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RESUMO

Objetivos: Investigar o dano a lipidios, proteinas e ao DNA, niveis de
glicosaminoglicanos (GAGS) e as concentragdes de interleucina 1-p (IL1-B) em
sangue de pacientes com Mucopolissacaridose (MPS) tipo Il no diagnostico e
durante a terapia de reposicdo enzimatica (TRE) e correlaciona-los com
parametros de estresse oxidativo, bem como analisar o efeito in vitro da
genisteina sob o dano ao DNA em leucdécitos de pacientes com MPS tipo IVA.
Métodos: Amostras de sangue e urina de doze pacientes com MPS Il no
diagnostico e sob tratamento com TRE, além de controles saudaveis foram
utilizados para avaliar: indice de lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas
(medida a partir do conteddo de grupamentos carbonila e SH) em plasma, GAGs
urinérios, niveis de IL1-B plasmaticos, bem como indice de dano ao DNA em
leucécitos através do ensaio cometa, também utilizada para avaliar o dano ao
DNA em leucdécitos de pacientes com MPS IVA, previamente incubados em
diferentes concentracdes de genisteina ou em tampdo fosfato salino e
dimetilsulfoxido. Resultados e Discussdo: Foi observada a presenca de dano
oxidativo a biomoléculas em sangue de pacientes com MPS II, com altos niveis
de lipoperoxidacdo, conteudo de grupamentos carbonila, dano ao DNA e reducéo
de grupos sulfidrila. Houve reducdo no dano ao DNA e na lipoperoxidacao apos
TRE, além de aumento de grupamentos sulfidrila, embora a terapia ndo tenha
sido capaz de reverter o dano a carbonila. Nossos resultados sugerem que o
aumento dos GAGSs induz o dano aos lipidios e ao DNA. A adicdo in vitro de
genisteina (10, 30 e 50 uM) em amostras de sangue de pacientes MPS IVA
acarretou em um aumento estatisticamente significativo no indice de dano ao
DNA. Conclustes: Estresse oxidativo e inflamacdo estdo envolvidos na
fisiopatologia da MPS I1. Além disso, a TRE mostrou ter papel protetor contra o
dano ao DNA e a lipidios. A genisteina nas doses 10, 30 e 50 uM aumentou in
vitro o indice de dano ao DNA em leucdcitos de pacientes MPS IVA,
demonstrando citotoxicidade.

Palavras-Chave: Estresse Oxidativo, Mucopolissacaridoses, Inflamacéo,

Terapia de Reposicdo Enzimatica, Genisteina e Glicosaminoglicanos.
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ABSTRACT

Objectives:  Investigate lipid, protein and DNA damage,
glycosaminoglycans (GAGS) levels and the inflammatory marker interleukin 1-
(IL1-B) concentration of mucopolysaccharidosis (MPS) II patients at the moment
of diagnosis and during enzyme replacement therapy (ERT), correlate these
findings with oxidative stress parameters, as well as investigate the in vitro effect
of genistein on DNA injury in leukocytes from MPS IVA patients. Material and
Methods: Blood and urine samples from twelve MPS |1 patients at diagnosis and
under ERT and healthy controls were evaluated regarding the parameters: lipid
peroxidation index and protein oxidation (carbonyl and SH group contents) in
plasma, urinary GAGs, as well as IL-1B in plasma and DNA damage index in
leukocytes. Besides, blood samples from MPS IVA patients were incubated with
different concentrations of genistein or phosphate buffered saline (PBS) and
dimethylsulfoxide (DMSO), and the DNA damage index in leukocytes was
evaluated by the comet assay. Results and Discussion: MPS Il patients
presented oxidative damage to biomolecules with high levels of lipid
peroxidation, carbonyl content and DNA damage, as well as a reduction on SH
groups. There was a decrease in DNA damage and lipid oxidative injury after
ERT, and an increase in SH levels, although this therapy was not able to reverse
carbonyl content. The high levels of urinary GAGs in MPS Il patients were
reduced after ERT and positively correlated with DNA and lipid oxidative injury,
suggesting that GAGs accumulation induce lipid peroxidation and DNA damage.
MPS IVA patients blood treated in vitro with genistein (10, 30 e 50 uM) had
higher DNA damage index when compared to samples treated with PBS buffer
and DMSO. Conclusions: Oxidative stress and inflammation process are
involved in MPS Il pathophysiology, and ERT protects against DNA and lipid
injury, probably by reducing GAGs accumulation. Genistein increased in vitro
DNA damage in leukocytes from MPS IVA patients, demonstrating cytotoxicity.

Keywords: Oxidative Stress, Mucopolysacchadosis, Inflammation,

Enzyme Replacement Therapy, Genistein and Glycosaminoglycans.
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1.  INTRODUCAO







1.1. MUCOPOLISSACARIDOSES

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo heterogéneo de doencas de
lisossdbmicas de depodsito (DLDs) causadas pela deficiéncia das enzimas
envolvidas na  degradacdo de  glicosaminoglicanos (GAGS) ou
mucopolissacarideos (figura 1). Como consequéncia ocorre 0 acumulo de GAGs
nos lisossomos, levando a disfuncéo celular, tecidual e organica. Em todas as
MPS o curso é cronico e progressivo, com envolvimento multissistémico, sendo
acometidos principalmente os sistemas esquelético e cardiopulmonar, bem como
pele, cérnea, figado, baco e cérebro. Baixa estatura, perimetro cefalico
aumentado, face sugestiva de doenca de depdsito, envolvimento ocular,
cardiopatia, organomegalia, infeccbes respiratorias, alteragfes cutaneas,
comprometimento auditivo e neuroldgico sdo algumas das manifestacGes clinicas
apresentadas por esses pacientes (NEUFELD e MUENZER, 2001).
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Figura 1. Rota de degradacdo dos glicosaminoglicanos. [A] degradagdo do heparan sulfato; [B]
degradacdo do queratan sulfato (adaptado de NEUFELD e MUENZER, 2001).

A grande maioria das MPS possui padrdo de heranca autossomico
recessivo, com excecao da MPS Il, que apresenta um padrao recessivo ligado ao
cromossomo X. As MPS sdo classificadas em 11 fenotipos clinicos, de acordo
com o tipo de enzima deficiente: tipo I (a-L-iduronidase), tipo Il (iduronato-2-
IDS), tipo IIIB (o-N-

acetilglicosaminidase), tipo IIIC (a-glicosamida acetiltransferase), tipo 111D (N-

sulfatase ou tipo IIA (heparan-N-sulfatase),

acetilglicosamina  6-sulfatase), tipo VA (N-acetilgalactosamina-6-sulfato
tipo VI

sulfatase), tipo VII (B-glicuronidase) e tipo 1X (hialuronidase). A estrutura dos

sulfatase), tipo IVB (p-galactosidase), (N-acetilgalactosamina 4-

GAGs e 0s sitios de acdo das enzimas responsaveis pela sua degradacdo estdo

esquematizados na figura 2. Cabe ressaltar que, além dos fenotipos supracitados,
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uma mesma deficiéncia enzimatica pode ocasionar diferentes graus de
comprometimento clinico que variam desde quadros mais leves a moderados e
graves (NEUFELD e MUENZER, 2001).
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Figura 2. Estruturas quimicas dos glicosaminoglicanos (GAGs). Os nimeros de 1 a 9
correspondem as enzimas responsaveis pela degradacdo dos GAGs e seus respectivos sitios de agdo
(INSTITUT FUR ANGEWANDTE SYNTHESECHEMIE, 2013).

Os testes de triagem permitem identificar e quantificar o aumento dos
GAGs urinarios, caracteristico das MPS. As técnicas mais empregadas para este
fim sdo o uso do azul de toluidina, em que ha a formacdo de manchas
metacromaticas resultantes da reacdo do corante com os GAGs, a cromatografia
em camada delgada e a eletroforese de GAGs, bem como a quantificacdo de
GAGs urinarios a partir do método do azul de dimetilmetileno, seguido de
analise espectrofotométrica. Os testes de triagem, juntamente com os dados
clinicos dos pacientes, auxiliam no diagnostico das MPS, porém o padrdo-ouro
no diagndstico € a medida da atividade da enzima deficiente. Testes moleculares

sdo também utilizados na confirmacdo do diagnostico das MPS, alem de serem



ferramentas importantes no estudo das alteracBes genéticas mais frequentes
(NEUFELD e MUENZER, 2001; VOZNY]I et al., 2001; BERRY, 1987; MABE
etal., 2004; DE JONG et al., 1989).

1.1.1. Mucopolissacaridose tipo 11

Dentre os diversos tipos de MPS ocorre a MPS tipo Il, também conhecida
como Sindrome de Hunter, em que a enzima IDS encontra-se deficiente,
acarretando em um déficit no catabolismo dos GAGs dermatan sulfato e heparan
sulfato (NEUFELD e MUENZER, 2001). Este tipo de MPS é o Unico
caracterizado por um padrdo de herancga recessivo ligado ao cromossomo X e,
portanto, ocorre mais frequentemente em homens e as maes dos individuos
acometidos por esta doenca sdo portadoras (NEUFELD e MUENZER, 2001;
BECK, 2011). A alteracdo genética que acarreta a MPS 1l localiza-se no
cromossomo X (Xq28) (BERG et al., 1968). A MPS Il pode ser dividida em dois
subtipos, de acordo com a clinica do paciente, em Hunter A, que consiste em um
fendtipo mais grave representado por atraso no desenvolvimento e sintomas
neuroldgicos iniciado na infancia, e Hunter B, caracterizado por um fenotipo
mais brando, cujo inicio e progressdo da doenca ocorrem de forma mais tardia
(HAMANO et al., 2008). Embora exista a subdiviséo da MPS Il em A e B, o0s
fenotipos clinicos apresentados pelos pacientes sdo variados e essa
heterogeneidade de fenotipos pode ser explicada pelo grande ndmero de
alteracbes genéticas no gene da IDS, com mais de 330 alteracBes que
compreendem mutacdes grandes e pequenas (FROISSART et al., 2007).

