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RESUMO

A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) ¢ um erro inato do metabolismo causado pela
deficiéncia de a-L-iduronidase (IDUA), que leva ao acimulo de dermatan e heparan sulfato.
A microbiota intestinal ¢ a comunidade de microrganismos simbidticos que habitam o trato
digestivo. Em condi¢des patologicas, a composicao da microbiota pode ser perturbada, um
fenomeno chamado disbiose. A disbiose € prejudicial para o hospedeiro e esta relacionada a
patologia cerebral. Este trabalho tem como objetivo investigar a composi¢dao da microbiota
no modelo animal da MPS I. Camundongos C57BL/6 Idua™ (n=6) foram comparados aos
seus irmaos nao afetados (n=6). As amostras fecais foram coletadas aos 60 ¢ 120 dias de vida
e aregido V4 do rRNA 768 foi sequenciado por sequenciamento de nova geracao. Cortex e
cerebelo foram coletados aos 120 dias e corados por imunohistoquimica com anti-GFAP.
As areas coradas foram analisadas com o software /mageJ. Os dados de sequenciamento
foram analisados no ambiente R usando um pipeline desenvolvido pelo nosso grupo. Os dois
filos mais prevalentes foram Firmicutes e Bacteroidetes. Embora parega que os
camundongos MPS I tenham mais Firmicutes do que Bacteroidetes, essa diferenca nao foi
significativa. Em nivel de ordem, a Unica diferenga ocorreu com RF-39, que compreende
cerca de 11% da diversidade, sendo mais prevalente em camundongos MPS I aos 120 dias
(p = 0,04). Nao houve diferenca no indice de diversidade Shannon, embora o indice de
diversidade de Simpson tenha mostrado tendéncia a diferenca entre os grupos de
camundongons MPS I e controles aos 120 dias (p = 0,07). A colora¢do com anti-GFAP nao
mostrou diferenca em nenhum momento, embora para o cortex aos 120 dias houve uma
tendéncia a maior coloragdo nos animais com MPS I (p = 0,08). Esses resultados ndo
corroboraram a hipdtese inicial de que a MPS I teria um efeito prejudicial sobre a microbiota.
Os dados obtidos neste trabalho permitem apenas sugerir que o ambiente intestinal na MPS
I ¢ diferenciado, favorecendo um equilibrio relativo diferente entre as espécies. Entretanto,
estudos com animais mais velhos, e portanto mais afetados, devem ser conduzidos para

confirmar estes achados.



ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is an inborn error of metabolism caused by the
deficiency of a-L-iduronidase (IDUA), that leads to accumulation of dermatan and heparan
sulfate. The intestinal microbiota is the community of symbiotic microorganisms that inhabit
the digestive tract. In pathologic conditions, the composition of the microbiota may be
disturbed, a phenomenon called dysbiosis. Dysbiosis is detrimental to the host and is related
to brain pathology. This work aims to investigate the microbiota composition in the animal
model of MPS 1. C57BL/6 Idua-/- mice (n=6) were compared to their unaffected littermates
(n=6). Fecal samples were collected at 60 and 120 days of life and V4 regioon of 16S rRNA
was sequenced by next generation sequencing. Cortex and cerebellum at 120 days were
collected and stained for anti-GFAP immunohistochemistry. Stained areas were analyzed
with software ImagelJ. Sequencing data was analyzed in R using a pipeline developed by our
group. The two most prevalent phyla were Firmicutes and Bacteroidetes. Although it seems
that MPS I mice has more Firmicutes than Bacteroidetes, this difference was not significant.
At the order level, the only difference was for RF-39, that comprises around 11% of diversity,
and was more prevalent in MPS I mice at 120 days (p=0.04). There was no difference at the
Shannon diversity level altrough the Simpson diversity index showed a tendency for
difference between MPS I and controls groups at 120 days (p=0.07). Anti-GFAP staining
showed no difference at any time point, although for cortex at 120 days there was a tendency
for higher staining in MPS I animals (p=0.08). These results do not support our previous
hypothesis that MPS I exerts a detrimental effect on the microbiota. Our data suggests that
intestinal environment in MPS 1 is different, favoring a different relative equilibrium among
species. However, studies with animal of greater age, and thus more severely affected, must

be conduct in order to confirm these findings.
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1 INTRODUCAO

1.1 MUCOPOLISSACARIDOSES

Mucopolissacaridoses (MPS) sdo causadas pela auséncia e/ou deficiéncia especifica de
enzimas lisossomais responsaveis pela degradacdo dos glicosaminoglicanos (GAGs),
antigamente denominados mucopolissacarideos. O acumulo de GAGs parcialmente
degradados interfere no funcionamento normal das células, tecidos e 6rgaos (OMIM, 2002).

