério no momento
do diagnostico, e que o tratamento atual (miglustate) é capaz de normalizar as
alteracdes das citocinas, provavelmente devido ao seu efeito anti-inflamatorio. Os
tratamentos in vitro com NSB-CD, NAC e CoQ10 tiverem resultados promissores ao
diminuir o acimulo de colesterol em fibroblastos de pacientes NP-C. Além disso,
encontramos um aumento do dano ao DNA nestes pacientes, e ambos os antioxidantes,
NAC e CoQ10, foram capazes de reverter esse dano. Tanto os tratamentos com 0s
antioxidantes, quanto a NSB-CD e o as combinag6es destes farmacos se mostraram
eficazes em diminuir a producéo de superoxido mitocondrial. Todos esses tratamentos
surgem como terapias promissoras para a doenga NP-C. Apesar de algumas limitagdes

do nosso trabalho, como um pequeno numero de pacientes e a auséncia de um grupo
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NP-C ndo tratado, nossos resultados sugerem que a analise de biomarcadores de
neurodegeneracdo pode ter utilidade clinica, e que o crescente conhecimento desses
mecanismos possa contribuir para melhor compreender as consequéncias patoldgicas
do comprometimento neuroldgico causado por esse grave distdrbio. A fim de melhor
desvendar os mecanismos pelos quais a NSB-CD, NAC e CoQ10 estdo agindo, e
correlacionar com os achados in vitro, estudos em modelo animal de NP-C serdo

promissores.



6 PERSPECTIVAS

Pretendemos dar continuidade a este trabalho, avaliando os seguintes parametros
de estresse oxidativo e inflamagéo no tecido cerebral e no sangue em modelo animal

quimico de NP-C, utilizando U18666A, um agente inibidor no transporte de colesterol:

e Avaliar os efeitos dos tratamentos com NSB-CD, NAC e CoQ10 sobre o

acumulo de colesterol no cértex e hipocampo dos animais;

e Avaliar parametros de estresse oxidativo, tais como a quantificacdo de EROs
utilizando o marcador 2,7-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) e a
sonda mitocondrial MitoSox; quantificar os niveis de proteinas carboniladas e
de sulfidrilas em tecido cerebral dos animais; avaliar a lipoperoxidacéo atraveés
dos niveis de TBARS;

e Auvaliar o perfil inflamatdrio em amostras de cortex e hipocampo dos animais,
através da dosagem das citocinas pro e anti-inflamatérias IL-1p, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e avaliar os efeitos da NSB-CD, NAC e

CoQ10 frente a inflamagéo.

Também vamos realizar um estudo haplotipico mais aprofundado, ao aumentar o
numero de individuos brasileiros e adicionar 0s pacientes portugueses, bem como
analisar o perfil dos SNPs estudados para a variante mais comum em ambas as

populacdes, a fim de estabelecer se ha uma relacao de efeito fundador entre estas.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DOS MECANISMOS INFLAMATORIOS E DE DANO OXIDATIVO EM
PACIENTES PORTADORES DE NIEMANN-PICK TIPO C: EFEITO IN VIVO DO
MIGLUSTAT E IN VITRO DE ANTIOXIDANTES

Pesquisador: CARMEN REGLA VARGAS

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 95636618.2.0000 5327

Instituigao Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2 968 204

Apresentacao do Projeto:

Projeto de doutorado do PPG Ciéncias Farmacéuticas. Niemann-Pick tipo C (NP-C) & uma doenca
lisossdmica de depédsito, causada por disfungdo nas proteinas de transporte NPC1 ou 2 que sdo
responsaveis pelo trafego de lipideos intracelular, gue leva ao acimulo de colesterol ndo-esterificado e de
glicoesfingolipidens. Embora se fenha indicios de que o estresse oxidativo e o mecanismo de inflamagao
estejam envolvidos a fisiopatologia dessa doenca, existem poucos estudos que comprovam esse
envolvimento em pacientes, bem como que investigam como funcionam esses mecanismos deletérios. Além
disso, pouco se sabe sobre o efeito do fratamento com miglustat sob o estresse oxidativo e inflamacdo, além
da comelacio com a melhora no dano neurclogico obsenvado nesses pacientes. O objetivo deste trabalho &,
portanto, analisar e relacionar diferentes marcadores de dano oxidativo, inflamag&o e neuroldgicos em
pacientes com NP-C antes e durante o tratamento com miglustat. Serdo analisados parametros de dano ao
DMA, de genotoxicidade, do metabolismo da glutationa, da preduc3o de citocinas, da expressdo de fatores
de transcricio e enzimas diretamente relacionadas com inflamac3o e estresse oxidativo, assim como
marcadores plasmaticos de dano neurologico. Além disso, serfo investigados os efeitos in vitro de
antioxidantes sobre o dano oxidativo a produgdo de citocinas.

Objetivo da Pesquisa:
Ohbjetivo Geral: investigar os mecanismos de esiresse oxidativo, inflamagic e neurodegeneragio
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Contnuacio do Parecer 2568204

em pacientes portadores de NP-C antes e durante o tratamento com miglustat, bem como avaliar o efeito in
vitro de diferentes antioxidantes.

Objetivos especificos sdo: a) avaliar o dano oxidativo 20 DNA em pacientes através: al) do ensaio cometa
com as enzimas de reparo endonuclease Il e formamidopirimidina-DMA-glicosilase em leucocitos de
pacientes; a2) do estudo da capacidade de reparo do dano ao DMA induzido por perdxido de hidrogénio em
leucocitos de pacientes; a3) da dosagem de &-hidroxi-2'-desoxiguanosing em urina de pacientes; b) avaliar
05 niveis de citocinas pro- e anti-inflamatarias, nomeadamente interleucinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10), interferon-gama (IFM-), fator de necrose tumoral alfa (TNF-) e fator estimulante de coldnia de
granulocitos e macréfages (GM-CSF) em plasma e fibroblastos de pacientes; ¢) avaliar a regulacdo do
estresse oxidativo e da inflamac3o, através da analise da expressio génica do Nif-2, do NF-B, daHO-1 e da
INOS2 a partir de amostras de sangue periférico; d) avaliar a oxidacSo lipidica em plasma, fibroblastos e
urina de pacientes, através da medida de malondialdeido (MDA), & isoprostanos; &) avaliar o metabolismo
da glutationa, através da medida da atividade da glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutamato-
cisteina ligase e glutationa-S-transferase, bem como dos niveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada
em entrocitos de pacientes; f) avaliar o efeito in vitro de antioxidantes (N-acetilcisteina e resveratrol) sobre o
dano ac DNA em leucécites de pacientes e sobre a produgdo de citecinas em fibreblastos de pacientes,
bem como sobre a produgdo de oxiesterdis (colestanc-3,5,6-triol); g) avaliar os niveis de colestano-3,5,6-riol
em plasma de pacientes, antes e ao longo do tratamento com miglustat e em individuos controle; h) avaliar o
acumulo de colesterol em fibroblastos de pacientes antes e durante o tratamento com miglustat e
antioxidantes através da colorag3o de Filipin; i) avaliar o dano neurologico em pacientes afravés da
determinagdo dos marcadores plasméticos de neurodegenerag3o, como fator neurotréfico derivado do
cerebro (BMDF), catepsina D, molécula de adesdo celular neuronal (MNCAM), inibidor do ativador de
plasminogénio tipo | total (PAI1 total) e fator de crescimento derivado de plaquetas AA (PDGF-AA e PDFG-
AB/BB) antes e apds tratamento com miglustat; j) e comrelacionar biomarcadores de estresse oxidativo e
inflamagao com os niveis de colestano-3,5,6-triol.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Possiveis Riscos: N3o sdo conhecidos outros riscos aos participantes, além daqueles relacionados a colefa
de sangue periférico e coleta de fibroblastos. Complicagdes de colefa de sangue sio raras e geralmente sdo
simples. No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pungdo da pele. Se
houver vazamento de sangue da veia no local da puncdo
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geralmente ha uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias.
O procedimento de coleta de fibroblastos se da através da retirada de um peguenissimo fragmento de pele
através de uma biopsia, onde o paciente recebera uma anestesia topica no local. As coletas de sangue e
fibroblastos serdo realizadas por profissionais especialmente treinados para este fim, o que diminui as
chances de complicacdes. Possiveis Beneficios: Nao havera beneficios diretos aos participantes.

