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RESUMO

A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) ¢ uma doenca lisossomal causada por mutagdes no
gene IDUA que codifica a proteina alfa-L-iduronidase (IDUA), responsavel pela
degradacdo dos glicosaminoglicanos (GAGs) sulfato de dermatano e sulfato de heparano
no interior dos lisossomos. A MPS I impacta no funcionamento dos sistemas respiratorio,
cardiaco, neurologico e em componentes do sistema sensorial como audicdo e visdo. As
disfungdes articulares surgem na grande maioria dos acometidos com MPS I e geralmente
precedem o diagnéstico. O actimulo de GAGs estimula o recrutamento de células
inflamatorias para o interior do ambiente articular, as quais secretam citocinas
inflamatérias e contribuem para o enrijecimento e dor. A matriz cartilaginosa densa e
avascular da articulagdo dificulta a penetracao de farmacos em seu interior, o que ¢ um
desafio para a terapia de reposicdo enzimdtica, tratamento convencional atualmente
utilizado em pacientes com MPS I. Levando em consideracdo esse obstaculo, o presente
estudo se propds a desenvolver e avaliar a seguranga e eficicia da administracao
intra-articular de dois plasmideos - um doador do gene /dua e um plasmideo codificante da
proteina Cas9 - adsorvidos a uma nanoemulsdo catidnica carreadora de um
anti-inflamatorio esteroidal em camundongos modelo de MPS I. Inicialmente, testamos o
efeito do tratamento na viabilidade mitocondrial de fibroblastos semelhantes a sinovidcitos
extraidos de joelho de camundongos MPS I . O potencial irritante dos complexos
nanoemulsionados também foi avaliado em membrana corio-alantoide de ovo de galinha
no teste HET-CAM. A formulacdo ndo se mostrou citotoxica ou irritante nos testes in vitro.
Nos ensaios in vivo, a administragdo dos complexos pela via intra-articular em
camundongos MPS I revelou que animais que receberam o tratamento demonstraram
menores niveis de citocinas inflamatorias (IL-6) e tiveram aumento significativo da
atividade de IDUA em liquido sinovial. Em suma, o tratamento desenvolvido se mostrou
seguro, ndo gerou inflamacdo local e apresentou alta retencdo no interior da capsula
articular, além de ser eficaz no aumento da atividade da enzima IDUA na cavidade
articular de camundongos MPS 1 ap6s edi¢do génica in situ. Como perspectivas faz-se
necessario avaliar o efeito do tratamento em um maior periodo pds-administracdo, além de

observar se, de fato, ha diminui¢do do actimulo de GAGs e¢ melhora nos sintomas



osteoarticulares. Ainda assim, o produto desenvolvido possui potencial no tratamento in

situ dos sintomas articulares da MPS 1.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type I (MPS 1) is a lysosomal disease caused by mutations in the
IDUA gene that encodes the protein alpha-L-iduronidase (IDUA), responsible for the
degradation of glycosaminoglycans (GAGs) dermatan sulfate and heparan sulfate within
lysosomes. . MPS 1 impacts the functioning of the respiratory, cardiac, neurological
systems and components of the sensory system such as hearing and vision. Joint
dysfunctions appear in the vast majority of those affected with MPS I and generally
precede the diagnosis. The accumulation of GAGs stimulates the recruitment of
inflammatory cells into the joint environment, which secrete inflammatory cytokines and
contribute to stiffness and pain. The dense and avascular cartilaginous matrix of the joint
makes it difficult for drugs to penetrate its interior, which is a challenge for enzyme
replacement therapy, a conventional treatment currently used in patients with MPS 1.
Taking this obstacle into account, the present study proposed to develop and evaluate the
safety and efficacy of intra-articular administration of two plasmids - a donor of the /dua
gene and a plasmid encoding the Cas9 protein - adsorbed to a cationic nanoemulsion
carrying a steroidal anti-inflammatory drug in MPS I model mice. Initially, we tested the
effect of treatment on the mitochondrial viability of synoviocyte-like fibroblasts extracted
from the knees of MPS I mice. The irritating potential of nanoemulsified complexes was
also evaluated in chicken egg chorio-allantoic membrane in the HET-CAM test. The
formulation did not prove to be cytotoxic or irritating in in vitro tests. In in vivo tests,
administration of the complexes intra-articularly in MPS I mice revealed that animals that
received the treatment demonstrated lower levels of inflammatory cytokines (IL-6) and had
a significant increase in IDUA activity in synovial fluid. In short, the developed treatment
proved to be safe, did not generate local inflammation and showed high retention within
the joint capsule, in addition to being effective in increasing the activity of the IDUA
enzyme in the joint cavity of MPS I mice after in situ gene editing. As perspectives, it is
necessary to evaluate the effect of the treatment in a longer post-administration period, in
addition to observing whether, in fact, there is a reduction in the accumulation of GAGs
and an improvement in osteoarticular symptoms. Even so, the developed product has

potential in the in situ treatment of MPS I joint symptom:s.
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1. INTRODUCAO
1.1 Mucopolissacaridose tipo I

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de onze doencas raras e hereditarias
causadas por deficiéncias em enzimas lisossomais responsaveis pela degradacdo dos
glicosaminosglicanos (GAGs). Os GAGs sao carboidratos complexos, componentes da
matriz extracelular. A degradacdo deficiente dessas moléculas provoca o actimulo nas
células, afetando sua homeostase, pois compromete alguns processos celulares, entre eles,
endocitose, autofagia e absor¢ao de nutrientes causando danos gerais nos tecidos e 6rgaos,
resultando em disfuncdo organica generalizada podendo levar o paciente a morte nos
primeiros anos de vida (Neufeld e Muenzer, 2001).