Existem atualmente sete tipos de MPS caracterizados pela auséncia ou defeito em uma
de onze enzimas lisossomais especificas descritas de MPS I até MPS IX (excluindo a V e
VIII, que ndo s3o mais utilizadas). Todas sdo de heranga autossdmica recessiva, com excecao

do tipo II que ¢ de heranga ligada ao X (KHAN et al, 2017).

Tabela 1: Tipos de MPS, sindrome associada e enzimas afetadas.

Tipo de Nome da

MPS Sindrome Gene Enzimas Afetadas

Hurler, Schei
MPS 1 Hrien, ¢ e.1 © IDUA a-L-iduronidase
Hurler-Scheie

MPS 11 Hunter 128 iduronato-2-sulfatase

MPS HIIA SGHS heparan-n-sulfatase

MPS 11IB NAGLU  N-acetil-glicosaminidase
Sanfillipo

MPS IIIC HGSNAT a-glicosaminacetiltransferase

MPS 1IID GNS N-acetil-glicosamina 6-sulfatase

MPS IVA GALNS N-acetil-galactosamina-6-sulfato sulfatase
Morquio

MPS IVB GLBI B-galactosidase

MPS VI Maroteaux-Lamy ARSB N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
MPS VII Sly GUSB B-D-glucuronidase
MPS 1X Natowicz HYALI Hialuronidase

Fonte: KHAN et al, 2017.
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GAGs sao polissacarideos sulfatados compostos pela repeticdo de um dissacarideo,
sendo eles um 4cido urdnico (ou galactose) e uma hexosamina. As hexosaminas podem ser
o heparan sulfato, o dermatan sulfato, o keratan sulfato, a condroitina sulfato, e o acido
hialurénico (KHAN et al, 2017). A prevaléncia de MPS ¢ estimada em 1,04 a 4,8 por 100.000
nascimentos, variando de acordo com o tipo, pais ou regido e grupo étnico (KHAN et al,

2017).

1.2 MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO I

Mucopolissacaridose tipo I (MPS I) ¢ uma doenca lisossomica de deposito causada por
mutagdes no gene /DUA, situado no locus cromossdmico 4p16.3, que codifica a enzima a-
L-iduronidase (EC 3.2.1.76). Esta enzima hidrolisa o residuo terminal de acido a-L-
idurdnico na degradacdo dos GAGs dermatan e heparan sulfato no interior dos lisossomos
(OMIM, 2002). Na deficiéncia da enzima, ocorre o acimulo destas moléculas causando
diversas manifestagdes no organismo. A doenga apresenta um espectro de gravidade de
sintomas, com a forma grave sendo denominada sindrome de Hurler (MPS I H) e a forma
atenuada como sindrome de Scheie (MPS I S). As formas intermedidrias sdo chamadas de
sindrome de Hurler-Scheie (MPS I H/S) (OMIM, 2002).

Os fendtipos clinicos nao sao distinguiveis pelos procedimentos diagndsticos de rotina,
pois todos apresentam as caracteristicas de auséncia da atividade enzimatica e acimulo de
GAGs. Anélise das mutagdes permite a classificacdo dos pacientes, mas na maioria dos casos
o subtipo de MPS I ¢ diagnosticado de acordo com critérios clinicos incluindo a idade de
inicio, o tipo e a velocidade de progressao de sintomas (NEUFELD; MUENZER; 2014). No
Brasil, a incidéncia de MPS I ¢ de 0,24 por 100.000 nascimentos (FEDERHEN et al., 2020).

AMPS T H ¢é uma doenga progressiva com o envolvimento de multiplos 6rgaos e tecidos
que leva a morte durante a infancia. Um recém-nascido com a doenca tem aparéncia normal
mas pode ter hérnias inguinais ou umbilicais. Os sinais e sintomas caracteristicos que levam
ao diagnoéstico sdo a face tipica, deformidades esqueletais especificas da doenca (chamadas
coletivamente de disostose multipla), infeccdes recorrentes de ouvido e nariz,

hepatoesplenomegalia e lingua aumentada. Cardiopatia ¢ uma caracteristica da doenga,
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sendo causa de morte de algumas criangas de menos de 1 ano de idade, antes mesmo de
serem diagnosticadas. Também sdo sintomas da doenga a perda de audicdo e opacificacao
corneal (NEUFELD; MUENZER; 2014).

O atraso no desenvolvimento se torna aparente dos 12 aos 24 meses, com o0 maximo de
idade funcional adquirida entre 2 e 4 anos, seguida por deterioragdo. O desenvolvimento de
linguagem ¢ limitado pelo atraso no desenvolvimento, perda cronica de audi¢@o e a lingua
aumentada (NEUFELD; MUENZER; 2014). Se ndo submetidos a uma forma de tratamento,
a evolucao da doenca leva a morte antes dos 10 anos de idade por complicagdes cerebrais ou
problemas cardiorrespiratorios (GIUGLIANI et al, 2010).