Pacientes com MPS Il comumente apresentam problemas cardiacos e
pulmonares, bem como outras manifestacdes encontradas em outros tipos de
MPS, tais como baixa estatura, perda auditiva e face grosseira, podendo
apresentar dano neurologico (NEUFELD e MUENZER, 2001; YOUNG, et al.,
1982; VIEIRA, et al., 2008.; MARTIN et al., 2008; BECK, 2011; PINTO et al.,
2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beck%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21235446
http://omim.org/geneMap/X/698?start=-3&limit=10&highlight=698
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Froissart%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beck%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21235446

Sé&o raros os casos de MPS Il acometendo individuos do sexo feminino,
sendo a maioria destes casos fendtipos mais graves. Infelizmente, a dosagem da
atividade enzimatica da IDS ndo permite identificar mulheres heterozigotas para
MPS 11 de forma fidedigna, bem como a quantificacdo de GAGs urinarios ndo é
capaz de auxiliar nesta identificagdo, sendo de extrema importéncia, portanto, a
analise molecular. O aconselhamento genético de uma familia que apresenta um
individuo com MPS 11 é essencial para auxiliar e educar a familia sobre a chance
de possiveis novos casos (PINTO et al., 2010). A incidéncia mundial estimada
desta MPS esta entre 1:92.000 e 1:320.000 nascidos vivos (MEIKLE et al., 1999;
NELSON et al., 2003; BAEHNER et al., 2005; POUPETOVA et al., 2010;
PINTO et al.,, 2004). Em nosso pais ndo ha informacdes oficiais acerca da
incidéncia, porém é sabido que a MPS tipo Il encontra-se entre 0s tipos mais
frequentes de MPS em brasileiros (MEIKLE et al., 1999; VIEIRA, et al., 2008).

1.1.2. Mucopolissacaridose tipo IVA

A MPS tipo IV ¢é causada pela mutacdo dos genes da N-
acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatase (NAGLS) ou Galactosidase-p1 (GLP1),
responsaveis pela producdo de enzimas envolvidas na degradacdo dos GAGS,
sendo dividida em MPS IVA quando a mutagdo ocorre no gene da NAGLS e
MPS IVB quando a mutagdo encontra-se no gene da GLB1. A analise molecular
é recomendada e auxilia no diagnostico destas MPS, porém cabe ressaltar que o
fenotipo destes dois subtipos de MPS 1V ndo é diferenciavel. Tais mutacGes
podem acarretar a reducéo total ou parcial da atividade enzimatica de degradacéo
de GAGs, levando ao acumulo intralisossomal dos mucopolissacarideos
(SANTAMARIA et al., 2006; MONTANO et al., 2007).

A alteracdo genética que acarreta a MPS tipo IVA localiza-se em 16q24
(TOMATSU et al., 1992). Neste subtipo de MPS 1V, a dificuldade estd na
degradacéo de condroitina-6-sulfato e queratan sulfato (MONTANO et al., 2007;
DVORAK-EWELL et al., 2010; MARTELL et al., 2011). A primeira descricdo
da MPS IVA ocorreu no final da década de 20, pelo pediatra Luis Morquio. Este


http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAAXBQQqAIBAAwB8pghQFER07BNEHJHVLIVfRNS89vhkT0XryEdUBF2RAA0XtVW9g1fo5ojRy3lpjaLRn-ASG3rE7vjxVHcBy0Q1SyF7ONiaaFl0on4Z-eKhNgVcAAAA_
http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAAXBQQqAIBAAwB8pghQFER07BNEHJHVLIVfRNS89vhkT0XryEdUBF2RAA0XtVW9g1fo5ojRy3lpjaLRn-ASG3rE7vjxVHcBy0Q1SyF7ONiaaFl0on4Z-eKhNgVcAAAA_
http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAAXBQQqAIBAAwB8pkSAFER07BNEHJHVLIVfRNS89vhkT0XryEdUBF2RAA0XtVW9g1fo5ojRy3lpjaLRn-ASG3rE7vjxVHcDyTvZCDp2YbUw0LbpQPg39q.3RBlcAAAA_
http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAAXBQQqAIBAAwB8pkSAFER07BNEHJHVLIVfRNS89vhkT0XryEdUBF2RAA0XtVW9g1fo5ojRy3lpjaLRn-ASG3rE7vjxVHcDyTvZCDp2YbUw0LbpQPg39q.3RBlcAAAA_
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martell%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22176730

subtipo de MPS 1V também ¢é conhecido como Sindrome Morquio A
(MONTANO et al., 2007)]. A deficiéncia de NAGLS gera uma quantidade
exacerbada de GAGs que por sua vez acarreta patologias em tecidos conjuntivos
onde ha muito queratan sulfato, tais como: cartilagem, cornea e valvulas
cardiacas (DVORAK-EWELL et al., 2010). Relatos na literatura citam mais de
150 mutacdes no gene responsavel por codificar esta enzima, explicando a
heterogeneidade clinica significativa encontrada em diferentes pacientes com
MPS IVA, que varia de casos mais brandos até outros mais severos, de acordo
com a atividade enzimatica residual [21,24]. (MONTANO et al., 2007;
LANKESTER et al., 2006). O fenétipo considerado mais ameno pode atingir 0s
70 anos, porém o mais severo sobrevive até 30 anos, muitas vezes devido ao
comprometimento pulmonar e a instabilidade cervical que acomete estes
pacientes (MONTANO et al., 2007; TOMATSU et al.,, 2011). Este ultimo,
infelizmente, representa aproximadamente 70% do total de pacientes com MPS
IVA (MARTELL et al., 2011; TOMATSU et al., 2011). Geralmente os pacientes
com esta MPS iniciam com sinais e sintomas da doenca por volta dos trés anos
de idade, sendo alguns deles: pectus carinatum, hipermobilidade das articula¢des
e hipoplasia odontoide (MONTANO et al., 2007; MARTELL et al., 2011;
TOMATSU et al., 2011). Outros comprometimentos frequentes na MPS IVA séo
genu valgum e compressao da medula espinhal. Por outro lado, a manutencdo da
inteligéncia é uma particularidade deste tipo de MPS que a difere de outras
(MONTANO et al., 2007).

1.1.3. Terapia de Reposicdo Enzimatica

A terapia de reposicdo enzimatica (TRE), realizada por infusdo
intravenosa de uma forma ativa e recombinante da enzima deficiente, esta
licenciada como tratamento para alguns tipos de MPS, tais como MPS I, MPS I
e MPS V1. Esta terapia ¢ efetiva no tratamento de sintomas somaticos, porém nao
¢ capaz de tratar o envolvimento neuroldgico, devido a uma distribuicdo

ineficiente de proteinas através da barreira hematoencefalica (NEUFELD e
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MUENZER, 2001; KAKKIS et al., 2001; WRAITH et al., 2004). Ainda assim, a
TRE tem sido o tratamento mais bem sucedido para as desordens de depdsito
lisossdmico, sendo utilizada ndo somente nas MPS como também no tratamento
de outros erros inatos do metabolismo, como a Doenca de Fabry e Doenca de
Gaucher (DESNICK, 2004; SCHIFFMANN e BRADY, 2002). A TRE
(idursulfase), quando utilizada em pacientes MPS II, resultou em aumento da
mobilidade, melhora no teste de caminhada de 6 minutos, bem como apresentou
melhores medidas de funcdo pulmonar e reducdo da hepatoesplenomegalia
(GERMAIN, 2005; MUENZER et al., 2007). A TRE para MPS tipo IVA
encontra-se na fase de ensaio clinico (TOMATSU et al., 2011). Vale ressaltar
que a resposta a terapia € influenciada pelo grau de severidade da doenca, bem
como pela idade do paciente e grau de progressao da doenca no inicio da TRE
(TOMATSU etal., 2011; VALAYANNOPOULOS et al., 2011).

Em um estudo realizado em condrécitos de pacientes MPS IVA foi
observado que o uso da enzima recombinante acarretou em normalizagdo da
atividade enzimatica e diminuicdo de queratan sulfato, bem como alteracdes no
padréo da expressdo de genes de modulacdo (DVORAK-EWELL et al., 2010). A
literatura mostra que a administragdo de laronidase (o-L-iduronidase) em
pacientes com MPS | aumentou de forma significativa a funcéo respiratéria e a
capacidade fisica desses pacientes (KAKKIS et al., 2001; GERMAIN, 2005;
GIUGLIANI et al., 2009). Além disso, foram verificadas uma reducdo de 25%
na hepatoesplenomegalia e uma reducdo de 80% nos niveis de GAGs urinarios
(KAKKIS et al.,, 2001). Em pacientes com MPS VI, a administracdo de
galsulfase (arilsulfatase B) reduziu significativamente os niveis de GAGs
urindrios e acarretou em melhoria dos resultados do teste de caminhada
realizados por estes pacientes (HARMATZ et al., 2008).