A prevaléncia mundial de nascimento com MPS ¢ de 1,57 para cada 100.000,
variando de acordo com o pais, regido ou etnia (Celik et al., 2021). As MPS I, IIL, IV, VI e
VII sdo autossOmicas recessivas, enquanto que a do tipo II é recessiva ligada ao X. O grau
de comprometimento da degradagdo ¢ variavel nos pacientes, levando a uma gama de
apresentacdes clinicas, mesmo quando se trata do mesmo tipo de MPS (Neufeld e
Muenzer, 2007). Existe uma diversidade de manifestagdes clinicas que acometem os
portadores dessas doengas, entre elas, caracteristicas faciais grosseiras, alteragdes
esqueléticas, articulares, dentarias, hepatomegalia, esplenomegalia, doenga respiratoria e
cardiaca, perda de visdo e audicdo, que podem estar associadas a distirbios
comportamentais e neurologicos (Muenzer; Wraith e Clarke, 2009).

A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) afeta cerca de 1:100.000 nascidos vivos e €
causada por mutagdes no gene da enzima lisossomica alfa-L-iduronidase (IDUA; EC
3.2.1.76) (Giugliani, 2012), que atua na degradacdo dos GAGs sulfato de heparano e
sulfato de dermatano em multiplos tecidos. Esta doenca apresenta um continuo de
gravidade clinica conhecido como trés sindromes. A sindrome de Hurler (MPS I - H) ¢ a
mais prevalente, acometendo 57% dos diagnosticados com MPS I e possui a apresentagado
clinica mais severa marcada por disfungdes no desenvolvimento motor e neurologico,
hepatoesplenomegalia, valvulopatia, opacificagdo da cornea e hidrocefalia, com inicio dos
sintomas se iniciando até¢ os dois anos de idade. Sem tratamento, os pacientes com
apresentacdes mais graves possuem uma expectativa de vida que varia de seis a oito anos.

A sindrome Hurler-Scheie (MPS I - H / S), a forma intermedidria ou moderada, tem
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surgimento dos sintomas entre 3 e 8 anos de idade e os pacientes apresentam disfungdes
osteoarticulares e opacidade de cornea. Acometidos com o fenétipo de Scheie (MPS I - S)
tém inicio dos sintomas entre os 5 a 15 anos de vida e deficiéncias ortopédicas sdao a
principal manifestagdo clinica. No entanto, a categorizagdo em sindromes ¢ arbitraria, visto
que na pratica clinica o que se observa ¢ um continuo da gravidade dos sintomas que
podem atingir diferentes sistemas. Ademais, ndo ha base bioquimica ou molecular para
esta delimitagdo classificatoria (Martins et. al, 2009).

A MPS I pode ser causada por diferentes mutagdes no gene /DUA e alguns estudos
buscam prever o fen6tipo de acordo com a natureza e a posi¢do da mutagdo. As mutacdes
com frequéncias mais elevadas na populacdo brasileira demonstram uma associacao
significativa com o fendtipo grave da MPS I, sendo a p.Trp402Ter a primeira descrita e a
mais prevalente. Nesta mutagc@o, hd substituicio de uma base unica que gera inser¢do de
um cddon de parada prematuro inviabilizando a produ¢do de IDUA funcional (Poletto et
al., 2018). Uma revisdo de literatura conduzida por Terlato e Cox (2003) constatou que
pacientes que possuem mutacao sem sentido em ambos os alelos apresentam o fenotipo
grave devido a nulidade de atividade enzimatica de IDUA. A grande maioria das mutagdes
em local de splicing e de inser¢do/delecdo possuem o mesmo efeito, isto devido a geragdo
de efeitos deletérios como interrupgdo da tradugdo ou transcri¢do e instabilidade do RNA
mensageiro (MRNA). As mutacdes de sentido trocado sdo as que possuem maiores chances
de apresentar atividade enzimatica residual, e, mesmo em combinagdo com um segundo
alelo que gera perda de fungdo, a presenca de um alelo com mutagdo de sentido trocado
pode ser protetora contra a apresentagdo de um fendtipo grave. Cerca de 97,5% dos
pacientes com fenotipo atenuado possuem pelo menos um alelo com mutagdo de sentido
trocado e mais de 45% desses possuem um segundo alelo que gera perda de funcao
(Kubaski et al., 2020). No entanto, a troca de determinados aminodcidos como p.R489P e
p.P496R esta associada ao fenotipo grave. Atualmente, ¢ possivel predizer o fendtipo da
maioria dos pacientes obtendo-se o genotipo, no entanto, ainda ha variantes que possuem

efeito desconhecido na atividade enzimatica (Terlato e Cox, 2003; Clarke et. al, 2009).

1.2 Patofisiologia

As moléculas degradadas pela enzima IDUA, sulfato de heparano (HS) e sulfato de

dermatano (DS), sdo encontradas livres na matriz celular. Também compdem a estrutura de



13

diferentes tipos de proteoglicanos, essenciais para a estrutura dos tecidos e para a
comunicagdo intercelular, além de modular processos bioquimicos como regulacdo do
crescimento, proliferacdo e serem reservatorios e co-receptores de moléculas sinalizadoras
(Hampe et al., 2020; Fecarotta et al., 2020). Na MPS, o aumento de HS e DS ¢ observado
na urina ¢ no soro dos pacientes. Esse excesso no ambiente extracelular aumenta a
absorc¢do de agua pelos tecidos, provocando inchago e desorganizando fibras de colageno e
elastina (Campos e Monaga, 2012).