A MPS I S ¢ caracterizada por rigidez articular, como maos em garra, doenga valvular
aortica e opacificagdo corneal. A face tipica estd presente, com inteligéncia e estatura
normais. O inicio dos sintomas se d4 apds os 5 anos de idade, com o diagnostico realizado
entre 10 e 20 anos de idade (NEUFELD; MUENZER; 2014).

A MPS T H/S tem por caracteristica sintomas intermediarios entre as duas sindromes e
pouca ou nenhuma disfuncao intelectual, com o inicio dos sintomas observados entre os 3 e
8 anos ocorrendo sobrevivéncia até a idade adulta. A morte normalmente se deve a eventos
cardiacos ou obstrucao respiratoria (NEUFELD; MUENZER; 2014). A expectativa de vida
¢ de duas a trés décadas (GIUGLIANI et al, 2010).

Suspeitas clinicas podem ser averiguadas por dosagem dos niveis de GAGs na urina,
mas o diagnostico definitivo ¢ feito pela medida da atividade enzimatica da enzima a-L-
iduronidase. A ocorréncia de niveis normais de GAGs nao deve descartar o diagndstico caso
haja suspeita clinica. Individuos normais possuem uma excrecao de GAGs maior ao nascer,
que diminui até a idade de 21 anos, portanto deve-se usar valores de referéncia por idade.
Em seguida, cromatografia ou eletroforese ¢ utilizada para identificar os GAGs que se
encontram com concentracdo elevada na urina, direcionando o teste enzimatico que

confirmara o diagnostico (GIUGLIANI et al, 2010).
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1.2.1 Tratamentos

Existem duas opg¢des de tratamento para a MPS I — transplante de células tronco
hematopoiéticas (HSCT) e terapia de reposicao enzimatica (TRE). Antes de existirem essas
opgdes, o tratamento se baseava apenas em prevenir e tratar as complicagdes com 0 apoio
de uma equipe multidisciplinar, o que ainda ¢ de grande importancia. O propdsito do HSCT
¢ corrigir a deficiéncia enzimatica indiretamente por meio do transplante de células sadias
que fornecerdo a enzima continuamente para o organismo. E um procedimento de alto risco
com taxas elevadas de morbidade/mortalidade, devendo ser realizado antes dos 2 anos de
idade, indicado principalmente para a forma grave da doenca. Estudos sugerem que este
tratamento parece alterar favoravelmente o curso da doenga, diminuindo o dano intelectual
e aumentando a expectativa de vida, sem entretanto melhorar as deformidades esqueletais
(GIUGLIANI et al, 2010).

A TRE consiste na administragdo intravenosa periddica da Laronidase, uma proteina
analoga a a-L-iduronidase, produzida por engenharia genética. Ela foi aprovada para uso no
Brasil em 2005. O medicamento ndo atravessa a barreira hematoencefalica na dosagem
utilizada, sendo indicada para tratar os aspectos ndo neuroldgicos nas formas grave e
intermediaria da doenga (GIUGLIANI et al, 2010).

Terapia génica viral e edi¢gdo gendmica para o tratamento da MPS I tém sido testadas
em estudos clinicos, com resultados heterogéneos e inconclusivos na mudanca de escala de

animais para seres humanos (VERA, L. N. P. ; BALDO, G., 2020).

1.2.2 Modelo Animal

Existem dois modelos animais de origem natural correspondentes a MPS I H, no gato
(HASKINS et al., 1979) e no cdo (SPELLACY et al., 1983). Também existem 3 modelos
criados geneticamente, 2 nocautes e 1 knock-in. O primeiro modelo criado por Clarke et al
(1997) teve como objetivo interromper o gene Idua pela disrupcao do éxon 6. Esse mesmo

modelo serviu como base para a criagdo de um modelo imunodeficiente para pesquisas de
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transplantes de células tronco e terapia génica (GARCIA-RIVERA et al., 2007). O segundo
modelo criado ¢ o usado pelo nosso grupo e descrito no pardgrafo seguinte. O terceiro

modelo murino criado carrega uma mutacao sem sentido analoga a IDUA-W4(02X humana,

gerada por knock-in (WANG et al., 2010).