1.1.4. Tratamento com Genisteina

A terapia de reducdo do substrato foi outra proposta de tratamento

apontada para pacientes com MPS, uma vez que a mesma possivelmente poderia
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ser efetiva no manejo dos sintomas neuroldgicos apresentados por esses
pacientes (PIOTROWSKA, 2008). Ha evidéncias na literatura que mostram que
a genisteina (4,5,7-tri-hidroxi-isoflavona), representada na figura 3, é capaz de
inibir a atividade de uma proteina quinase tirosina-especifica do receptor do fator
de crescimento da epiderme, o qual é requerido para a expressdo de genes que
codificam enzimas envolvidas na producdo de GAGs (TIRONE et al., 1997;
AKIYAMA et al., 1987; KIM et al., 1998; JAKOBKIEWICZ-BANECKA et al.,
2009). Foi demonstrada que essa isoflavona é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, uma habilidade que possivelmente explica os seus efeitos
benéficos em relacdo aos parametros neurolégicos em animais e seres humanos
(TSAI, 2005).

Friso et al. (2010) realizaram um estudo em modelo animal de MPS II
para avaliar o tratamento com genisteina nas doses de 5 ou 25 mg/Kg/dia por 10
ou 20 semanas. O resultado encontrado foi a reducdo do nivel de GAGs urinarios
apés tratamento com genisteina em ambas as concentragBes por 10 semanas.
Além disso, em amostras de tecidos hepatico, renal e esplénico também foi
verificada a diminuicéo do depdsito de GAGs apds 10 semanas de tratamento em
ambas as doses de genisteina (FRISO et al., 2010).

OH
OH O

HO O

Figura 3. Estrutura quimica da genisteina (4',5,7-Trihidroxisoflavona) (SIGMA-ALDRICH,
2013).
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Um estudo mostrou a inibicdo da sintese de GAGs induzida pela
genisteina (10 a 30puM) em fibroblastos de pacientes com MPS tipos I, I, I11A e
[11B, uma vez que ocorreu uma importante diminuicdo no armazenamento de
GAGs lisossomais ap0s a incubacdo dessas células com genisteina
(PIOTROWSKA et al., 2006). Outro estudo, realizado em pacientes com MPS
tipo 111 que utilizaram extrato contendo genisteina (5mg/kg/dia), mostrou que a
dose escolhida dessa isoflavona nédo foi suficiente para melhorar a incapacidade
dos pacientes, medida através do uso de uma escala que avalia parametros tais
como a deambulacdo, comportamento, linguagem, degluticdo e epilepsia. Por
outro lado, foi verificada uma melhoria na textura da pele e do cabelo e, ainda,
que possivelmente doses mais elevadas de genisteina poderiam acarretar em
resultados satisfatorios no que diz respeito aos sintomas neuroldgicos
apresentados por esses pacientes. O extrato de isoflavonas rico em genisteina, na
dose estudada, ndo acarretou em efeitos adversos nos pacientes com MPS |1l e
ndo resultou em alteragdes significativas nos niveis de GAGs urinarios
(DELGADILLO et al., 2011).

O papel da genisteina na prevencdo ou inducdo do dano ao DNA
permanece duvidoso. A literatura apresenta diversos estudos diferentes entre si
no que diz respeito ao tempo de incubagdo empregado, linhagens celulares e
concentracfes de genisteina, dificultando a interpretacdo correta do papel desta
isoflavona. Em 2007, Wu e Chan verificaram um efeito protetor da genisteina na
prevencdo da formacgéo de dano oxidativo (WU e CHAN, 2007). Outros estudos
demonstraram um efeito indutor de dano ao DNA in vitro quando da adic¢do de
genisteina (KULLING e METZLER, 1997; DI VIRGILIO et al., 2004;
KULLING etal., 1999; BIANCO ET AL, 2005).

1.1.5. Outros Tratamentos

Os tratamentos empregados previamente ao advento da TRE sé@o ainda
atualmente utilizados, porém concomitante ao uso de TRE nos casos em que a

mesma estd aprovada para uso. Tais tratamentos sdo focados no manejo dos
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sintomas clinicos do paciente, como é o caso do tratamento de infeccdes
pulmonares, dores nas articulacdes, atraves do emprego da farmacoterapia,
fisioterapia e, muitas vezes, intervengdes cirurgicas, de acordo com o grau de
severidade da doenca (MONTANO et al., 2007; TOMATSU et al., 2011). O
diagndstico precoce € essencial, pois permite o tratamento de complicacdes e
melhoria da qualidade de vida. Além disso, estes pacientes necessitam de um
seguimento regular para monitoramento da progressao da doenca e da resposta ao
tratamento (TOMATSU et al., 2011; VALAYANNOPOULOQOS et al., 2011).

1.2. RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Radical livre (RL) é uma estrutura quimica que possui um ou mais
elétrons desemparelhados, caracteristica que o0 torna muito instavel,
extremamente reativo e com uma enorme capacidade para combinar-se de forma
rapida e inespecifica com as diversas moléculas integrantes da estrutura celular,
tais como proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos. Os RL em geral sdo
formados por absorcdo de radiacdo (ultravioleta ou visivel), por reacBes redox ou
por processos de catalise enzimatica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007;
RAMOS-VASCONCELOS et al., 2000).

Em nosso organismo séo produzidos RL de carbono, enxofre, nitrogénio
(espécies reativas de nitrogénio ou ERN) e oxigénio (espécies reativas de
oxigénio ou ERO), sendo esses ultimos os que ganham mais destaque devido a
reatividade e aos danos que podem causar. As ERO e outros RL podem ser
produzidos por fontes exdgenas, tais como a radiacdo, cigarro, solventes
organicos, paraquat e paracetamol. Além de fontes externas, o organismo
encontra-se continuamente exposto de forma enddgena a estas moléculas, uma
vez que processos como a degradacdo de acidos graxos, a fagocitose, o
citocromo P-450 e a cadeia de transporte de elétrons séo capazes de gerar RL e
especies reativas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As ERO mais
conhecidas sdo o radical superdxido (O," ) e o oxigénio singlet (O',). O termo

ERO é utilizado tanto para RL de oxigénio, como para alguns ndo radicais
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derivados do O, capazes de gerar RL, tais como o acido hipocloroso (HCIO) e
perdxido de hidrogénio (H,0,), sendo este Gltimo um n&o radical capaz formar o
radical hidroxila (HO®) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A acdo dos radicais livres tem seus danos minimizados pelo sistema de
defesa antioxidante, cuja funcdo é a conversdo das espécies reativas em
compostos inativos. Um antioxidante € definido como uma substancia capaz de
retardar ou inibir a oxidagcdo de um substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). Os sistemas de defesa antioxidantes podem ser divididos em sistema nao
enzimatico e enzimatico. O primeiro age reparando a lesdo ocorrida, sendo
constituido por vitaminas (&cido ascérbico, por exemplo), glutationa,
carotenoides, dentre outros. O segundo atua como detoxificador do agente, antes
que ele promova uma lesdo, sendo constituido pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa-peroxidase (GSH-Px) dentre outras
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Antioxidantes ndo-enzimaticos como as vitaminas possuem diversos
mecanismos de agéo, tais como a capacidade de sequestrar ou inibir a formacao
de ERO, bem como a remoc¢do do oxigénio presente no meio (HALLIWEL,
1994). Antioxidantes enzimaticos sdo capazes de impedir a geracdo e remover
espécies reativas. A enzima GSH-Px é responsavel por catalisar a decomposi¢édo
de hidroperdxidos, enquanto a enzima SOD é capaz de catalisar a dismutacéo de
radicais superdxidos e formar H,O, e O,. Ja a catalase é a enzima responsavel
por formar agua e O, a partir da degradacdo de H,O, (BONNEFOY et al., 2002;
HALLIWEL, 2001).

A reacdo do organismo frente ao estresse oxidativo pode ser de adaptacao
ou de dano celular, onde o nivel de estresse oxidativo é o responsavel por essa
variacéo de resposta. Em casos mais amenos, as celulas séo capazes de se adaptar
e responder ao estresse oxidativo através do aumento da producdo de defesas
antioxidantes. Quando o estresse oxidativo € muito acentuado, as células ndo
conseguem suportar e 0s danos podem ser irreversiveis e acarretar morte celular
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).
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Os RL e ERO s&o normalmente encontrados nos organismos vivos em
baixas concentragbes, de forma equilibrada (DROGE, 2002). Quando ha uma
diminuicdo nas defesas antioxidantes e/ou um aumento na concentragao
intracelular de espécies reativas, ocorre o estado denominado de estresse
oxidativo (figura 4), onde os RL em excesso comecam a produzir danos as
macromoléculas biologicas como lipidios, acarretando na alteracdo da
permeabilidade de membranas celulares, proteinas, desencadeando a oxidacéao
destas, e lesdes no DNA, promovendo, dessa forma, dano tecidual e até mesmo
morte  celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; RAMOS-
VASCONCELOS et al., 2000; BECKMAN e AMES, 1998). Disturbios do
equilibrio entre a formacdo e a remocdo de ERO sdo importantes na patogénese
de muitas doengas, tais como a aterosclerose, diabetes, desordens neuroldgicas e
envelhecimento, doencas de Parkinson e de Alzheimer, esclerose multipla,
enfisema pulmonar, cirrose hepatica e varios tipos de cancer, bem como em
alguns erros inatos do metabolismo (BECKMAN e AMES, 1998; LATINI et al.,
2002; SITTA et al., 2006; DEON et al., 2006; VARGAS et al., 2004; SIRTORI
et al., 2005; BARSCHAK et al., 2006).
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Figura 4. Estresse Oxidativo. O desequilibrio que acarreta o estado de estresse oxidativo esta
representado pelos antioxidantes (AOX) e espécies reativas do oxigénio (ERO — Reactive Oxygen
Species — “ROS”) (SCANDALIOS, 2002).