Em nivel intracelular, a deficiéncia enzimatica e o acimulo de GAGs gera aumento
do volume lisossomal ocupado no ambiente intracelular, causando ruptura de suas
membranas e comprometendo o trafego de vesiculas. O microambiente lisossomal ¢
bastante distinto do ambiente citoplasmatico - o pH em seu interior ¢ acido € rico em
enzimas hidroliticas, condigdes necessarias para a degradagdo de macromoléculas. O
vazamento de seu contetdo enzimatico, de protons e de Ca®" para o citoplasma
desencadeia perturbacdo da homeostase idnica, aumento de espécies reativas de oxigénio e
o inicio de vias de sinalizagdo que contribuem para o estresse oxidativo, necrose e
apoptose (Platt, Boland e van der Spoel, 2012). Perante tais sinais de estresse celular e do
vazamento de caspase B dos lisossomos, superexpressa na MPS I (Gonzalez et al., 2018),
ha ativacdo do inflamassoma NLRP3 (do inglés NLR Family Pyrin Domain Containing 3),
que aumenta a expressao de caspase | e pro-IL-1B. Além disso, ¢ capaz de provocar
piroptose, uma morte celular inflamatéria programada (Parker e Bigger, 2019; Swanson,
Deng e Ting, 2019; Latz, Xiao e Stutz, 2013). O aumento da resposta inflamatoria
decorrente do acumulo de GAGs também ocorre através da ativacdo de TLR-4 (do inglés
toll-like receptor 4), que estimula a liberagcdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias

(Wilkinson et al., 2012; Hampe et al., 2020).

1.2.1. Disfunciao articular

A articulacdo, em sua superficie, € composta por cartilagem hialina, que diminui a
transmissdo de impactos mecanicos para o 0sso subcondral. Sua matriz extracelular ¢
composta principalmente por proteoglicanos e colageno tipo II. A céapsula articular,
constituida de tecido conjuntivo fibroso, ¢ preenchida por fluido sinovial, produzido por
sinovidcitos tipo B ou FLS (Fibroblast-like synoviocytes) na membrana sinovial. O fluido

sinovial possui constituicdo similar ao plasma, porém, menor concentragdo proteica e



14

acréscimo de acido hialuronico e lubricina, macromoléculas essenciais para viscosidade
ideal do liquido e lubrificagdo articular (Zhao et al., 2023; Huang et al., 2022). A
viscosidade pode ser diminuida em quadros inflamatérios quando neutrofilos liberam
enzimas lisossomais capazes de desfazer a polimerizacdo, por exemplo, prejudicando sua

funcao lubrificante (Brannan e Jerrard, 2006).
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Figura 1: Esquema da estrutura histologica da articulagao (Vlashi et al. 2023)

Condroécitos extraidos da cartilagem articular, quando estimulados por IL-18 e
TNF-0, diminuem a expressao de colageno tipo II, o principal componente dos tecidos
cartilaginosos, € aumentam a expressdo de metaloproteinases (MMPs) (Richardson e
Dodge, 2000; Sadowski e Steinmeyer, 2001). Em condi¢des inflamatdrias articulares,
como artrite reumatoide e osteoartrite, os niveis de MMPs estdo elevados (Guan et al.,
2015; Pulik, Lukasz e Motyl, 2023). Essas enzimas sao responsaveis pela degradagao de
componentes da matriz extracelular, como colageno e proteoglicanos, e seu aumento esta
associado a perda de elasticidade, degeneracdo articular e consequente reducdo da
funcionalidade articular.

A expressao elevada de receptores toll-like 4 (TLR4, do inglés toll like receptor 4),
interleucina 1-beta (IL-1P, do inglés interleukin 1 beta) e fator de necrose tumoral o

(TNF-a, do inglés tumor necrosis factor alpha) foi observada em condrocitos extraidos de

Subchondral Bone (SBT)
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ratos modelo de MPS e cultivados in vitro, assim como na cartilagem articular e no liquido
sinovial de mamiferos modelo de MPS (Richardson e Dodge, 2000; Simonaro, Hanskins e
Schuchman, 2001; Simonaro et al.,, 2008; Opoka-Winiarska et al.,, 2013). TLR4,
componente do sistema imune inato que reconhece estruturas padrdes de patogenos,
estimula diretamente a expressdao de citocinas pro-inflamatorias como TNF-o, IL-1P e
IL-6. Esse ambiente inflamatorio também estd associado ao aumento na expressido de
metaloproteinases, incluindo MMP-2 no soro de individuos com MPS I (Batzios et al.,
2008) e, MMP-2, MMP-9 ¢ MMP-13 no tecido sinovial de modelos murinos de MPS 1
(Simonaro et al., 2008; de Oliveira et al., 2013). Este aumento na atividade proteolitica de
componentes da matriz extracelular, decorrente do processo inflamatdrio, contribui para o
desenvolvimento de osteopenia em individuos com MPS.

Sintomas relacionados a dor e ao desenvolvimento osteoarticular deficiente sdo
impactados por respostas inflamatérias ao acimulo de GAGs que ocorre na MPS, e
estimulam a expansdo de linfocitos T, linfocitos B, macrofagos, e a liberagdo de TNF-a,
IL-1B e IL-6 (Wang e Roehrl, 2002; Gomez et al., 2015; Lund et al., 2020; Patel et al.,
2023). TNF-o em niveis elevados aumenta a permeabilidade endotelial, a liberagao de
prostaglandinas e o recrutamento de neutrofilos, resultando em inflamacdo local. A
ativacdo de macréfagos, que migram para o tecido devido ao aumento da osteopontina em
resposta a citocina pré-inflamatoria, prejudica a mineralizacdo 6ssea e causa um quadro
inflamatério permanente, limitando a fungao fisica. Além disso, esse fator contribui para a
baixa estatura observada em pacientes com mucopolissacaridose ao induzir resisténcia ao
hormdnio de crescimento. (Polgreen et al., 2016).