O modelo animal murino de MPS I utilizado pelo nosso grupo consiste no nocaute do
gene codificante da enzima a-L-iduronidase (/dua -/-). Os animais nao apresentam atividade
da enzima detectavel e mostram niveis elevados de GAGs na urina. Este modelo foi criado
por OHMI et al (2003) por uma inser¢ao seguida por recombinagdo homoéloga no éxon 6,
utilizando um background genético de camundongo C57BL/6. O fendtipo apresentado
simula os achados de MPS I H, contendo, entre outros, mudangas neurolédgicas, alteragdes
cardiovasculares, alteracdes musculoesqueléticas, morte prematura em 1 ano e metabolismo
alterado (MOUSE GENOME DATABASE, 2018). Este mesmo modelo ja teve seu intestino
examinado histologicamente para constatar o acumulo intracelular de GAGs (GIUGLIANI,
2013). Também ha evidéncias morfoldgicas e moleculares do envolvimento da ativacdo e
resposta inflamatdria da microglia na patologia cerebral dos modelos animais da MPS I e

MPS I1IB (OHMI et al, 2003).

1.3 MICROBIOMA

Microbioma significa o conjunto de todos os genomas dos microrganismos em uma
determinada localizagdo. Engloba bactérias, fungos, archaeas e virus. (CRYAN; DINAN,
2012). O microbioma ¢ estabelecido no nascimento com a colonizagdo no canal de parto,
sendo também demonstradas evidéncias de colonizagdo intrauterina através da analise do
mecodnio de recém-nascidos. O estabelecimento do microbioma ¢ influenciado pelo tipo de
alimenta¢do e o microbioma humano comeca a adquirir caracteristicas de adulto ao primeiro
ano de vida (WANG; KASPER, 2014). Além disso, outros fatores externos como o uso de
prebioticos, probidticos, inibidores da bomba de protons e mesmo de antibidticos podem

influenciar a sua composicao (MOHAJERI et al., 2018).
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A maioria dos microrganismos presentes no intestino vivem em simbiose,
desempenhando fung¢des benéficas ao hospedeiro e em contrapartida sdo beneficiados em
diversas maneiras. Quando ha um desequilibrio no balango de microrganismos de modo a
causar efeitos danosos ao hospedeiro, caracteriza-se um estado chamado de disbiose
(SELBER-HNAWTIL et al., 2017). A altera¢ao da composi¢ao da microbiota intestinal pode
resultar ou ser indicativa de uma patologia (CRYAN; DINAN, 2012).

O conceito de enterodtipos foi estabelecido em 2011 por Arumgam et al., dividindo de
forma discreta os tipos de microbioma de acordo com a prevaléncia relativa de grupos
bacterianos, independente de outros fatores (como idade, género, peso corporal, etc). O
enterotipo 1 € caracterizado por altos niveis de Bacteroides, o tipo 2 por aumento da
prevaléncia de Prevotellae o 3 por altos niveis de Ruminococcus. No entanto, mais
recentemente este conceito tem sido questionado por autores que propdem uma abordagem
ecoldgica das comunidades bacterianas intestinais (WANG; KASPER, 2014, SELBER-
HNATWT I et al., 2017). De qualquer forma, ha evidéncias de que a microbiota intestinal esta
envolvida com o desenvolvimento e fun¢do da imunidade inata e adaptativa, na regulagdo
da motilidade intestinal, na manuten¢do da integridade da barreira intestinal e na absor¢ado

de nutrientes (BERCIK, COLLINS, & VERDU, 2012).

1.3.1 A¢ao do microbioma sobre o sistema nervoso central

O estudo do impacto da microbiota intestinal no cérebro e no comportamento levou
a evolugdo do termo eixo cérebro-intestino para englobar os microrganismos. Os €ixos
cérebro-intestino-microbiota se comunicam através de vias neuroendocrinas, neuroimunes,
do sistema nervoso autdbnomo e do sistema nervoso entérico. H4 um entendimento crescente
de que as comunicagdes ocorrem de forma bidirecional, com a microbiota influenciando o
funcionamento do sistema nervoso central, que por sua vez modifica a composicdo da

microbiota pelos seus efeitos no sistema gastrointestinal (CRYAN; DINAN, 2012).

Vagotomias tém demonstrado o papel do nervo vago na comunicacdo entre o0s

microrganismos € o sistema nervoso central, inclusive reduzindo o risco de certas doencas
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neurologicas. A microbiota regula a sintese de neurotransmissores por alteragao de niveis de
precursores como o triptofano, que ¢ precursor da serotonina. Sintese e liberacdo dos
principais neurotransmissores por bactérias intestinais ja foi reportada, incluindo de acido
gama-aminobutirico, noradrenalina, dopamina e acetilcolina (DINAN; CRYAN, 2017).

Os principais produtos do metabolismo bacteriano sdo os acidos graxos de cadeia curta
(SCFA) dos quais podemos citar o acetato, o butirato ¢ o proprionato. E proposto que seus
efeitos centrais ocorram através de receptores acoplados a proteina-G, sendo mais provavel
que levem a modificagdes epigenéticas através de histonas deacetilases. Além disso, os
SCFA sdo usados como fonte energética e no metabolismo (DINAN; CRYAN, 2017).