1.2.1. Estresse Oxidativo e Doencas Lisossémicas de Deposito (DLDs)

Estudos em humanos mostraram que o estresse oxidativo ocorre em erros
inatos do metabolismo, tais como fenilcetondria, adrenoleucodistrofia ligada ao
X, na doenca do xarope do bordo e em algumas DLDs. Nessas trés primeiras
doencas foi verificado um aumento das espécies reativas ao acido tiobarbitirico
(TBA-RS), bem como uma diminuicdo da reatividade antioxidante total no
plasma (TAR) (SITTA et al., 2006; DEON et al., 2006; BARSCHAK et al.,
2006). Em pacientes portadores da doencga de Gaucher, uma DLD, foi verificado
aumento da atividade da catalase e diminuicdo da atividade da SOD quando
comparado com o grupo controle, sugerindo que ha um desequilibrio nas defesas

antioxidantes enzimaticas desses pacientes (ROVERSI et al., 2006).
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A literatura relata trabalhos sobre estresse oxidativo em modelos animais
de DLDs, como € o caso de um estudo cujos experimentos foram realizados em
camundongos MPS I1IB com 1, 3 e 6 meses de idade, no qual foi demonstrada a
ocorréncia de peroxidacédo lipidica, oxidacdo de proteinas e DNA no cerebelo
desses animais, sugerindo que o estresse oxidativo ja se encontra presente em um
estagio inicial do curso da MPS I11B (VILLANI et al., 2009). Este mesmo autor,
em 2007, publicou um artigo em camundongos com MPS I11IB, onde foram
analisados alguns componentes do complexo fagocitico enzimatico denominado
oxidase dependente de NADPH, sendo esta oxidase considerada a maior fonte de
EROs durante a inflamagdo. A expressio da NADPH oxidase ocorre
principalmente na micrdglia, acarretando a producdo de ion superdxido e,
consequentemente, levando a neurodegeneracdo (VILLANI et al., 2007). Foi
observado, em outro artigo cientifico, que em modelo animal de MPS tipo |
(camundongos) existe um desequilibrio oxidativo resultante de um aumento da
atividade da SOD no pulmao, cerebelo, rins, figado e bago destes animais, além
do aumento de grupamentos carbonila no cerebelo, pulmao e baco (REOLON et
al., 2009).

Um estudo realizado em cultura de fibroblastos de pacientes com doenca
de Gaucher demonstrou que os niveis de ERO e contetdo de grupamentos
carbonilas eram significativamente maiores nestes pacientes quando comparado
com células de individuos saudaveis, sugerindo que as células com Gaucher
desenvolveram uma resposta de adaptagdo a condicdo crbnica de estresse
oxidativo, visando a sobrevivéncia (DEGANUTO et al., 2007). Outro estudo em
amostras bioldgicas de pacientes com doenca de Fabry submetidos a TRE
verificou que houve uma diminuicdo dos niveis de defesa antioxidante nos
eritrocitos destes pacientes, avaliadas atraves da medida da glutationa reduzida,
bem como da atividade das enzimas glutationa peroxidase, SOD e catalase. Além
disso, foi observado um aumento dos niveis plasmaticos de malondialdeido
(MDA) e de grupamentos carbonila em proteinas plasmaticas e aumento dos
niveis de di-tirosina na urina destes pacientes. O MDA é o produto final da

lipoperoxidacdo refletindo, portanto, dano a lipidios, enquanto o conteudo de

16



grupamentos carbonilas plasmético e os niveis de di-tirosina urinérios sdo
utilizados como paréametros de dano oxidativo a proteinas (BIANCINI et al.,
2012).

Amostras bioldgicas (sangue e fibroblastos) de pacientes com Niemann-
Pick tipo C (NPC-1) foram estudadas no diagnéstico e durante o tratamento com
miglustate, tendo sido demonstrado que o estresse oxidativo encontra-se
aumentado em pacientes com NPC-1. No momento do diagndstico, estes
pacientes apresentaram um aumento significativo de TBA-RS refletindo dano a
lipidios, bem como um aumento no contetido de grupamentos carbonila e uma
reducdo no status antioxidante total (TAS) plasmatico, quando comparados com
um grupo controle. Foi verificado que os niveis de TBA-RS e TAS foram
normalizados apds tratamento com miglustate, protegendo estes pacientes contra
os danos advindos do estresse oxidativo resultante da prépria doenca (RIBAS et
al., 2012).

A literatura também relata que pacientes com MPS | apresentaram altos
niveis de peroxidacdo lipidica e a TRE induziu algumas alteracGes na atividade
de enzimas antioxidantes (aumento da atividade da catalase e diminuicdo da
SOD), o que sugere que o estresse oxidativo possa ter um importante papel na
fisiopatologia desta doenga (PEREIRA et al., 2008). Dois estudos recentes
analisaram diferentes parametros de estresse oxidativo em plasma de pacientes
com MPS Il antes e durante 6 meses de TRE. Os resultados obtidos mostraram
que esses pacientes estdo sujeitos a dano oxidativo a proteinas, lipidios e ao
DNA, bem como sugerem que a TRE parece protegé-los contra esses danos
observados (FILIPPON et al., 2011a; FILIPPON et al., 2011b).

1.3. MEDIADORES INFLAMATORIOS EM DOENCAS
LISOSSOMICAS DE DEPOSITO

Estudos mostraram envolvimento de mediadores inflamatérios na
fisiopatologia de algumas DLDs, tais como Doenca de Gaucher, Doenca de
Fabry e gangliosidoses (ALTARESCU et al., 2005; ALTARESCU et al., 2008;
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JEYAKUMAR et al., 2003; OHMI et al., 2003). Além disso, no que diz respeito
aos sintomas neurologicos de DLDs e outras doencas neurodegenerativas,
evidéncias apontam para o envolvimento de uma resposta inflamatoria que inclui
a ativacdo da microglia. A ativacdo patoldgica da microglia pode desencadear a
liberacdo de citocinas e quimiocinas e o desenvolvimento de um processo
inflamatorio, bem como a secrecdo de substancias neurotoxicas, tais como as
ERO e ERN (JEYAKUMAR et al., 2003; OHMI et al., 2003). Esta ¢ uma das
possiveis explicacbes para o envolvimento e ocorréncia de processos
inflamatorios juntamente com danos oxidativos em diversas doencas. A
correlagdo entre inflamacéo e estresse oxidativo foi evidenciada em um estudo
realizado em 14 pacientes com doenca de Fabry em tratamento com TRE, onde
foi verificado um aumento dos niveis de interleucina-6 e fator de necrose tumoral
alfa nos pacientes tratados com TRE quando comparados com o grupo controle.
Foi demonstrada correlacdo positiva significativa entre os niveis de interleucina-
6 e niveis urinarios de di-tirosina, um marcador utilizado para medir o dano
oxidativo a proteinas (BIANCINI et al., 2012). H& poucos estudos sobre
mediadores inflamatorios e MPS, dos quais todos foram realizados em modelos
animais, apontando para uma elevada expressdo de moléculas inflamatorias e
citocinas, secundarias ao acumulo de GAGs em MPS tipo I1IB, VI e VII, bem
como evidenciando um envolvimento inflamatorio e estresse oxidativo na
neurodegeneracdo em MPS [11B (VILLANI et al., 2009; VILLANI et al., 2007,
SIMONARQO et al., 2008).

1.4. DANO AO DNA

Singh et al (1988) descreveram uma técnica conhecida como ensaio
cometa alcalino, cujo objetivo consiste em medir 0 dano ao DNA resultante da
sua fragmentacdo. Ocorre, neste caso, a migracdo de fragmentos de DNA para
fora do nucleo, formando uma espécie de cauda de cometa, sendo que 0 nome
desta técnica faz alusdo a cauda formada, a qual é proporcional ao dano ao DNA

(figura 5). Células que ndo apresentam lesGes detectaveis no DNA permanecem
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com o0 nucleo redondo (SINGH et al., 1988). Apesar do dano resultante desta
técnica ndo ser exclusivamente um dano oxidativo, a literatura relata a ocorréncia
de lesdes no DNA em resposta a processos oxidativos. Artigos recentes apontam
a presenca de dano oxidativo em proteinas, lipidios e DNA em MPS I1IB
(VILLANI et al.,, 2009). Ainda, por permitir a visualizacdo do nivel de
fragmentacdo do DNA celular, este ensaio pode ser empregado na avaliacdo da
toxicidade celular de compostos, tais como a genisteina e outras isoflavonas,
auxiliando na escolha de um composto seguro com toxicidade baixa para uso

como terapia medicamentosa.