Foi demonstrado que o acimulo de GAGs em ossos de camundongos MPS I gera
um aumento da camada cartilaginosa por diminuir a atividade da catepsina K, protease
expressa principalmente em osteoclastos e com fun¢do colagenolitica. O resultado ¢ a
diminui¢do da reabsor¢do da cartilagem 6ssea (Winiarska et al., 2013). Em condic¢des
normais, a regido cartilaginosa das placas epifisarias sao substituidas por tecido 6sseo ao
longo do desenvolvimento até que o individuo atinja sua maxima estatura. Em individuos
com MPS, os condrécitos apresentam alteragdo de sua morfologia pelo acimulo de GAGs
no interior dos lisossomos que ocupam grande espago citosdlico, o que gera um acimulo

de condrocitos arredondados que impedem a formagao da arquitetura colunar de cartilagem
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na placa de crescimento, necessaria para que haja crescimento 6sseo (Abreu et al., 1995;
Simonaro et al., 2010).

A apoptose dos condrocitos na cartilagem articular, processo que nao ocorre em
condi¢cdes ndo patologicas, ¢ estimulada pela presenca aumentada de GAGs. Os
lipopolissacarideos bacterianos sdo potentes indutores de apoptose por estimularem
liberagdo de 6xido nitrico em algumas células, como condrocitos, € possuem homologia
estrutural com dermatan sulfato. De fato, foi observado que condrécitos cultivados sob
tratamento de dermatan sulfato t€ém concentrag¢des de nitrito semelhantes as células tratadas
com lipopolissacarideos bacterianos (Simonaro, Hanskins e Schuchman, 2001). Pacientes
MPS I mostraram possuir maiores concentracdes de desoxipiridinolinas (DPD) urinaria,
um indicador de reabsor¢ao dssea que ¢ liberado na urina devido a atividade osteoclastica
(Lund et a., 2020). Gatto et al. (2012) observaram in vitro maior propensao a formagao de
osteoclastos, células digestoras de matriz dssea, devido a elevada expressdo do ativador do
receptor do ligante do fator nuclear kappa-B (RANKL, do inglés Receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand) por células estromais da medula 6ssea de individuos MPS
I. RANKL promove a osteoclastogénese ao se ligar ao receptor RANK presente em células
precursoras mononucleares, as quais se diferenciam em osteoclastos.

Um estudo realizado por Lund et al. (2020) mediu a amplitude de movimento em
pacientes MPS 1. Este parametro mede a totalidade de movimento capaz de ser executada
ao redor de uma articulacao. Todos os participantes apresentavam rigidez articular em pelo
menos uma articulagdo. Também foi comparado o nivel de contratura de acordo com o
tratamento recebido. De forma surpreendente, os tratados com transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH) apresentaram menor grau de rigidez articular, enquanto os
tratados apenas com reposi¢do enzimdtica apresentavam maior acometimento. Porém,
apesar do primeiro grupo incluir pacientes com a forma grave, os participantes desse
ultimo grupo apresentavam idade mais avangada, o que poderia explicar a piora da

disfuncao motora.

1.4 Tratamentos
As complicagdes osteoarticulares sdo comumente o primeiro sintoma apresentado

em pacientes com o fendtipo Scheie e surgem em mais de 80% dos pacientes com fendtipo
Scheie e Hurler-Scheie (Cimaz et al., 2006; Cimaz et al., 2009; Thomas et al., 2010). As

manifestagdes esqueléticas tipicas da MPS 1 sdo disostoses multiplas, entre elas, mao em
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garra (figura 1), malformacdes do quadril e da clavicula e escoliose. Como consequéncia
do acimulo de GAGs, ocorre o processo de fibrose da capsula articular, que causard a
limitagdo dos movimentos, provocando rigidez articular, podendo causar perda de fungao
(Kuiper et al., 2019; Melbouci et al., 2018; Tomatsu et al., 2015). Esses quadro clinicos
levam os pacientes a serem submetidos a uma série de tratamentos especificos, como

infiltragdes articulares e cirurgias ortopédicas (Taylor et al., 2008; Tomatsu et al., 2015).

Figura 2: Raio-x de mao esquerda de paciente com mucopolissacaridose tipo I (Summers e

Ashworth, 2011, et. al).

Atualmente, o tratamento mais utilizado para a MPS I ¢ a terapia de reposicao
enzimdtica (TRE) que consiste na administracio semanal da forma recombinante da
enzima ao paciente (Giugliani, 2012). Apesar de ser mais segura e eficiente, a enzima ndo
¢ distribuida para 6rgaos como cérebro, ossos e cartilagens quando a via de administracao ¢
venosa (Clarke et al., 2009). Além disso, possui baixa adesdo ao tratamento e custo
elevado - entre 2006 e 2010 cerca de R$ 9.200.000,00 foram distribuidos pelo Ministério
da Satde para a TRE de 24 pacientes com MPS I (Diniz, Medeiros e Schwartz, 2012), o
que justifica a busca de novas estratégias para o tratamento da doenga. A administracao
intra-articular da enzima mostrou reduzir o infiltrado de macréfagos e o acimulo de GAGs

na membrana sinovial e condrécitos, alcangando inclusive os localizados nas camadas mais
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profundas da cartilagem (Wang et al., 2014). Ainda que promissora, essa abordagem nao ¢
adotada como parte do tratamento padrdo oferecido pelo Sistema Unico de Satde.