Continuagdo do Parecer: 2 968 204

Os beneficios, se houver, serdo generalizaveis a todos os portadores da doenca de Niemann-Pick tipo C. Se
as hipoteses forem confirmadas, espera-se esclarecer alguns mecanismos fisiopatologicos relacionados ao
estresse oxidativo nesta doenca e com isso ter um melhor entendimento tanto desta enfermidade quanto da
sua terapéutica, bem como sugerr o estabelecimento de outras terapéuticas medicamentosas para essa
doenca.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Projeto interessante e relevante. Os pesquisadores propde avaliar mecanismos bioguimicos em pacientes
portadores de NP-C antes e durante o tratamento com miglustat, bem como avaliar o efeito in vitro de
diferentes antioxidantes.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Folha de rosto e delegacdo de funcdes apresentados e adequados. S3o apresentados dois TCLEs, um para
individuos controles e outro para individuos portadores de doenca Niemann-Pick tipo C.

Recomendacoes:

Recomenda-se que durante o processo de consentimento seja explicado com maior clareza a coleta de
"urina ocasional”.

Conclusoes ou Pendencias e Lista de Inadequacoes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 2.886.920 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas adicionada em 01/10/2018. N3o apresenta novas pendéncias.

Consideracoes Finais a criterio do CEP:
Lembramos que a presente aprovacao (versao projeto 01/10/2018 TCLE 01/10/2018 e demais documentos
que atendem as solicitacdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodologicos do projeto.
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Os pesquisadores devemn atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo de 30 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informagdes do projeto apresentado. Qualquer alteracio deste nimero devera ser comunicada 2o CEF e ao
Senvico de Gestdo em Pesquisa para autorizagdes e atualizagdes cabiveis.

b) O projeto deverd ser cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa para fins de avaliagdo logistica e
financeira e somente podera ser iniciado apds aprovacdo final do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagio.
c) Qualguer alteracio nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagdo do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra 8 versao vigente
aprovada.

d) Deverdo ser encaminhados ao CEP relatorios semestrais e um relatdrio final do projeto.

&) A comunicagdo de eventos adversos classificados como sérios e inesperades, ocorridos com pacientes
incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente estes
pacientes, devera ser realizada através do Sisterma GEO (Gestio Estratégica Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo FPostagem Antor Situacio
Informacbes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 01/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1132005 pdf 16:04:08
Ouftros carta_ao CEP.docx 011042018 | TATIANE GRAZIELI | Aceito

16:03:37  |HAMMERSCHMIDT
TCLE/ Termos de | TCLE_Tatiane_comigido.doc 0110V2018 | TATIANE GRAZIELI | Aceilo
Assentimento / 16:03:19  |HAMMERSCHMIDT
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TCLE_Tatiane_controles.doc 011042018 | TATIAME GRAZIELI | Aceito
Assentimento f 16:03:08  |HAMMERSCHMIDT
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_doutorado_Tatiane_com_equipe] 0102018 | TATIANE GRAZIELI | Aceito
Brochura docx 16:0250 |HAMMERSCHMIDT
Hnvestigador
QOutros formulario_delegacao_funcoes.pdf 08/08/2018 | TATIANE GRAZIELI | Aceito
144642 | HAMMERSCHMIDT
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Folha de Rosto folha_de_rosto pdf