Outros mecanismos de influéncia da microbiota na funcdo e no desenvolvimento
cerebral ocorrem através de receptores foll-like (TLR) e da modula¢ao imune da microglia
(KELLY et al., 2017). SCFA se mostraram capazes de regular a microglia necessaria para o
desenvolvimento e homeostase dos tecidos cerebrais (ERNY et al, 2015).

Diferentes evidéncias do envolvimento da disbiose em patologias neuropsiquiatricas
tém sido relatadas, por exemplo em esquizofrenia, transtorno bipolar, depressdao, dentre
outras (ROGERS et al, 2016). Os estudos em humanos muitas vezes apresentam dificuldades
no isolamento dos fatores, pois pode haver interferéncia da dieta, do uso de medicamentos,
etc. Em pacientes com doencgas do espectro autista (ASD), foi demonstrado um aumento nos
niveis de SCFA nas fezes. Ainda em ASD alguns estudos com tratamento com antibiotico ou
terapia de transplante fecal ja foram realizados, mostrando respectivamente, melhora da
sintomatologia transitoria ou apos 8 semanas (KELLY et al., 2017). Em Erros Inatos do
Metabolismo, foram realizados estudos sobre o envolvimento da microbiota com
aminoacidopatias, acidemias organicas e hemocromatose (COLONETTI; ROESCH;
SCHWARTZ, 2018).

1.3.2 Analise de Microbioma

Os estudos de microbiota tém sido impulsionados pelo desenvolvimento de técnicas
para analise de metagendmica, na qual o conjunto dos genomas de uma comunidade

microbiana ¢ determinado. O sequenciamento de nova geracao (NGS) permite determinar a
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diversidade microbiana por duas abordagens: sequenciamento de amplicon e shotgun. O
primeiro consiste em amplificar alvos taxonomicamente informativos como o rRNA /65 de
procariotos. O sequenciamento shotgun reconstroi grandes fragmentos ou até todo o genoma
dos organismos, sendo mais oneroso (ESCOBAR-ZEPEDA; LEON; SANCHEZ-FLORES,
2015). O sequenciamento de amplicon também ¢ chamado de metabarcoding.

O processo de metagenomica por shotgun se diferencia do processo de metabarcoding
pela construgdo de bibliotecas e pelo processo de montagem envolvendo genomas inteiros.
Os processos de chamada de genes podem ser realizados através de reads, por sequéncias
maiores de reads de extremidades sobrepostas chamados contigs, ou ambos (KUNIN et al.,
2008). Sequéncias repetidas, cobertura insuficiente, erros de sequenciamento, e variacao a
nivel de cepas no conteudo génico resultam em genomas fragmentados apds a montagem,
necessitando de mais uma etapa chamada binning para classificar os contigs em grupos a
nivel de espécie (ALNEBERG et al., 2014).

Ja na andlise de metabarcoding, é realizado um PCR com primers Unicos especificos
para a regido V4 do gene /6S rRNA para amplificacdo em bactérias e archeas. Ao produto
amplificado ¢ adicionado um barcode para identificacao das amostras. Os produtos de PCR
das amostras individuais podem entdo ser combinados para a reacdo de sequenciamento
massivo paralelo (KUMAR et al., 2014).

As plataformas de NGS disponiveis sdo capazes de sequenciar paralelamente e com
baixo custo milhdes de moléculas de DNA simultaneamente, com diferentes comprimentos
de sequéncia e rendimentos. Alguns exemplos de plataformas sdo a Roche 454, Illumina, Ion
Torrent/S5 e PacBio RSII. A plataforma Ion Torrent/S5 (Thermo Fisher Scientific) detecta a
mudanga no potencial de hidrogénio gerado apds a adigdo de um nucleotideo em cada um
de seus micropogos. O rendimento maximo dessa plataforma ¢ de aproximadamente 60
milhdes de reads com a média do comprimento de até 400 pb (ESCOBAR-ZEPEDA; LEON;
SANCHEZ-FLORES, 2015).