Outro tratamento disponivel ¢ o transplante de células-tronco hematopoiéticas
(TCTH), inicialmente realizado a partir da medula 6ssea e mais recentemente através do
transplante de cordao umbilical (TCU) (Muenzer, 2011). Este tratamento permite que as
células transplantadas produzam e distribuam a enzima aos diferentes 6rgdos através da
reconstituicdo do sistema hematopoiético. Contudo, devido aos riscos associados a terapia,
como morbidades e mortalidade causadas pela doenca do enxerto contra o hospedeiro, este
tratamento ¢ indicado apenas em situagdes especificas, as quais incluem pacientes com a
forma grave da doenca e com até 2 anos de idade (Nan, Park e Maeng, 2020). Outras
limitagdes do tratamento sdo a dificuldade de encontrar doadores compativeis e a auséncia
de efeito sobre as deformidades Osseas e neurologicas ja estabelecidas no momento do
transplante (Nan, Park e Maeng, 2020). Também ha pouco impacto na doenca Ossea,
provavelmente devido a penetragdo deficiente da enzima nos condrocitos e a incapacidade
de corrigir ou substituir os ostedcitos (van der Linden, 2011; Tomatsu et al., 2015).

Os tratamentos disponiveis para a MPS [ apresentam limitagdes clinicas,
fazendo-se necessdria a busca por novas terapias que possuam eficacia em todo o quadro
clinico da doenga. Por esse motivo, tem-se buscado novas terapias, dentre as quais a
terapia génica (Poletto, Baldo e Gomez-ospina, 2020), que consiste na insercao de um gene
funcional, a fim de corrigir uma disfun¢dao celular, ou prover novas fungdes, com a
introducdo do material genético diretamente nas células do paciente (in vivo), ou a partir da

administracao das células ap6s modificacdo in vitro (ex vivo).

1.5 Edicao génica
Uma alternativa de terapia génica ¢ a edigdo génica utilizando o sistema

CRISPR-Cas9 (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) tipo
I advindo de Streptococcus pyogenes (Le Rhun et al., 2019; Xu e Li, 2020). Essa
plataforma provém de um mecanismo imune adaptativo de defesa de procariotos, onde o
loco CRISPR incorpora o genoma de elementos genéticos invasores (i.e., bacteriofagos,
transposons e plasmideos), criando uma memoria genética que sera usada em uma
reinvasdo. A Cas9 ¢ uma nuclease que cliva o DNA do invasor. Deste modo, esse sistema
pode ser utilizado para clivar o DNA em um ponto especifico e inserir uma nova sequéncia

de interesse e assim corrigir a mutagdo. O sistema CRISPR-Cas9 pode ser utilizado por
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transfec¢do simples de um plasmideo de expressdo de RNA guia (gRNA ou sgRNA) e de
Cas9 humanizado em células mamiferas, transformando-se numa ferramenta promissora
para varias aplicacdes (Poletto, Baldo e Gomez-ospina, 2020).

O gRNA, com um comprimento de aproximadamente 20 ribonucleotideos, ¢
personalizado de acordo com a sequéncia-alvo de clivagem e mimetiza as fungdes do RNA
CRISPR variavel (crRNA) e do crRNA transativador (tracrRNA) em procariotos. O
primeiro atua no reconhecimento do fragmento de DNA alvo e, o segundo, interage com a
Cas9. Para que ocorra clivagem do DNA, ¢ necessario que haja um motivo adjacente do
protoespacador (PAM) a jusante do sitio de interesse, composto por 2 a 5 nucleotideos,
responsavel por ancorar a endonuclease ao sitio de interesse. Em seguida, na montante
regido PAM ha separacdo da dupla fita de DNA e interagdo do sgRNA com DNA
gendmico, resultando na clivagem de dupla fita de DNA que ocorre a uma distdncia de 3 a
4 pares de bases de PAM (Jinek et al., 2018; Anders et al., 2014; Cong et al., 2013). Neste
momento, através do recrutamento do mecanismo endogeno de reparo direcionado por
homologia (HDR - Homology-directed repair), que ocorre no final das fases S e G2 do
ciclo celular, ¢ realizada a introducdo do transgene (DNA doador) que ¢ flanqueado por
sequéncias homologas a regido do sitio da quebra dupla de fitas no genoma (Heyer,

Ehmsen e Liu J., 2010).
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Figura 3: Mecanismos de reparo celular apds quebra de fita dupla de DNA pelo sistema

CRISPR-Cas9 (Sanchez-Rivera e Jacks, 2015).

No presente estudo, optamos pela realizagdo da edigdo génica através do sistema
CRISPR-Cas9 utilizado dois plasmideos. O primeiro possui a sequéncia da Cas9 sob
controle do promotor EFla, que possui nivel de expressao médio na maioria dos tipos
celulares, e esta a montante da sequéncia WPRE (Woodchuck virus post-transcriptional
regulatory element), responsavel por conferir maior estabilidade ao mRNA e aumentar sua
expressdo. Possui também a sequéncia do gRNA sob o promotor H1 de polimerase 1l e é
complementar a 20 nucleotideos presentes no sitio de clivagem do locus ROSA26, um
locus seguro para inser¢ao de transgene comumente utilizado em murinos. O plasmideo
também contém sequéncia NLSs (nuclear localization signal), necessario para que a Cas9
seja transportada para o nucleo, onde desempenha sua atividade como endonuclease. O
segundo plasmideo utilizado no estudo possui o cDNA do gene Idua utilizado como
sequéncia doadora durante o HDR, flanqueado por regidoes (ARM1 e ARM?2) homologas
ao sitio de clivagem da Cas9 no locus ROSA26. O gene IDUA esta sob controle do