12/06/2018
14:46:10

TATIANE GRAZIELI
HAMMERSCHMIDT

Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

MNao

Enderego:

Bairro: Santa Cecilia

UF: RS
Telefone:

PORTO ALEGRE, 18 de Outubro de 2018

Assinado por:

Marcia Mocellin Raymundo
(Coordenador(a))

Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229

Municipio: PORTO ALEGRE
(51)3350-Ta40 Fax: (51)3250-7840

CEP: 00.035-203

E-mail:

cepifthcpa.edubr
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8.2 Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Individuos saudaveis)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo Controle)

N° do projeto GPPG ou CAAE: 95636618.2.0000.5327

Titulo do Projeto: ESTUDO DOS MECANISMOS INFLAMATORIOS E DE DANO
OXIDATIVO EM PACIENTES PORTADORES DE NIEMANN-PICK TIPO C: EFEITO IN
VIVO DO MIGLUSTATE E IN VITRO DE ANTIOXIDANTES

Vocé, ou a pessoa pela qual vocé é responsavel, estd sendo convidado a participar de
uma pesquisa cujo objetivo é relacionar marcadores moleculares (tanto marcadores
inflamatdrios como radicais livres) em pacientes com Niemann-Pick tipo C (NPC). Vocé esta
sendo convidado a participar como grupo controle, ou seja, porque ndo possui o diagndstico da
condicdo em estudo, NPC. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servigco de Genética Médica
(SGM) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em sua participacdo
s&o 0s seguintes: serdo perguntados alguns dados como nome, idade, uso de medicacéo, se vocé
é fumante e se possui doenca prévia. Serdo coletadas amostras de sangue periférico e urina.
Seré necessario coletar 5 mL de sangue (equivalente a 1 colher de chd).

Os riscos envolvidos na sua participa¢do sdo relativos a coleta de sangue, que sera
realizada por profissional treinado e habilitado. Podera haver alguma dor em decorréncia da
puncdo da pele. Se houver vazamento de sangue da veia no local da puncéo geralmente hd uma
mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. A coleta
de sangue seré realizada por profissionais especialmente treinados para este fim, o que diminui
as chances de complicacGes. A coleta de urina serad feita pelo proprio participante com a
orientacdo de profissionais treinados. Ap6s o término do estudo os materiais biolégicos que
ainda estiverem armazenados poderdo ser descartados ou mantidos para futuras pesquisas
dentro do mesmo objetivo deste estudo, de acordo com a sua decisdo de autorizar o uso futuro.
Se autorizado, vocé podera ser chamado para consentir novamente com a utilizagao.

Com relagdo ao uso dos materiais bioldgicos, ao final do estudo, vocé (marque com um
X):

( ) autoriza o0 armazenamento.
( ) ndo autoriza o armazenamento, solicitando que sejam descartados.

A participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos aos participantes, porém,
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e podera beneficiar
futuros pacientes.
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Vocé tem direito a privacidade. Os resultados deste estudo poderédo ser publicados em
revistas cientificas, mas o seu nome (e/ou do seu responsavel) nao sera revelado. Por meio deste
termo, vocé autoriza que os pesquisadores envolvidos neste estudo pesquisem 0s seus registros
médicos a fim de obter as informacdes clinicas necessérias para a realizacdo desta pesquisa.
Sua participacdo no estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do estudo, isto ndo
afetara em nada o seu tratamento no hospital. A participacdo pode também ser interrompida a
gualguer momento por vocé mesmo (a).

E importante ressaltar que nem vocé, nem o seu responsavel, receberdo algum tipo de
pagamento pela participacdo no estudo e que todas as despesas relacionadas ao custo dos
exames laboratoriais exclusivos da pesquisa serdo cobertas por verbas do préprio projeto de
pesquisa.