A andlise inicial dos dados de sequenciamento ¢ realizada pelo software de cada
plataforma de sequenciamento, removendo reads de baixa qualidade e sequéncias
policlonais. Posteriormente pode se optar por diversos softwares, como mostrado por
Escobar-Zepeda, Leon e Sanchez-Flores (2015). O pipeline do Brazilian Microbiome Project

(BMP) utiliza o QIIME, que ¢ uma ferramenta de bioinformatica de codigo aberto focada na
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analise de microbioma (CAPORASO et al., 2010). O algoritmo do BMP comega removendo
barcodes e apos filtra por qualidade, segundo o Q score fornecido pelo sequenciador. Apos,
trunca por tamanho, remove replicagdes, organiza por tamanho e descarta reads de apenas
uma ocorréncia. Finalmente faz um agrupamento a partir da comparacao das sequéncias, que
passam a ser denominadas Unidades Taxonomicas Operacionais (ou O7Us a partir da sigla
em inglés). A seguir, mapeia as reads de acordo com uma base de dados de OTUs e lhes
assinala uma taxonomia de acordo com um método escolhido. Apos isso faz uma tabela de
OTUs e realiza analises de diversidade variadas na mesma (PYLRO et al, 2014). Todo esse
pipeline ¢ realizado em ambiente R, uma linguagem de programagdo gratuita (R CORE

TEAM , 2017).

1.4 JUSTIFICATIVA

Ha evidéncias morfologicas e moleculares do envolvimento da ativacdo e resposta
inflamatoria da microglia na patologia cerebral dos modelos animais da MPS 1 e MPS IIIB
(OHMI et al, 2003). SCFA produzidos pela microbiota saudavel se mostraram capazes de
regular a microglia, necesséria para o desenvolvimento e homeostase dos tecidos cerebrais
(ERNY et al, 2015). Dessa forma, ¢ possivel que a disbiose possa estar envolvida na

fisiopatologia da doenca neuroldgica da MPS 1.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Caracterizar a constitui¢do da microbiota intestinal em modelo animal de MPS I em

comparagdo com o controle ndo afetado.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

1. Comparar a constituicdo da microbiota intestinal do modelo animal de MPS I e
controle aos 60 ¢ 120 dias de vida por sequenciamento do DNA codificante da por¢ao

do rRNA 16S.

2. Avaliar a ativagdo da micréglia aos 120 dias por imunohistoquimica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

29 Coleta de Fezes
Fezes serao coletadas
a cada 15 dias
Animais Genotipados

Dia 1l Dia 21-23 e Isolados para o Experimente Dia 60 Dia 120
| | Apés 15 dias | | |
| I I | I
Nascimento Desmame Coleta de Fezes Coleta de Fezes
12 Coleta de Fezes Anélise 60 dias Anélise 120 dias
Inicio Genotipagem Eutanasia

Coleta de Tecido

Figura 1: Linha de tempo, com MPS 1.

O estudo foi desenhado de modo a ser executado em um curto espago de tempo (1 ano)
e com recursos limitados. Portanto foram determinados dois tempos de analise, com um
numero de animais também limitado. No entanto, foram feitas coletas em intervalos de
tempo menores, para que houvesse possibilidade de analisar as outras amostras armazenadas
e aumentar o nimero de animais a depender dos resultados encontrados.

O procedimento de genotipagem refere-se a coleta de material bioldgico para
identificacao do gendtipo do animal da ninhada, para que ele seja destinado ao pesquisador,

periodo no qual ha coleta cega sem saber o gen6tipo do animal.

3.2 MODELO ANIMAL

Foram utilizados 6 camundongos fémeas C57BL/6 Idua™ (grupo KO) e 6 de suas irmas
fémeas normais Idua*"como controle (grupo WT). Estes animais sdo parte da colonia
originada da doagao realizada por Elizabeth Neufeld do modelo de MPS I desenvolvido por

OHMI et al (2003).
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Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal, do Centro de
Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas plasticas com no
minimo 1 € no maximo 3 animais/caixa, em ambiente controlado (temperatura 20-24°C,
umidade relativa do ar 40-60% e sistemas de exaustdo de ar) com ciclos de 12 horas de luz
e 12 horas de escuro e alimentacdo comercial padrao para a espécie e agua ad libitum. O
ambiente fisico interno foi designado de modo estimulatério dos comportamentos naturais
da espécie como parte de enriquecimento ambiental, com materiais autoclavados e

resistentes a mordidas, de modo a ndo introduzir microrganismos no ambiente.

3.3 COLETA E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

A primeira coleta de fezes foi realizada no dia do desmame, data ligeiramente flexivel
determinada de acordo com critério veterinario — entre 21 e 23 dias. Para a coleta das fezes,
os animais foram acondicionados individualmente em caixas plasticas, forradas com papel

toalha estéril por 5 a 10 minutos, ou até que defecassem voluntariamente.

A coleta das fezes foi realizada em intervalos de 15 dias, sendo selecionadas para analise
somente as amostras correspondentes as datas de 60 e 120 dias, por questdo de custos. Os
animais foram pesados quinzenalmente, a ocasido da coleta. Todas as amostras foram
armazenadas a temperatura de -80°C. As amostras que iriam sofrer extracdo do DNA foram

transferidas para freezer -20°C 24h antes por exigéncia da técnica.