R4

Figura 5. Ensaio cometa alcalino em leucdcitos (quadros A, B, C e D representam indices de

dano ao DNA de 0, 1, 2 e 3, respectivamente).
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar os niveis de GAGs urinarios e
interleucina 1-p (IL1-B) plasmaticos de pacientes com MPS tipo Il no diagnostico
e durante o tratamento com TRE e correlacionar estes achados com parametros
de estresse oxidativo em plasma, bem como investigar o efeito in vitro da

genisteina sobre 0 dano ao DNA em leucdcitos de pacientes com MPS tipo IVA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Medir os niveis de GAGs em amostras de urina de pacientes com

MPS tipo Il no diagnostico e durante a TRE;

2.2.2 Medir IL1- em plasma de pacientes com MPS tipo Il no

diagndstico e durante a TRE;

2.2.3 Avaliar o estresse oxidativo (dano a proteinas e lipidios) em
amostras de sangue de pacientes com MPS tipo Il, no diagndstico e durante o
tratamento com TRE, através dos seguintes parametros:

a) Determinacdo do conteudo de grupamentos SH (tiois) e carbonilas em
plasma, para avaliacdo do dano a proteinas;

b) Determinacdo dos niveis de MDA em plasma, para avalia¢cdo do dano a

lipidios;

2.2.4 Avaliar o dano ao DNA através do ensaio cometa em leucécitos de

pacientes com MPS tipo Il no diagnostico e durante a TRE;
2.2.5 Correlacionar os parametros de estresse oxidativo com niveis de

GAGs urinarios e IL1-p plasmaticos no diagnostico e durante o tratamento com

TRE de pacientes com MPS tipo Il;
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2.2.6 Avaliar o dano ao DNA em leucécitos de pacientes MPS IVA
tratados in vitro com diferentes concentracfes de genisteina, utilizando o ensaio

cometa.
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3. RESULTADOS
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3.1. CAPITULO 1

“Glycosaminoglycans are correlated with Oxidative Damage in MPS 1I

Patients submitted to Enzyme Replacement Therapy”
Este artigo foi submetido a revista Cell Biochemistry and Function e ainda

encontra-se em processo de avaliacdo pela revista. O intervalo de paginas

referente a este artigo é p. 28 até p. 54.
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3.2. CAPITULO 2

“In vitro effect of genistein on DNA damage in leukocytes from

Mucopolysaccharidosis IVA patients”

Artigo aceito para publicacdo na revista Molecular Genetics and

Metabolism em 24 de novembro de 2013.
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Abstract

Mucopolysaccharidosis IVA is a lysosomal storage disorder leading to an increase in
glycosaminoglycans storage. Genistein is an isoflavone capable to inhibit
glycosaminoglycans production. The objective of this study was to analyze the in vitro
effect of different concentrations of genistein on DNA injury in mucopolysaccharidosis
IVA patients. The lower concentration tested (10 pM) showed a significant increase on
DNA injury in vitro, although higher concentrations (30 pM and 50 uM) showed higher
DNA damage.

Keywords: Genistein; Mucopolysaccharidosis IVA; Genotoxicity; DNA damage;
Comet Assay.
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1. Introduction

Mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of lysosomal storage disorders
classified in different types, according to the deficient enzyme. MPS IVA is caused by
deficiency of N-acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase (GALNS; E.C.3.1.6.4) enzyme,
responsible for chondroitin 6-sulfate (C6S) and keratan sulfate (KS) degradation,
resulting in accumulation of glycosaminoglycans (GAGSs) as well as cellular pathology,
mainly in connective tissues where KS is plenty, including cartilage, cornea and heart
valve [1-3]. The main signs and symptoms include abnormal gait with a tendency to
fall, as well as short stature and odontoid hypoplasia, coarse facial features, restricted
growth, hepatomegaly, corneal clouding, hearing loss, cardiac and pulmonary
compromise [1,3,4]. The treatment of MPS IVA is basically supportive, in order to
diminish some manifestations [1,4]. Enzyme replacement therapy (ERT) is already
established for some disorders, such as MPS I, Il and MPS VI, resulting in
improvements in visceral organs, although the enzymes are not yet able to reach
effectively the brain or bone structures [4]. ERT in MPS IVA using recombinant human
native GALNS is under clinical trials [4].

Substrate reduction therapy was also proposed as a treatment for MPS, once it
could be effective for managing neurological symptoms [5]. There is evidence showing
that genistein (4,5,7-tri-hydroxi-isoflavone) is capable to inhibit a tyrosine-specific
protein kinase of the epidermal growth factor receptor, which is necessary to express
genes that encode enzymes envolved in GAGs production [6-9]. Studies performed in
MPS 1[I and I1IB mice models verified that genistein treatment can reduce GAGs
storage, as well as heparan sulfate substrate [10-12]. The few reports found in literature
about the use of genistein in MPS patients included only MPS types Il and Ill,
demonstrating improvement in some clinical features that are common in MPS patients,
and some of them showed a reduction in urinary GAGs levels [13-18]. Beyond the
effectiveness of genistein treatment, it is necessary to certify its safety. The role of
genistein in preventing or inducing DNA damage is still uncertain. Literature shows
studies with different concentrations of genistein, cells lineage, as well as different
times of incubation, making hard to understand whether this isoflavone is good or
villain in what concerns DNA damage [19-23]. Based on this scenario, the aim of this
study was to investigate the in vitro effect of different concentrations of genistein on

DNA injury in MPS IVA patients.
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2. Material and Methods

2.1.  Patients and Blood Samples

This research was approved by the Ethics Committee of the Clinical Hospital of
Porto Alegre, RS, Brazil, and the subjects gave informed consent. MPS IVA patients
had their diagnosis confirmed by measurement of leukocytes galactose 6-sulphatase
activity and by urinary GAGs quantification [4, 24]. A total of five MPS IVA patients
with a mean age of 20.2 years (standard deviation of 11.61) were included in this study.
The major clinical manifestations were hearing and visual problems, short stature,
skeletal deformities, thick hair, macrocephaly, coarse facial features and pectus
carinatum. Blood was collected from the participants under sterile conditions in
heparinized tubes and stored in refrigerator (4-8 °C) for 1 hour, until incubation with

phosphate buffered saline (PBS buffer) + dimethylsulfoxide (DMSQ) and/or genistein.

2.2.  Invitro effect of genistein on DNA damage

Recent literature showed that genistein concentrations from 10 to 50 uM had the
most effective inhibition of GAGs synthesis [25, 26]. Therefore, in this study it was
analysed genistein effect at the following concentrations: 10, 30 and 50 uM. For that,
the isoflavone (Sigma Aldrich®; batch 071M1606V) was dissolved in DMSO (Sigma
Aldrich®) and a stock solution (280 uM of genistein and 0.05% of DMSQO) was frozen
(-20 °C) until blood samples incubation [27]. Genistein stock solution was diluted to
different concentrations (10, 30 and 50 pM) using PBS buffer and DMSO. The
proportion of blood and buffer+DMSO/genistein solution used was 3:1. Leukocytes
isolated from whole blood of MPS IVA patients were co-incubated with genistein
solution (10, 30 and 50 pM) or phosphate buffered saline (PBS) and DMSO 0.05% for
the control group, at 37°C for 6 hours, following the guidelines for comet assay [28,29].

2.3.  Comet Assay (single cell gel electrophoresis)

The alkaline comet assay followed the method described by Singh et al (1988)
and was performed according to general comet assay guidelines. The leukocytes from
MPS IVA patients, previously incubated with genistein and/or PBS buffer+DMSO,
were used to perform the comet assay, in which it was counted 50 cells in each slide
(duplicate). Cells were scored and analysed by the software CometScore and received
scores from 0 (no migration) to 3 (maximal migration) according to the tail length of the

comet. Therefore, the damage index (DI) ranged from 0 (100% cells with no migration)
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to 3 (100% cells with maximal migration). The results were expressed as arbitrary units.
The positive and negative control of this assay consisted of methyl metane sulfonate and

blood from healthy individuals, respectively.

2.4.  Statistical Analysis

Data were expressed as mean + standard deviation. Statistical comparisons were
performed by means of one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan
multiple-comparison test, when the F value was significant. A p value of less than 0.05
was considered to be significant. All analyses were performed using the Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) software in a compatible computer.

3. Results

Table 1 shows the damage index values of leukocytes from MPS IVA patients
and the effect of genistein upon this damage. The addition of genistein (10, 30 and 50
uM) in blood of MPS IVA patients led to a significant increase in DNA damage index
when compared to MPS IVA blood samples treated with PBS buffer+DMSO [F(2,24) =
5.903, p<0.01]. The software CometScore scored from 0 to 3 the tail length of each cell
analysed (50 cells in duplicate). Although the damage index scored after incubation
with different concentrations of genistein remained statistically the same, it was
observed that the addition of 10 uM of genistein led to an increase on DNA damage
index 2.05 times higher when compared to controls and genistein concentrations of 30
puM and 50 puM resulted in an increment on DNA damage index 2.78 and 2.56 times

higher than control group, respectively.

4. Discussion

The number of studies about genistein treatment in MPS has been increased in
the last years. Considering genistein mechanism of action, this isoflavone could be a
promising treatment for MPS, in order to avoid GAGs accumulation [9]. Reports of
MPS 1II and IIIB animal models treated with genistein showed decrease of GAGs
storage and substrate reduction [10-12]. Clinical trials are still limited to MPS types II
and III, and genistein efficiency was measured by observation of clinical improvements
of different symptoms [13-18]. In MPS III patients, it was demonstrated that a
genistein-rich soy isoflavone extract, used in a concentration of 5mg/Kg/day of

genistein for one year, did not lead to neurological symptoms improvements, while
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other study with the same genistein dosage in a 26-week treatment duration with
genistein-rich isoflavone extract in MPS Il patients resulted in clinical improvements in
range of joint motion [14, 16]. A one-year study performed in 35 MPS Il patients
(subtypes A, B and C) using genistein-rich soy isoflavone extract (15 mg/kg/day),
showed an improvement of hair morphology [17].