Caso vocé tenha davidas, poderad entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Profa. Dra. Carmen Regla Vargas ou com a Pesquisadora Tatiane Hammerschmidt pelo
telefone (51) 3359.8011, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de
segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do responsavel (se aplicavel)

Assinatura do responsavel (se aplicavel)

Nome do pesquisador que aplicou o Termo
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Assinatura

Local e Data:
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8.3 Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pacientes NP-C)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo NPC)

N° do projeto GPPG ou CAAE: 95636618.2.0000.5327

Titulo do Projeto: ESTUDO DOS MECANISMOS INFLAMATORIOS E DE DANO
OXIDATIVO EM PACIENTES PORTADORES DE NIEMANN-PICK TIPO C: EFEITO IN
VIVO DO MIGLUSTATE E IN VITRO DE ANTIOXIDANTES

Vocé, ou a pessoa pela qual vocé é responsavel, esta sendo convidado a participar de
uma pesquisa cujo objetivo € relacionar marcadores moleculares (tanto marcadores
inflamatorios como radicais livres) com a evolugdo da doenca e o tratamento que vocé realiza.
Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Servico de Genética Médica (SGM) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). VVocé esta
sendo convidado porque ja possui o diagnéstico de Niemann-Pick tipo C (NPC) e realiza
acompanhamento nesta Institui¢éo.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participacéo
s80 0s seguintes:

e Coleta de aliquota adicional de sangue (5 mL, equivalente a uma colher de cha)
quando da realizacdo do exame de rotina;

e Coleta de urina ocasional;

e Autorizar utilizacdo do material da biopsia realizada conforme indicagéo
assistencial, ou realizar uma nova coleta caso este ndo seja possivel,

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

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa Sdo 0s
mesmos da coleta de sangue para 0s exames assistenciais, ou seja, sera coletado um pouco de
sangue a mais durante a realizacdo do exame que vocé ja iria fazer. No momento da coleta de
sangue poderd haver alguma dor em decorréncia da puncdo da pele. Complicacdes de coleta
de sangue sdo raras e geralmente simples. Se houver vazamento de sangue da veia no local da
puncdo podera se formar uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que
desaparece em poucos dias. Para a coleta de fibroblastos, vocé receberd uma anestesia tépica
(cremes anestésicos) e o procedimento se dard através da retirada de um pequenissimo
fragmento (3 mm, equivalente ao tamanho de uma cabeca de fosforo) de pele através de uma
biopsia. As coletas de sangue e fibroblastos serdo realizadas por profissionais especialmente
treinados para este fim, o que diminui as chances de complicagdes. As coletas de urina seréo
feitas pelo proprio paciente ou com o auxilio de profissionais treinados.

A participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos aos participantes, porém,
contribuird para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e podera beneficiar
futuros pacientes com Niemann-Pick tipo C.
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Ap6s o término do estudo os materiais biologicos que ainda estiverem armazenados
poderdo ser descartados ou mantidos para futuras pesquisas dentro do mesmo objetivo deste
estudo, de acordo com a sua decisao de autorizar o uso futuro. Se autorizado, vocé podera ser
chamado para consentir novamente com a utilizacgdo.

Com relacdo ao uso dos materiais bioldgicos, ao final do estudo, vocé (marque com um
X):

( ) autoriza o0 armazenamento.
( ) ndo autoriza o armazenamento, solicitando que sejam descartados.

Vocé tem direito a privacidade. Os resultados deste estudo poderdo ser publicados em
revistas cientificas, mas o seu nome (e/ou do seu responsavel) ndo sera revelado. Por meio
deste termo, vocé autoriza que os pesquisadores envolvidos neste estudo pesquisem 0s seus
registros médicos a fim de obter as informag6es clinicas necessarias para a realizacdo desta
pesquisa. Sua participacdo no estudo € voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do estudo,
isto ndo afetara em nada o seu tratamento no hospital. A participacdo pode também ser
interrompida a qualquer momento por vocé mesmo (a).