Aos 120 dias os animais foram eutanasiados. Apds a eutandsia foram coletadas amostras
de cortex e cerebelo, que foram fixados em formalina tamponada para serem processados na

Unidade de Patologia Experimental do HCPA.

3.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

O DNA genomico de todos os microrganismos presentes nas amostras avaliadas (Tabela

2) foi extraido com o QI4damp DNA FastStool Mini Kit (QIAGEM), especifico para extracao
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de DNA de matéria fecal, conforme instru¢cdes do fabricante. Para alguns tempos foi
necessario realizar a extragdo de DNA de pool de 2 animais em funcio da quantidade elevada

de material requerida para cada extragao do kit.

Tabela 2: Tempos de amostragem, tipo de extragcdo e nimero amostral.

Grupo Tempo Tipo NaunToesrt(:aie Numero de individuos
((JV?/r_:_trg(l;; 60 dias Pool 3 6
(C\/I\;);t;’;lg) 120 dias Individual 6 6
(|'\(/IOPSGCI)) 60 dias Pool 3 6
(K'\g)P1S 2Io) 120 dias  Individual 6 5

3.5 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Todas as amostras foram processadas nesta etapa pela Unidade de Pesquisa Laboratorial
— HCPA, conforme a metodologia a seguir. A regido hipervariavel V4 do gene do rRNA 765
foi amplificada através de PCR usando DNA gendmico (aproximadamente 50 ng por reacao)
com o par de primers 515F (5° GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e 806R (5°-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’). Para fazer um pool de diferentes amostras na mesma
reacdo foi realizada a fusdo de barcode ao primer forward e cada amostra recebeu um

identificador distinto em seu produto de PCR.

A amplificacdo foi conduzida usando Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity
(Invitrogen). Os produtos foram verificados através de eletroforese em gel de agarose,
purificados com kit de purificacio AMPure XP PCR Purification Kit (BeckmanCoulter) e

realizado uma PCR em emulsao usando lon Chef™ System (lonTorrent™). Apos, ocorreu o
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sequenciamento de nova geracdo no equipamento lon S5™ System (lonTorrent™) usando
lon 510™ Chip Kit (IonTorrent™).

Todos os dados brutos foram submetidos ao pipeline do BMP (PYLRO et al., 2014),
com as seguintes modificagdes: filtragem de quimeras (de novo e utilizando o banco de
referéncia RDP GOLD) apds a clusterizagdo, uso do classificador RDP (no lugar do
UCLUST) e indice de confianga de 0,8 (ao invés de 0,5) na etapa de determinagao
taxondmica (WANG et al, 2007).

3.6 ANALISE DOS DADOS

As analises foram realizadas através de pipeline desenvolvido pelo grupo de
bioinformatica do Centro de Terapia Génica, disponivel no  GitHub:
https://github.com/tiagofalconlopes/16StDNA _stats. O script disponivel online foi
executado no ambiente R, juntamente com a tabela de OTUs gerada pelo pipeline do BMP e
um mapping file. As fungdes de diferentes pacotes de analises de diversidade e estatistica,
bem como de geragao de graficos, foram executadas para gerar os diferentes graficos usados

nos resultados desta dissertacao.

3.7 AVALIACAO DA ATIVACAO DA MICROGLIA

Cortex e cerebelo de trés animais de cada grupo foram coletados em formalina
tamponada no momento da eutandsia aos 120 dias e submetidos a coloragdo por
imunohistoquimica com anticorpo anti-GFAP. O corte inteiro foi capturado a amplificagao
de 200x e a intensidade de coloragdo foi medida com /mageJ. A densidade 6tica foi calculada
pela formula log(intensidade maxima/intensidade média). As médias foram comparadas pelo

teste t de Student.
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3.8 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

Para o calculo do tamanho de amostra foi utilizado o software estatistico WIN PEPI. O
tamanho da amostra calculado de 12 camundongos, sendo 6 para cada grupo, teve a
capacidade de detectar uma diferenca de 12% entre as porcentagens médias da abundancia
da filo Bacteroidetes como significativa, considerando o desvio padrao de 7% comum aos
grupos (dados de Sawin, 2015). Para este célculo foi considerado poder de 80% e nivel de

significancia de 5%.

3.9 CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto foi submetido para avaliagio na Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/HCPA). Os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei Federal
11.794 de 08 de outubro de 2008, que regulamenta a utilizacdo de animais na pesquisa
cientifica. Os cuidados e a manipulacdo dos animais seguiram as Diretrizes para o Cuidado
e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA Resolugdo Normativa
no 30, 2016, CONCEA). Os procedimentos foram baseados na resolucdao 30 (2016), 33
(2016) e 39 (2018) CONCEA. A eutandsia seguiu as Diretrizes para a Pritica de Eutandsia
do CONCEA (RN 37 de 2018).