Besides, a randomized crossover placebo controlled trial in MPS Il patients
using genistein-rich soy isoflavone extract (10mg/Kg/day of genistein), observed a
decrease of urinary GAGs and heparan sulfate plasmatic levels [13]. Other clinical trial
with six MPS 111 patients for over one year using a genistein-rich soy isoflavone extract,
in which genistein dosage started with 10mg/Kg/day and increased up to a
15mg/Kg/day, resulted in a reduction of urinary GAGs levels and changes in the clinical
features, which were observed mainly after a 15mg/Kg/day of genistein, such as
reduction of hyperactivity and inhibition of developmental regression [15]. Other
researchers studied a 5mg/Kg/day use of genistein-rich soy isoflavone extract by eight
MPS 111 patients during 2 years, demonstrating, in most of the patients, an improvement
of cognitive function during the first year of treatment [18]. In a recent paper, Kim et al.
(2013) verified in a clinical trial in MPS 11, Il and VII patients no severe adverse
effects resulting from genistein treatment using 150mg/kg/day of synthetic genistein for
at least 12 months [30].

However, genistein has been described as being cytotoxic and genotoxic
although these results emerged from experiments in different cell cultures and animal
models, using a wide range of genistein concentration [21,22,31,32]. On the other hand,
Wu and Chan (2007) verified a protective role of genistein in preventing cell apoptosis
in mononuclear cells pretreated with genistein and methylglioxal. The use of genistein,
in this case, led to an inhibition of cell apoptosis induced by methylglioxal [20].
Besides, other study using an extract of isoflavones in patients with prostate cancer
demonstrated that the DNA injury induced in vitro in human lymphocytes did not occur
in vivo [31]. Nevertheless, the vast majority of researches use isoflavone extracts
instead of synthetic genistein, which makes difficult to compare the potential benefits
and disadvantages of genistein use as a drug therapy.

Kim et al (2008) investigated a 3 month in vitro exposure to 1 uM of synthetic
genistein using MCF-10A breast epithelial cell lines and found by chromosomal
genomic hybridization analysis that this exposure induced genetic aberrations in tested

cells, such as cytogenetic changes with chromosomal number change and deletion of
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regions containing tumor suppressor genes that could increase the risk of cell
transformation [32]. Although genistein can lead to DNA injury as well as genomic
instability, the researchers also cited that toxicity depends on cell types and the
association between genistein with other genotoxic compounds [32].

Genistein ability to inhibit a protein kinase involved in GAGs synthesis may be
sufficient to trigger studies regarding the use of genistein as a promisor substrate
reduction therapy for MPS. However, studies regarding to cytotoxic effects of genistein
are necessary, considering that MPS is a progressive, multisystemic disorder. Our study
is the first one to investigate the effect of genistein treatment in MPS IVA disorder. The
increased DNA damage index verified in our study in leukocytes from MPS IVA
patients treated in vitro with genistein demonstrated the genotoxic effect of this
isoflavone. Even the lower concentration tested (10 pM) showed this significant
increase in DNA injury in vitro and higher concentrations (30 uM and 50 pM) also
showed higher DNA damage when compared with control group. Although the
difference between genistein groups (10, 30 and 50 uM) were not statistically
significant, it is important to emphasize that DNA damage was 2.05, 2.78 and 2.56
higher than control group, respectively, which means that there was 100% of increase in
DNA injury after cell’s co-incubation with 10 uM of genistein. Studies will be
necessary in future in order to evaluate the consequences on this increase of DNA
damage, specially evaluating the long-term effect of genistein treatment.

Furthermore, in vitro and in vivo studies comparing genistein-rich soy
1soflavone extract and synthetic genistein will be necessary. It is not yet established if
genistein plays an important role in clinical improvements of MPS patients or if
daidzein and/or glycitein are the main responsible for the results observed in clinical
trials. It is also essential to perform studies of genistein toxicity as well as to verify the
best doses and isoflavone formulation, in order to have enough tools to decide whether

this treatment is safe to be used in MPS patients.

5. Conclusions

According to our results, genistein in concentrations of 10, 30 and 50 uM is
capable to increase in vitro DNA damage in leukocytes from MPS IVA patients. More
researches are necessary to confirm if this in vitro injury occurs in vivo during treatment
with genistein, as well as to establish the best doses that allows GAGs decrease and
clinical outcomes without significant DNA damage.
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Table 1. In vitro effect of genistein on DNA damage index in leukocytes from MPS
IV A patients.

Genistein concentration in Number of patients * DNA Damage Index
MPS IV A patient blood (mean =+ standard deviation)
samples (Arbitrary Units)
ouMm’ 5 0.508 + 0.163
10 uM 4 1.041 +£ 0.455*
30 uM 4 1.414 +0.335*
50 uM 4 1.298 + 0.440*

* Data represent mean * standard deviation of five independent experiments (MPS IVA blood
patients).

b Samples non treated with genistein were incubated with phosphate buffered saline + DMSO
and represented control.

* Difference from control, represented by samples non treated with genistein (0 uM), p<0.01
(ANOVA followed by Duncan test).
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O envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia de diversas DLDs,
tais como doenca de Fabry, alguns tipos de MPS, Niemann-Pick tipo C (NPC) e
doenca de Gaucher tem sido estudado por diferentes grupos de pesquisadores
(DEGANUTO et al., 2007; FILIPPON et al., 2011a; FILIPPON et al., 2011b;
PEREIRA et al., 2008; RIBAS et al., 2012; SHEN et al., 2008). Estes dados da
literatura reforcam a importancia de estudar tanto o processo inflamatério quanto
oxidativo em MPS, visando um melhor entendimento da fisiopatologia desta
doenca e de possiveis novos tratamentos. A literatura descreve estudos
mostrando aumento na funcdo pulmonar, na mobilidade e na diminuicdo de
hepatoesplenomegalia advindos da TRE em MPS (KAKKIS et al.,, 2001;
GERMAIN, 2005). Assim, foram analisados nesta dissertacdo a quantidade de
GAGs urinérios e o biomarcador inflamatério IL1-p no plasma de pacientes com
MPS Il no diagnostico e ap6s TRE. Além disso, esses dados foram
correlacionados com parametros de estresse oxidativo que envolve dano a
proteinas, lipidios e DNA.

Os resultados obtidos a partir dos experimentos realizados em amostras de
sangue de pacientes com MPS tipo Il mostraram uma diminui¢do de dano a
lipidios e ao DNA apos tratamento com reposicdo da enzima deficiente,
possibilitando inferir que o tratamento com TRE protege contra este dano. Outros
biomarcadores avaliados foram os GAGs acumulados, que sdo reduzidos apos
inicio da TRE, assim como o dano oxidativo a lipidios. Este resultado pode ser
visualizado através da correlacdo positiva significativa encontrada entre os niveis
de GAGs urinarios e os valores de MDA plasmaticos, um produto da
peroxidacdo lipidica. O acumulo intralisossomal de GAGs € indiretamente
proporcional a atividade enzimatica, que varia conforme a alteracdo molecular
do paciente com MPS Il. Quanto maior for este acimulo de GAGs, maior o0 dano
oxidativo a lipidios e, consequentemente, maior sera a ocorréncia de alteracfes
importantes na fluidez e permeabilidade das membranas celulares, o que pode
desencadear importantes alteracbes em pacientes com MPS 1.

Os altos niveis de GAGs dentro dos lisossomos podem também estar

associados ao dano ao DNA, conforme a correlagdo positiva encontrada entre
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estes dois marcadores bioquimicos. Cabe ressaltar que é possivel inferir que o
dano ao DNA, neste caso, foi originado por uma via oxidativa, uma vez que 0
dano a esta biomolécula apresentou correlacdo positiva com o dano oxidativo a
lipidios e correlacdo negativa com o contetdo de grupamentos SH. Os pacientes
com MPS Il que participaram deste trabalho apresentaram valores de
grupamentos tiois reduzidos no momento diagnostico e a TRE acarretou em
aumento deste marcador com consequente reducdo do dano oxidativo a proteinas.
A diminuicdo da injdria a proteinas € explicada pelo fato de que os grupamentos
tidis apenas refletem a ocorréncia de estresse oxidativo quando encontrados em
baixas concentracdes, quando had diminuicdo do conteudo protéico. Sabe-se,
também, que o antioxidante ndo-enzimatico glutationa reduzida (GSH) encontra-
se diminuido quando ocorre reducdo dos grupos SH (HALLIWELL, 2006).
Foram verificadas correlacBes negativas entre grupamentos SH e 0s niveis
plasméaticos de MDA, bem como valores de indice dano ao DNA nestes
pacientes. Desta forma, enquanto ocorre um aumento nos niveis de SH ao longo
do tratamento com a TRE, observamos uma reducdo no dano a lipidios e ao
DNA, o que indica um beneficio desta terapia no que tange o balanco redox na
MPS Il. Cabe ressaltar, portanto, que a reducdo dos processos oxidativos
advindas da TRE foi evidente e que os marcadores de estresse oxidativo
empregados no trabalho contemplaram diferentes biomoléculas, a saber,
proteinas, lipidios e DNA.