E importante ressaltar que nem vocé, nem o seu responsavel, receberdo algum tipo de
pagamento pela participacdo no estudo e que todas as despesas relacionadas ao custo dos
exames laboratoriais exclusivos da pesquisa serdo cobertas por verbas do préprio projeto de
pesquisa.

Caso vocé tenha dividas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Profa. Dra. Carmen Regla Vargas ou com a Pesquisadora Tatiane Hammerschmidt pelo
telefone (51) 3359.8011, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de
segunda a sexta, das 8h as 17h.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo que uma delas sera entregue a voce,
participante da pesquisa, e a outra serd mantida com o nosso grupo de pesquisa.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do responsavel (se aplicavel)
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Assinatura do responsavel (se aplicavel)

Nome do pesquisador que aplicou o0 Termo

Assinatura

Local e Data:
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8.4 Comprovativo de submissao de artigo no periédico Metabolic Brain Disease

De: Metabolic Brain Disease em@editorialmanager.com
Assunto: MEBR-D-22-00255 - Submission Confirmation for Evidence of redox imbalance and mitochondrial dysfunction in
Niemann-Pick type C 1 patients: in vitro effect of combined therapy with antioxidants and B-cyclodextrin nanoparticles -
[EMID:0560ee626f695ae2]
Data: 14 de maio de 2022, 11:46
Para: Tatiane Grazieli Hammerschmidt tatiane.hammerschmidt@gmail.com

Dear Mrs Hammerschmidt,

Your submission entitled "Evidence of redox imbalance and mitochondrial dysfunction in Niemann-Pick type C 1 patients: in vitro
effect of combined therapy with antioxidants and B-cyclodextrin nanoparticles" has been received by Metabolic Brain Disease

The submission ID is: MEBR-D-22-00255
Please refer to this number in any future correspondence.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author. The URL is
https://www.editorialmanager.com/mebr/.

Thank you for submitting your work to our journal.
Kind regards,

Editorial Office
Metabolic Brain Disease

Now that your article will undergo the editorial and peer review process, it is the right time to think about publishing your article as
open access. With open access your article will become freely available to anyone worldwide and you will easily comply with
open access mandates. Springer's open access offering for this journal is called Open Choice (find more information on
www.springer.com/openchoice). Once your article is accepted, you will be offered the option to publish through open access. So
you might want to talk to your institution and funder now to see how payment could be organized; for an overview of available
open access funding please go to www.springer.com/oafunding.

Although for now you don't have to do anything, we would like to let you know about your upcoming options.

This letter contains confidential information, is for your own use, and should not be forwarded to third parties.

Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this journal. We will keep your information
on file to use in the process of submitting, evaluating and publishing a manuscript. For more information on how we use your
personal details please see our privacy policy at https://www.springernature.com/production-privacy-policy. If you no longer wish
to receive messages from this journal or you have questions regarding database management, please contact the Publication
Office at the link below.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any time.
(Use the following URL: https://www.editorialmanager.com/mebr/login.asp?a=r). Please contact the publication office if you have
any questions.



195

8.5 Comprovativo de submisséo de artigo no periddico Clinica Chimica Acta

De: Clinica Chimica Acta em@editorialmanager.com
Assunto: Thank you for your submission to Clinica Chimica Acta
Data: 2 de agosto de 2022, 19:26
Para: Tatiane Grazieli Hammerschmidt tatiane.hammerschmidt@gmail.com

Dear Ms Hammerschmidt,

Thank you for sending your manuscript Plasmatic neurodegeneration markers in Niemann-Pick type C1 patients: beneficial
effects of miglustat treatment for consideration to Clinica Chimica Acta. Please accept this message as confirmation of your
submission.

When should | expect to receive the Editor's decision?
For Clinica Chimica Acta, the average editorial time (in weeks) from submission to first decision is: 2.93 and from submission to
final decision is: 6.14.