promotor EFla.
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Para a administragdo do sistema CRISPR-Cas9, visando terapia génica da MPS I,
algumas vias tém sido propostas e resultados distintos podem ser obtidos conforme a
escolha adotada. Foi demonstrado recentemente que a administracdo de nanoemulsdes
cationicas peguiladas associadas ao sistema CRISPR-Cas9 e a um plasmideo doador do
gene IDUA (pIDUA) aumentou a expressdo génica e a producdo funcional de enzimas em
fibroblastos humanos in vitro e in vivo em camundongos MPS I, apds a entrega intravenosa
(Schuh et al., 2018a; Schuh et al., 2020), com alta viabilidade celular e tolerabilidade in
vivo. No entanto, os tecidos que sdo de dificil acesso, como ossos e articulagdes, nao
apresentam melhoras através das vias de administracdo intravascular ou nasal, pois com a
administracdo sistémica, nem o tratamento nem a enzima sao capazes de penetrar nesses
tecidos (Schuh.; Baldo; Teixeira, 2016; Schuh et al., 2018b).

A utilizagdo de vetores para entrega de 4cidos nucleicos em tecidos bioldgicos
permite que moléculas de DNA mantenham sua estabilidade frente a atividade de
nucleases do hospedeiro e seja entregue ao interior celular. Vetores ndo-virais apresentam
capacidade de carregar grande quantidade de material genético, baixa imunogenicidade, e
producao menos custosa quando comparados com vetores virais. Os sistemas poliméricos
sdo constituidos por nanoesferas, completamente preenchidas com material polimérico, e
nanocépsulas, que possuem nucleo oleoso. Lipossomas e nanoemulsdes sdo sistemas
lipidicos capazes de carregar material genético apds incorporagdo de um lipidio cationico
que interage eletrostaticamente com grupamentos fosfato do esqueleto dos acidos nucleicos
e os protege da acdo de endonucleases (Zhao et al., 2023; Zapolnik e Pyrkosz, 2022). Os
lipossomas, constituidos principalmente de fosfolipidios, carregam éacidos nucleicos tanto
interiormente quanto em sua superficie, enquanto em nanoemulsdes, a adsor¢do ocorre
apenas na interface (Schuh, Baldo e Teixeira, 2016). A nanoemulsao cationica projetada
para a entrega de plasmideos ¢ uma dispersdo de 6leo e 4gua estabilizada por um
surfactante que apos passar por processo de homogeneizagdo a alta pressdo gera particulas
coloidais de 50 a 200 nanémetros (Liu e Yu, 2010). Tais particulas coloidais apresentam
alta interagdo com membranas bioldgicas (i.e., elevada capacidade fusogénica) (Liu e Yu,
2010) e quando comparados com lipossomas, nanoemulsdes apresentam a vantagem de

menor agregacao de suas nanoestruturas em material biologico (Teixeira et al., 2017).
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Figura 4: Representacdo simplificada de nanovetores tecnoldgicos (Schuh, Baldo e

Teixeira, 2016).

A administragdo das nanoestruturas por via intra-articular poderia diminuir o
acimulo de GAGs nas articulagdes, grave problema que limita os movimentos dos
pacientes com MPS I. Tal abordagem terapéutica ja tem sido utilizada em modelos
animais, com resultados bastante promissores, demonstrando reducdo do acumulo de
GAGs em até 60% ao término do tratamento (Auclair et al., 2006, Auclair et al. 2007;
Wang et al., 2014) em estratégias de terapia génica convencional. O trabalho realizado por
Bidone et al. (2018) visando a redug¢do ou prevencdo das complicagcdes ortopédicas
caracteristicas da MPS I, utilizou terapia génica intra-articular em camundongos com MPS
I. Esse método demonstrou seguranga do tratamento, maior expressao génica e atividade da
IDUA no liquido sinovial, porém, essa atividade ndo foi duradoura, pois o plasmideo
utilizado ndo editou o genoma.

Em projeto prévio realizado por nosso grupo de pesquisa, testamos uma formulagao
lipossomal contendo os plasmideos do sistema CRISPR-Cas9 e doador e obtivemos
resultados positivos (ainda ndo publicados). Baseados nisso, desenvolvemos uma
formulacdo nanoemulsionada catidnica contendo os mesmos plasmideos e um
anti-inflamatorio esteroidal, que possui agdo tanto na produg¢do da enzima deficiente
quanto no tratamento dos sintomas inflamatorios das MPS. A formulacdo consiste em uma
nanoemulsdo composta por fosfolipidios de lecitina de gema de ovo, um lipidio cationico,
essencial para a complexacdo com os acidos nucleicos, um lipidio furtivo, um lipidio
fusogénico e um hidrogel polimérico termorresponsivo, que permite a liberagdo controlada
no interior do ambiente articular. O ntcleo da goticula é composto por triglicerideos de

cadeia média que possibilitam a dispersao do anti-inflamatério esteroide dexametasona.
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A dexametasona exerce seus efeitos através de multiplos mecanismos, incluindo:
(1) inibicdo dos fatores de transcricdo proteina ativadora 1 (AP-1, do inglés activator
protein 1) e NFkB que regulam positivamente a expressdo de diversas citocinas pro
inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-4,IL-6, IL-8 e TNF-a; (2) inibicdo da enzima
fosfolipase-2, envolvida na ativagdo de células inflamatérias como neutréfilos e
macrofagos; (3) regulacio positiva da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Ray e Prefontaine,
1994; Verhoef, 1999; Richardson e Dodge, 2003; Stone, Malanga e Capella, 2021). O
agente anti-inflamatério demonstra eficicia na reversao do aumento de MMP-1, MMP-3 e
MMP-13, bem como na restauracdo da diminui¢do do colageno II em condrocitos
estimulados com IL-1 e TNF-0, mimetizando as condigdes do ambiente articular inflamado
(Richardson e Dodge, 2003; Sadowski e Steinmeyer, 2001; Lu, Evans e Grodzinsky, 2011).
Além disso, sua administracdo intra-articular em modelos murinos de artrite induzida
resulta na redug¢do dos niveis de NF-xB e MMP-13, mitigando a degeneracdo articular
(Tsao et al., 1997; Formica, Barreto e Zenobi-Wang, 2019; Wang et al., 2021).