Embora este trabalho ndo tenha verificado uma diferenga significativa
entre os niveis plasmaticos de IL1-B, foi observada uma tendéncia ao aumento
deste biomarcador inflamatério apés TRE quando comparado ao grupo de
pacientes MPS ndo tratados. Além disso, foi verificado um aumento do contetido
de carbonilas antes e ap6s TRE, bem como correlagdo positiva entre este
biomarcador de estresse oxidativo e os niveis de IL-1pB, sugerindo que o dano
oxidativo a proteinas esteja associado a inducao de processos inflamatdrios. Cabe
ressaltar que os niveis mais acentuados de IL-1B encontrados em pacientes
submetidos a TRE podem acarretar em uma resposta autoimune, considerando

que as proteinas modificadas podem ser reconhecidas pelo sistema imune como
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sendo de origem exdgena e que, por sua vez, podem levar a uma exacerbacdo da
resposta imunoldgica e, talvez, induzir o processo inflamatério. Um estudo
realizado em pacientes com doenga de Fabry observou um aumento significativo
do fator de necrose tumoral a e interleucina 6 apos o tratamento com TRE
especifica para esta DLD, bem como correlagdo entre interleucina 6 e di-tirosina,
um biomarcador de dano protéico, inferindo que o estresse oxidativo e a
inflamacdo ocorrem paralelamente (BIANCINI et al., 2012). O papel da
inflamacdo em DLDs também j& foi estudado para a doenca de Gaucher, onde
parece ocorrer a inducdo da ativacdo de macrofagos resultante do acimulo de
glicocerebrosideos. Quando ativados, estes macrofagos desencadeiam o processo
inflamatorio, onde ha alteracdo na expresséo de citocinas e fatores derivados dos
macrofagos (MIKOSCH, 2011). A inter-relacdo entre processos oxidativos e
inflamatorios esta bem descrita na literatura.

A geracdo de EROs pode acarretar na liberacdo de citocinas responsaveis
pela “up-regulation” de moléculas de adesdo, bem como pela mobilizacdo e
ativacdo dos leucocitos, plaquetas e do endotélio. Além disso, a literatura
também relata que as células inflamatorias, uma vez ativadas, sdo capazes de
levar ao aumento das EROs e de citocinas como resposta a sua ativacao,
apresentando um papel citotéxico em algumas situacdes (WANG et al., 2007).

Um estudo realizado em modelo murino de MPS tipo I1IB analisou a
expressdo de genes relacionados a apoptose, citocinas inflamatorias e receptores
no cerebro e cerebelo, demonstrando a ocorréncia de “up-regulation” no receptor
de uma quimiocina responsavel pelo aprisionamento de neutréfilos (CXCR2) e
pela “up-regulation” da citocina responsavel pela ativagdo das células
endoteliais, conhecida como peptidil prolil isomerase A, que possivelmente
apresenta um papel importante na patogénese de doencas inflamatérias
(VILLANI et al., 2007).

Outro estudo avaliou parametros de estresse oxidativo no figado de ratos
com NPC1, bem como a expressdo génica no figado e cerebelo destes animais
comparados com controles, onde foi verificada a ocorréncia de reagao

inflamatoria aumentada bem como um aumento do dano induzido por estresse
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oxidativo no figado e cerebelo deste modelo animal de NPC1 em comparacdo ao
grupo controle. A N-acetilcisteina, uma substancia com conhecida acéo
antioxidante, quando utilizada de forma aguda, evidenciou claramente o papel do
estresse oxidativo no dano hepatico, com a reducdo da inflamacdo a nivel
hepéatico em ratos NPC1 submetidos a este tratamento (VAZQUEZ et al., 2011).
Os efeitos antioxidantes da N-acetilcisteina foram também relatados em doencas
peroxissomais (TOLAR et al., 2007).

Em modelo animal de MPS 111B, foi demonstrado que o0 uso de um vetor
lentiviral de a-N-acetilglicosaminidase (NAGLU) para liberacgdo intracraniana do
gene humano NAGLU dentro do cérebro de ratos adultos jovens possibilitou a
diminuicdo significativa na expressdo de uma quimiocina inflamatoria
responsavel pelo recrutamento de macréfagos, conhecida como MIP1-o ou Ccl3,
em ratos MPS I1IB tratados por seis meses e comparados com grupo néo tratado
com NAGLU. Este estudo também sugeriu a possibilidade de utilizacdo de
determinados genes tais como o gp9lphox, um componente do complexo
enzimatico oxidase NADPH dependente e também uma fonte de EROs durante a
inflamacdo, como biomarcadores para o seguimento do tratamento da MPS I111B,
uma vez que expressdo deste gene encontra-se reduzida no grupo tratado com
NAGLU em comparag¢do com o grupo ndo tratado (DI DOMENICO et al., 2009).
A literatura cita diferentes marcadores de estresse oxidativo utilizados para
avaliar o dano oxidativo em pacientes portadores de DLDs e ha relatos de
diversas DLDs em que ha aumento do dano oxidativo a biomoléculas, tais como
alguns tipos de MPS, NPC, doenca de Fabry e de Gaucher. Cabe ressaltar que ha
estudos que avaliam o estresse oxidativo antes e apos o tratamento com TRE em
MPS tipo | e Il, bem como Doenca de Fabry e NPC, que demonstraram
beneficios advindos da reposicdo enzimatica sobre o dano oxidativo
(DEGANUTO et al.,, 2007; RIBAS et al., 2012; PEREIRA et al., 2008;
FILIPPON et al., 2011a; FILIPPON et al., 2011b; SHEN et al., 2008). Ribas et
al. (2007) avaliaram parametros de estresse oxidativo em pacientes com NPC
tipo 1 no diagnostico e durante o tratamento com N-butil-desoxinojirimicina

(miglustate), onde foi observado um aumento significativo de TBA-RS
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plasmaticos e em fibroblastos, aumento na formacdo de proteinas carboniladas e
na atividade de GSH-Px em eritrécitos destes pacientes, bem como uma reducgéo
de TAS plasméatico de pacientes ndo tratados em comparacdo com 0 grupo
controle. Alem disso, o tratamento estudado resultou em normalizacao dos niveis
plasmaticos de TBA-RS, TAS e GSH-Px (RIBAS et al., 2012). Um estudo
realizado em 11 pacientes com MPS tipo | verificou que estes participantes
apresentaram elevados niveis de lipoperoxidacdo. Ainda, a TRE resultou em
diminuicdo da atividade da SOD e aumento da atividade da catalase (PEREIRA
et al., 2008).

O presente trabalho sinaliza a ocorréncia de processos inflamatérios e
oxidativos em pacientes MPS tipo Il no momento do diagndstico, atraves de
correlagdes significativas entre biomarcadores importantes dos processos acima
citados. Além disso, a TRE foi capaz de proteger contra o dano a lipidios,
proteinas e DNA. Outro achado interessante foi a ocorréncia de correlacéo
positiva significativa entre os GAGs urinarios e o indice de peroxidacéo lipidica,
que reflete dano a lipidios, e com o indice de dano ao DNA. Além disso, a TRE
reduziu os niveis de GAGs urinarios, o que provavelmente influencia de forma
positiva contra o dano oxidativo a biomoléculas como os lipidios e 0 DNA.
Pode-se concluir que o acumulo de GAGs na MPS Il provavelmente induz o
dano oxidativo a estas biomoléculas. Ainda, os resultados permitem sugerir que a
medida de MDA plasmaético poderia ser empregada como uma ferramenta
facilitadora para o seguimento da TRE em pacientes portadores de MPS 1.

Dados da literatura mostram que é importante estudar novas opcdes de
tratamentos para estas DLDs, ndo com o intuito de substituir as TRE ja existentes
e sim para agregar tratamentos e melhorar a condicdo clinica e qualidade de vida
destes pacientes. Dentro deste contexto, 0 mecanismo de agdo proposto para a
genisteina permite inferir que esta isoflavona podera ser, futuramente, um
tratamento importante na reducdo dos GAGs sabidamente acumulados em todos
os tipos de MPS (AKIYAMA et al., 1987; KIM et al., 1998; JAKOBKIEWICZ-
BANECKA et al., 2009). Estudos realizados em modelos animais de MPS tipos

Il e I1IB tratados com genisteina demonstraram uma reducdo no armazenamento
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de GAGs, bem como a redugdo de substrato (FRISO et al., 2010;
MALINOWSKA et al., 2009; MALINOWSKA et al., 2010). Os ensaios clinicos
encontrados na literatura sobre este tema limitam-se as MPS 1l e Ill, onde a
eficiéncia da genisteina foi avaliada atraves da melhoria de diversos sintomas que
comumente ocorrem nestas MPS (DE RUIJTER et al., 2012; DELGADILLO et
al., 2011; MALINOVA et al., 2012; MARUCHA et al., 2011; NARAJCZYK et
al., 2012; PIOTROWSKA et al., 2011).

Um estudo aberto com duracdo de um ano realizado com 19 pacientes
MPS IIl avaliou o uso de um extrato de isoflavonas rico em genisteina
(5mg/Kg/dia genisteina) por estes pacientes e verificou que esta dose nao
acarretou em melhorias dos sintomas neurologicos apresentados pelos
participantes (DELGADILLO et al., 2011). Outro ensaio clinico, desta vez em
pacientes com o tipo Il de MPS, observou que a dose de 5mg/Kg/dia de
genisteina presente no extrato de isoflavonas de soja rico em genisteina resultou
em melhora clinica na amplitude do movimento articular dos pacientes, ap6s
acompanhamento de 26 semanas de tratamento (MARUCHA et al., 2011). Um
ensaio clinico realizado em 35 pacientes com os trés subtipos de MPS 111 (A, B e
C) verificou resultados positivos na morfologia capilar dos participantes apos um
ano de tratamento com extrato de isoflavonas da soja rico em genisteina, cuja
dose diéria desta isoflavona era de 15mg/Kg (NARAJCZYK et al., 2012).