What happens next?
Here are the steps that you can expect as your manuscript progresses through the editorial process in the Editorial Manager
(EM).

1. First, your manuscript will be assigned to an Editor and you will be sent a unique reference number that you can use to track it
throughout the process. During this stage, the status in EM will be "With Editor".

2. If your manuscript matches the scope and satisfies the criteria of Clinica Chimica Acta, the Editor will identify and contact
reviewers who are acknowledged experts in the field. Since peer-review is a voluntary service, it can take some time but please
be assured that the Editor will regularly remind reviewers if they do not reply in a timely manner. During this stage, the status will
appear as "Under Review".

Once the Editor has received the minimum number of expert reviews, the status will change to "Required Reviews Complete".

3. Itis also possible that the Editor may decide that your manuscript does not meet the journal criteria or scope and that it should
not be considered further. In this case, the Editor willimmediately notify you that the manuscript has been rejected and may
recommend a more suitable journal.

For a more detailed description of the editorial process, please see Paper Lifecycle from Submission to Publication:
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/160/p/8045/

How can | track the progress of my submission?
You can track the status of your submission at any time at https://www.editorialmanager.com/CCACTA

Once there, simply:
1. Enter your username: Your username is: TatianeHammerschmidt

If you need to retrieve password details, please go to: https://www.editorialmanager.com/ccacta/l.asp?i=448102&I=X8LO78FD

2. Click on [Author Login]. This will take you to the Author Main Menu
3. Click on [Submissions Being Processed]

Many thanks again for your interest in Clinica Chimica Acta.

Kind regards,

Professor Joris Delanghe

For further assistance, please visit our customer support site at https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/.
Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EM via
interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of our
customer support representatives.

This journal uses the Elsevier Article Transfer Service. This means that if an editor feels your manuscript is more suitable for an
alternative journal, then you might be asked to consider transferring the manuscript to such a journal. The recommendation might
be provided by a Journal Editor, a dedicated Scientific Managing Editor, a tool assisted recommendation, or a combination. For
more details see the journal guide for authors.

#AU_CCACTA#

To ensure this email reaches the intended recipient, please do not delete the above code

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any time.
(Use the following URL: https://www.editorialmanager.com/ccacta/login.asp?a=r). Please contact the publication office if you have
any questions.



196

8.6 Comprovativo de submissdo de artigo no periédico International Journal of
Developmental Neuroscience

International Journal of Developmental Neuroscience - Manuscript ID IJDN-2022-07-0121 [email ref: SE-6-

al
De International Journal of Developmental Neuroscience <onbehalfof@manuscriptcentral.com>
Para <tatiane.hammerschmidt@ufrgs.br>
Cépia <tatiane.hammerschmidt@ufrgs.br>, <gilian_guerreiro@hotmail.com>, <donida.bruna@gmail.com>, <marcorah@gmail.com>,
<rkessler@hcpa.edu.br>, <bernardesferro@gmail.com>, <dinjamoura@gmail.com>, <rgiugliani@hcpa.edu.br>, <crvargas@hcpa.edu.br>
derp.. <IJDNo iley.com>
Data 2022-07-29 06:59
29-Jul-2022

Dear Tatiane Hammerschmidt G:

Your manuscript entitled "Beneficial in vitro effect of antioxidants on DNA damage in fibroblasts from Niemann-Pick type
C 1 patients" by G, Tatiane Hammerschmidt; Guerreiro, Gilian; Donida, Bruna; Raabe, Marco; G, Rejane Kessler; B, Matheus
Ferro; Moura, Dinara ; Giugliani, Roberto; Vargas, Carmen, has been successfully submitted online and is presently being

given full consideration for publication in International Journal of Developmental Neuroscience.

Co-authors: Please contact the Editor-in-Chief Office as soon as possible if you disagree with being listed as a co-
author for this manuscript.