Quando administrada livre no interior da articulacdo, observa-se diminui¢cdo do
tempo de permanéncia no sitio devido a drenagem pela vasculatura linfatica, o que
demanda doses repetidas, diminuindo sua eficacia frente ao surgimento de efeitos
indesejaveis como diminui¢do da camada cartilaginosa e reducdo do efeito analgésico
(Black e Grodzinsky, 2019). Para otimizar a permanéncia do principio ativo no sitio alvo
foram desenvolvidos sistemas de liberagdo controlada. Neste contexto, hidrogeis
termorresponsivos, como poloxamero 407, sdo veiculos ideais para a entrega intra-articular
de dexametasona, ajustando sua viscosidade em resposta a temperatura corporal, o que
permite reten¢do controlada do farmaco e sua liberagao gradual (Wang et al., 2021; Chen et
al., 2024).

Espera-se promover uma maior eficiéncia de edicdo génica na administracdo
intra-articular do gene da enzima deficiente combinado com a utilizagdo do sistema
CRISPR/Cas9 para fins de edigdo génica para inser¢ao de sequéncia do gene /dua no locus
ROSA 26 em genoma de camundongos MPS 1. Uma vez que entre 5% e 20% das enzimas
lisossomais produzidas em uma célula sdo liberadas do citoplasma e endocitadas por outras
células, a inser¢do do gene codificador da IDUA em uma pequena fragdo de sinoviocitos
pode fornecer quantidades de enzima suficientes para melhoria dos sintomas devido a

denominada correcao cruzada, em especial em um ambiente limitado como a articulagao
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(Penati et al., 2017). Além disso, a maioria das doencas articulares, com exce¢do das que
possuem etiologia autoimune, afetam pequeno numero de articulacdo, sendo viavel a

injecdo intra-articular apenas nas regides afetadas (Evans, Ghivizzani e Robbins, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a seguranca e a eficiéncia de transfeccc¢do in vitro em sinoviocitos semelhantes a
fibroblastos (FLS - fibroblast like synoviocytes) de camundongos MPS I e in vivo em
camundongos MPS I de uma formulagdo nanotecnologica co-carreadora do plasmideo do
sistema CRISPR-Cas9, do plasmideo doador da sequéncia codificante do gene /DUA e um

antiinflamatorio esteroide.

2.2 Objetivos Especificos

e [solar FLS de camundongos MPS I;

e Avaliar in vitro em FLS de camundongos MPS I a citotoxicidade e a eficiéncia de
transfec¢do dos tratamentos;

e Avaliar a seguranca topica dos tratamentos através de ensaio HET-CAM;

e Avaliar in vivo a seguranga ¢ eficiécia de transfec¢ao da administracao dos complexos
em camundongos MPS I nocautes para o gene /DUA através da injecdo intra-articular;

e Avaliar marcadores de inflamagado no soro dos animais;

e Realizar andlise histologica para avaliacdo do comprometimento articular nos diferentes

grupos.
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3. RESULTADOS

Os resultados desta dissertagao serdo apresentados sob a forma de artigo cientifico
a ser submetido para a revista International Journal of Pharmaceutics, com figuras e

tabelas distribuidas ao longo do texto para facilitar a leitura.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, avaliamos a seguranca e eficacia da administragao intra-articular do
sistema CRISPR-Cas9 - para inser¢ao do gene Idua - e do anti-inflamatério esteroidal
dexametasona em nanoemulsdo catidnica em articulagdo camundongos modelo de MPS 1.
As formulagdes foram avaliadas in vitro em sinoviocitos semelhantes a fibroblastos (FLS -
fibroblast like synoviocytes) de camundongos MPS 1. O ensaio MTT ndo demonstrou
citotoxicidade das formulagdes e o tratamento das células com um lipideo fluorescente
mostrou sua eficiéncia de transfeccdo em andlise de microscopia. A seguranca topica do
ensaio HET-CAM mostrou que a nanoemulsdo revestida com poloxamer foi levemente
irritante ¢ a nanoemulsdo revestida com poloxamer contendo dexametasona em seu nucleo
lipidico foi moderadamente irritante. A administracdo dos complexos em camundongos
MPS I nocautes para o gene IDUA através da injecdo intra-articular foi realizada de forma
segura e apos uma semana detectou-se aumento da atividade enzimatica apenas no liquido
sinovial de animais tratados. Os niveis de IL-6 no liquido sinovial estavam diminuidos nos
animais tratados com a formulacdo, mas nao foi observada diferenga na analise histologica.

Dos testes de avaliagdo de seguranca in vitro, pretende-se incluir o iodeto de
propideo em citometria de fluxo para avaliacdo de necrose em FLS pds-tratamento para
complementar os resultados obtidos no MTT que informam a atividade metabolica celular.
Em relagdao a transfec¢do in vitro, pretendemos investigar o acumulo de GAGs que
aumenta os lisossomos em tamanho e em quantidade. O efeito do tratamento na organela
pode ser visualizado em microscopia confocal ao aplicar reagente fluorescente marcador
de lisossomos em FLS apos a transfec¢do. A diminuicdo dos lisossomos reflete a digestao
de GAGs em seu interior, que ocorre quando ha atividade enzimatica, e portanto, producao
de IDUA em células MPS 1.