Além disso, um ensaio clinico randomizado cruzado contra placebo
realizado em 12 pacientes com MPS Il que utilizaram extrato de isoflavonas de
soja rico em genisteina (10mg/Kg/dia de genisteina), acarretou em uma
diminuigdo nos niveis plasmaticos de heparan sulfato, bem como em niveis de
GAGs urinérios, embora a reducdo absoluta destes marcadores tenha sido pouco
significativa quando comparado com pacientes MPS Ill ndo tratados (DE
RUIJTER et al., 2012).

Seis pacientes com MPS |1l foram acompanhados por mais de um ano
utilizando um extrato de isoflavonas de soja rico em genisteina, cuja dosagem de
genisteina inicial foi de 10 mg/Kg/dia aumentada para 15 mg/Kg/dia durante o

estudo. Os resultados obtidos foram a reducdo dos niveis de GAGs urinarios e
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mudancas em alguns dos sintomas clinicos apresentados previamente pelos
participantes do ensaio clinico. Estas altera¢fes incluiram a diminuicdo da
hiperatividade e inibicdo da regressdo no desenvolvimento, e foram observadas
principalmente ap0s a utilizacdo de dose mais elevada de genisteina (15
mg/Kg/dia) (MALINOVA et al., 2012). Outro ensaio clinico, realizado durante
dois anos com oito pacientes MPS Il que fizeram uso de extrato de isoflavonas
de soja rico em genisteina, porém com uma dose diaria de genisteina de 5mg/Kg,
observou uma melhoria na fungdo cognitiva durante o primeiro ano de
tratamento, na maioria dos pacientes (PIOTROWSKA et al., 2011).

Diversos estudos descrevem a genisteina como sendo citotoxica e
genotoxica, embora estes resultados tenham sido obtidos através de experimentos
que utilizaram diferentes culturas celulares e modelos animais, bem como
diferentes concentracdes de genisteina (KULLING et al., 1997; DI VIRGILIO et
al., 2004; MILTYK et al., 2003; MISRA et al., 2002; KLEIN et al., 2007; KIM et
al., 2008). Em 2008, Kim e colaboradores investigaram a exposic¢ao in vitro da
linhagem celular MCF-10A de células de epiteliais da mama a 1 pM de
genisteina sintética por trés meses, onde encontraram através de hibridizagdo
gendmica que a exposicdo a esta concentracdo baixa de genisteina foi capaz de
induzir alteracdes citogenéticas com mudancas no nimero de cromossomos, bem
como delecbes em regifes contendo genes supressores de tumores que poderiam
aumentar o risco de transformacdo celular. Embora a genisteina possa acarretar
em prejuizos no DNA e afetar a estabilidade genémica, 0s autores tambem
comentam que a toxicidade depende das caracteristicas de cada tipo celular, bem
como da associagdo ou ndo da genisteina com outros compostos genotoxicos
(KIM et al., 2008).

Vale ressaltar que muitos ensaios clinicos sobre genisteina sdo realizados
em individuos saudaveis ou com outras condic@es clinicas e patologias diferentes
da MPS. Além disso, a grande maioria dos relatos encontrados na literatura leva
em consideracdo extratos de isoflavonas e concentracfes de genisteina conforme
ingestdo através da dieta ao invés de doses mais elevadas de genisteina sintética

para serem utilizadas como tratamento. Como consequéncia, a avaliacdo e
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comparacao dos beneficios potenciais e desvantagens do uso da genisteina como
terapia medicamentosa acaba sendo dificultada.

A habilidade da genisteina em inibir uma proteina quinase especifica
envolvida na sintese de GAGs ¢é suficiente para despertar interesse nesta
isoflavona e estuda-la com o intuito de, futuramente, utiliza-la como terapia de
reducdo do substrato em MPS para auxiliar no tratamento da doenca. Por este
motivo, é fundamental avaliar a toxicidade desta terapia promissora, uma vez que
a literatura acerca da seguranca na utilizacdo de genisteina ndo esta
completamente elucidada. O presente estudo foi o primeiro a investigar o uso da
genisteina na MPS tipo IVA.

O aumento do indice de dano ao DNA verificado neste trabalho em
leucécitos tratados in vitro com genisteina corrobora o efeito citotdxico in vitro
desta isoflavona. Foi verificado um aumento significativo de dano ao DNA
mesmo apods ter submetido os leucdcitos a uma concentragdo mais baixa (10 M)
desta isoflavona, demonstrando que a genisteina apresenta citotoxicidade. Além
disso, concentracbes maiores de genisteina (30 uM e 50 pM) acarretaram em
dano ao DNA ainda maior. Ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos testados, porém é evidente a existéncia de
fragmentacdo no DNA e consequente lesdo apds tratamento com genisteina nas
concentracfes de 10 uM a 50 uM. Além disso, o nivel de fragmentacdo do DNA
dos leucdcitos tratados com 10 pM de genisteina foi duplicado quando
comparado com o grupo controle, demonstrando que a co-incubagdo com 10 uM
desta isoflavona acarreta em um aumento de 100% da fragmentacdo do DNA.
Faz-se necessario avaliar as consequéncias deste aumento de dano ao DNA,
principalmente considerando o efeito a longo prazo do tratamento com
genisteina. O conhecimento acerca dos efeitos citotoxicos desta isoflavona é
fundamental para que a mesma seja utilizada de forma segura no tratamento das
MPS, considerando que estas desordens sdo progressivas e comprometem
diferentes orgaos.

Os estudos encontrados na literatura empregam diferentes apresentacoes

contendo genisteina, sendo ela testada ora na sua forma sintética, ora em extratos
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de soja que apresentam uma mistura vasta de isoflavonas, tais como daidzeina e
gliciteina, em diferentes proporcdes. Estas diferencas de formulacdo dificultam o
entendimento do papel de cada isoflavona, pois a mistura delas pode ser a
verdadeira responsavel pelos resultados obtidos em ensaios clinicos, por razdo de
um possivel efeito sinérgico entre elas. Além disso, h4 apenas um estudo que
avaliou o uso isolado da genisteina em pacientes com MPS. Este estudo,
realizado por Kim e colaboradores (2013), demonstrou que o uso de genisteina
sintética em doses elevadas (150mg/kg/dia) por 1 a 2 anos foi seguro e nao
acarretou em efeitos adversos graves (KIM et al., 2013).

O custo pode ser uma das razfes para os estudos clinicos ndo empregarem
a genisteina na sua forma isolada. Tal isolamento realizado a partir de um extrato
de soja além de ser trabalhoso, provavelmente necessite de uma quantidade de
matéria-prima bastante elevada. A genisteina sintética, por sua vez, é fabricada
por uma quantidade limitada de inddstrias e tem custo muito elevado.

Para que a genisteina possa ser utilizada como tratamento para as MPS
serdo necessarios mais estudos que avaliem as formulacdes contendo genisteina
ou esta isoflavona na forma isolada, bem como a dose mais efetiva e os efeitos
toxicos advindos do tratamento. De posse destes resultados sera possivel optar

pelo uso da genisteina como um tratamento seguro para MPS.
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5. CONCLUSOES
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Foi observada, a partir deste trabalho, a existéncia de uma provéavel
presenca de estresse oxidativo e processo inflamatdrio em pacientes com MPS 11
no diagndstico. Os resultados experimentais obtidos demonstraram a ocorréncia
de correlacdo positiva entre os GAGs urinarios e o indice de peroxidacédo
lipidica, que reflete dano a lipidios em pacientes com MPS tipo II, bem como
correlacdo positiva entre 0s GAGs urinarios e o indice de dano ao DNA nestes
pacientes. A capacidade da TRE em reduzir os niveis de GAGs urinarios foi
também evidenciada, o que influencia positivamente contra o dano oxidativo a
biomoléculas como os lipidios e 0 DNA. Pode-se sugerir um possivel papel dos
GAGs como indutores de dano oxidativo na MPS Il. Os resultados obtidos
também permitem sugerir o emprego da dosagem de MDA plasmatico como um
biomarcador promissor no seguimento da TRE em pacientes MPS I1.

O tratamento in vitro com genisteina nas concentraces 10, 30 e 50 uM
em leucdécitos de pacientes com MPS IVA acarretou em inducdo de dano ao
DNA. Foi verificado um aumento significativo de dano ao DNA ap06s adicdo in
vitro de concentracdo baixa de genisteina (10 uM), com consequente duplicacéo
do nivel de fragmentacdo do DNA dos leucdcitos tratados com esta concentracdo
de genisteina quando comparado com o grupo controle. Além disso, foi
demonstrada a ocorréncia de dano ao DNA mais expressivo em leucocitos co-
incubados com concentracdes maiores de genisteina (30 uM e 50 uM). Estudos
mais aprofundados sdo necessarios para melhor entender a seguranca do uso da

genisteina em pacientes com MPS.
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6. PERSPECTIVAS
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- Avaliar marcadores inflamatorios em MPS Il e IVA antes e apds a TRE;

- Avaliar marcadores de estresse oxidativo em amostras de urina de
pacientes com MPS |1 e IVA;

- Avaliar o efeito in vivo da genisteina em pacientes com MPS;

- Avaliar o efeito in vitro de outras isoflavonas;

- Comparar o dano ao DNA da genisteina sintética com a obtida do extrato
da soja;

- Avaliar parametros de estresse oxidativo em pacientes com MPS IVA

antes e depois do tratamento com genisteina.
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