Your manuscript ID is IJDN-2022-07-0121.
Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If there

are any changes in your street address or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at

https://mc.manuscriptcentral.com/ijdn and edit your user information as appropriate.

Our journal is currently transitioning to Wiley’'s Research Exchange submission portal.

If you submitted this manuscript through our Research Exchange site, you can view the status of your manuscript by

logging into the submission site at wiley.atyponrex.com/journal/ijdn

If you submitted this manuscript through ScholarOne, you can view the status of your manuscript by checking your Author

Center after logging in to https://mc.manuscriptcentral.com/ijdn .

Thank you for submitting your manuscript to International Journal of Developmental Neuroscience.

Sincerely,

International Journal of Developmental Neuroscience Editorial Office



	Estudo dos mecanismos inflamatórios e de dano oxidativo em pacientes portadores de Niemann-Pick tipo C: Efeito in vivo do miglustate e in vitro de β‐ciclodextrina nanoparticulada, N-Acetilcisteína e Coenzima Q10
	Estudo dos mecanismos inflamatórios e de dano oxidativo em pacientes portadores de Niemann-Pick tipo C: Efeito in vivo do miglustate e in vitro de β‐ciclodextrina nanoparticulada, N-Acetilcisteína e Coenzima Q10
	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Erros Inatos do metabolismo
	1.2 Doenças lisossômicas de depósito
	1.3  Niemann-Pick tipo C
	1.3.1 Sintomatologia e achados clínicos
	1.3.2 Diagnóstico
	1.3.3 Tratamento
	1.3.4 Mecanismo de dano neuronal
	1.3.5  Envolvimento mitocondrial na doença Niemann-Pick C

	1.4 Espécies reativas de oxigênio, radicais livres e estresse oxidativo
	1.5 Defesas não-enzimáticas e enzimáticas
	1.6 Antioxidantes
	1.7 Inflamação
	1.8 Estresse oxidativo, inflamação e Niemann-Pick tipo C

	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivo Geral
	2.2 Objetivos específicos
	2.2.1 Capítulo 1:
	2.2.2 Capítulo 2:
	2.2.3 Capítulo 3:
	2.2.4 Capítulo 4:
	2.2.5 Capítulo 5:


	3 RESULTADOS
	3.1 Capítulo 1: Cytokine profile and cholesterol levels in patients with Niemann-Pick type c disease presenting neurological symptoms: in vivo effect of miglustat and in vitro effect of n-acetylcysteine and coenzyme Q10
	3.2 Capítulo 2: Evidence of redox imbalance and mitochondrial dysfunction in Niemann-Pick type c 1 patients: the in vitro effect of combined therapy with antioxidants and β‐cyclodextrin nanoparticles
	3.3 Capítulo 3: Plasmatic neurodegeneration markers in Niemann-Pick type C1 patients: beneficial effects of miglustat treatment
	3.4 Capítulo 4: Beneficial in vitro effect of antioxidants on DNA damage in fibroblasts from Niemann-Pick type C 1 patients
	3.5 Capítulo 5: Resultados preliminares da determinação de genótipo e haplótipo em pacientes brasileiros portadores da doença de Niemann-Pick Tipo C

	4 DISCUSSÃO
	5 CONCLUSÕES
	5.1 Capítulo 1:
	5.2  Capítulo 2:
	5.3 Capítulo 3:
	5.4 Capítulo 4:
	5.5 Capítulo 5:
	5.6 Conclusão geral

	6 PERSPECTIVAS
	7 REFERÊNCIAS
	8 ANEXOS
	8.1 Anexo 1: Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre
	8.2 Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Indivíduos saudáveis)
	8.3 Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pacientes NP-C)
	8.4 Comprovativo de submissão de artigo no periódico Metabolic Brain Disease
	8.5 Comprovativo de submissão de artigo no periódico Clinica Chimica Acta
	8.6 Comprovativo de submissão de artigo no periódico International Journal of Developmental Neuroscience