Pretendemos avaliar os efeitos da terapia génica a longo prazo a fim de verificar
por quanto tempo a expressdo de IDUA ¢ sustentada e se hd diminui¢do dos niveis de
GAGs, que nao foram dosados neste estudo pois nao se espera oscilagdes significativas de
DS e HS em uma semana apos o tratamento. A diminuicao das concentra¢des de GAGs ¢
de extrema importancia para a melhora dos sintomas, visto que seu acimulo em vacuolos
celulares parece induzir apoptose, desregular o processo de autofagia de condrocitos, uma
das causas de destrui¢do articular, além de contribuir para a desorganizacdo da placa de

crescimento (Simonaro et al., 2001; Jiang et al., 2020). Ainda, pretendemos avaliar a
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eficiéncia de edi¢do génica com a Cas9 e incorporacdo do gene doador no genoma apods
HDR através da quantificagdo de copias de IDUA no DNA gendmico por PCR em tempo
real.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa de atividade de IDUA
em soro entre tratados com terapia génica e dexametasona e os que receberam salina, o que
corrobora a hipotese de que a noanoemulsao revestida com poloxamero desenvolvida ¢ um
bom candidato para o carreamento de farmacos no interior do ambiente articular pois supre
os critérios necessarios para que uma molécula tenha seu efeito terapéutico: alta retencao
articular e baixa depuracdo do farmaco. Embora os prejuizos do acumulo de HS e DS
sejam sist€micos, neste estudo, buscamos avaliar os efeitos de um farmaco que se propde a
tratar especificamente da sintomatologia osteoarticular da MPS I. Na pratica clinica,
entretanto, objetiva-se melhorar a qualidade de vida do paciente de forma global, e uma
estratégia para esse fim seria a combinagdo de terapia génica sistémica, de administracdo
venosa, como realizado por Schuh et al. (2019, 2020), associada a administragdo in situ. A
terapia génica aplicada sistemicamente beneficia a maioria dos orgdos vascularizados
através da internalizacdo da enzima IDUA circulante através de receptor M6F (Hartung et
al, 1999; Hollak e Wijburg, 2014) mas, ¢ necessario o desenvolvimento de drogas que
tenham propriedades fisico-quimicas e reoldgicas ideais para a administragdo in situ em
sitios nao acessiveis, como articulagdes e sistema nervoso.

Apesar de termos obtido resultados in vitro e de eletroforese do efeito da adigao de
poloxamero antes e apds a contato dos plasmideos com nanoemulsdo (PNE e NEP,
respectivamente), os animais in vivo foram tratados somente com nanoemulsdo com
revestimento feito posterior a adicdo de plasmideos (PNE). Isto ocorreu porque
hipotetizamos que o poloxamero revestindo a nanoemulsdo poderia diminuir a interagao
eletrostatica do lipideo cationico DOTAP com a molécula de DNA e interferir em sua
adsor¢do, no entanto, ndo foi observada diferenga quando comparamos os diferentes
métodos de preparacao in vitro.

A IL-6 foi dosada em liquido sinovial para avaliar o impacto do tratamento no grau
de inflamacdo, mas, outros marcadores serdo dosados, como IL-1B, TNF-a e TGF-f,
alterados em doengas articulares degenerativas como artrite reumatoide e também alteradas
em MPS, ja que ambas doengas apresentam perfil similar de alteragdes patobioquimicas

(Simonaro et al., 2015). Outro aspecto relevante na avaliagdo do nivel do



29

comprometimento osteoarticular ¢ a dosagem de biomarcadores que indicam destruicao
6ssea, como deoxpiridinolina e a piridinolina (DPD e PYD, respectivamente) essenciais na
degradacao de colageno tipo I e liberados na urina quando hé reabsor¢ao ossea (Stevenson
et al., 2015, Shetty et al., 2016; Lund et al. 2020). Seus niveis urinarios elevados podem
indicar excesso de reabsor¢do da matriz 6ssea, que torna os 0ssos mais quebradigos e
propensos a fraturas. A vantagem da dosagem de DPD e PYD urinarias ¢ o
acompanhamento de seus niveis ao longo do tempo pos tratamento, ja que sua coleta pode
ser feita repetidas vezes ao longo do tempo e ¢ facilmente obtida por ndo se tratar de um
procedimento invasivo.

A aplicagdo de teste comportamental pode ser utilizada para aferir o nivel de dor na
articulacdo inflamada que recebeu a administra¢ao intra-articular a fim de acompanhar o
inicio do alivio dos sintomas apds o tratamento. O teste de limiar de dor por pressao
(Pressure Pain Threshold) utiliza a minima pressao aplicada na articulacdo alvo em que o
animal reage com reflexos de flexdo ou vocalizagdo como medida do nivel de dor local
(Ishikawa et al., 2019; Wang et al., 2020). A atividade locomotora diminuida também ¢ um
indicio de dor inflamatéria, e pode ser observada através do teste de campo aberto que
traca quantas vezes o animal cruza determinado nimero de linhas durante um tempo
limitado. Informagdes sobre o impacto do tratamento no nivel de dor e de mobilidade dos
camundongos MPS [ sdo parametros que ajudam a compreender se ha melhora das

principais queixas clinicas articulares trazidas pela maioria dos pacientes com MPS 1.
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