A eutanasia ocorreu por sobredose anestésica com isoflurano vaporizado em oxigénio
a 100% (fluxo de O2 de 0,5L/min) em concentragdo igual ou superior a 5%, fornecido por
via inalatoria (cdmara, cone nasal ou mascara facial). Os sinais clinicos condizentes com
obito (auséncia de movimento respiratdrio, auséncia de batimentos cardiacos, auséncia de
pulsagdo, mucosas palidas e perda do reflexo corneal) foram monitorados por um periodo

adicional de 10 minutos apds a parada respiratoria.
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4 RESULTADOS

4.1 PESO

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o peso dos animais de 60 ou
120 dias comparando o grupo WT com o grupo KO (p = 0,92, e p = 0,18 respectivamente).

Os valores observados podem ser vistos na Figura 2.

Variacéo de Peso
30
== C1
25 ——C2
Cc3
20 —f— C4
—p— C5
= 15 C6
2 = M1
“ 10 M2
= [\13
5 M4
== M5
0 —f— MG
0 20 40 60 80 100 120 140
Dias de Experimento

Figura 2: Grafico de variagdo de peso por animal.

4.2 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA

A caracterizagdo da microbiota intestinal do modelo murino de MPS I foi realizada com
base na analise de 1.515.518 reads sequenciados pela plataforma 5S (Thermo Fisher
Scientific), com uma média de 84.200 reads por amostra, com um comprimento médio de

281 pares de base.
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4.2.1 Curva de Rarefacao

A curva de rarefacdo obtida (Figura 3) mostra um plat6 indicando que todas as amostras

foram adequadamente representadas com o numero de reads obtidos em cada uma das

amostras.
Curva de Rarefacao
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Figura 3: Curva de rarefacdo.

4.2.2 Indices de Diversidade

Os indices de diversidade calculados pelo Indice de Shannon e Simpson no ambiente

R sdo mostrados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 3: indices de Shannon

Grupo Média DP Teste de Tukey

WT 60 3,58 0,05

KO 60 3,46 0,27 P> 0,999 para todas as
WT 120 3,31 0,63 comparagoes

KO 120 3,17 0,31

Tabela 4: indices de Simpson

Grupo Média DP Teste de Krustal-Walllis
WT 60 0,94 0,01

KO 60 0,91 0,025 WT 120 x KO 120: p = 0,07
WT 120 0,93 0,04 WT 60 x KO 60: p=0,59
KO 120 0,88 0,04

4.2.3 Beta Diversidade

A andlise dos indices de beta diversidade foi ilustrada na forma de um grafico de

dispersdo por andlise de coordenadas principais (Figura 4).
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Figura 4: Grafico de dispersao da beta diversidade

4.2.4 Riqueza

O grafico de comparagao da riqueza entre os grupos estd mostrado na Figura 5. A andlise
estatistica por teste de Tukey encontrou um valor p ajustado de 0,836 para a comparagao
entre WT 120 e KO 120. O valor de p ajustado encontrado para WT 60 comparado com KO
60 foi de 0,094.

Grafico de Riqueza de Espécies

240
|
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20
|

180
|

WT 120 KO 120 WT 60 KO 60

Grupos

Figura 5: Grafico de riqueza de espécies.
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4.2.5 Filo

Os cinco filos principais encontrados foram Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Deferribacteria e Tenericutes, estas duas ultimas em menor propor¢do. A distribuicdo

encontrada nos grupos estd mostrada na Figura 6.

0.9

08
1

.7

Proporcao
06
1

0.4

0z 03

p__Bacternidetes

p__Fimicutes

p__ Protecbacteria
p__Deferrbacteres
p__Tenercutes

0.1

Oo0o00Om

WT 120 KO 120 WT 60 KO 60
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Figura 6: Proporc¢do dos 5 filos mais representativos em cada grupo.

A Figura 7 mostra como a diversidade microbiana em nivel de filo estd dispersa entre
os grupos. O grafico mostra bastante sobreposi¢ao do centro dos grupos e ndo hé diferenca

estatisticamente significativa na dispersao em nivel de filo (p = 0,206).
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Grafico de dispersdo de Filo
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Figura 7: Grafico de dispersdo de coordenadas principais de filo.

A Figura 8 mostra a propor¢ao dos principais filos de importancia em cada grupo. As

mesmas informagdes, com as comparagdes entre os grupos, esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de significancia pelo teste estatistico para filo.

Filo Comparacao Valor de p
Bacteroidia WT 120 x KO 120 1

WT 60 x KO 60 0,906
Firmicutes WT 120 x KO 120 0,775

WT 60 x KO 60 0,187
Proteobacteria WT 120 x KO 120 0,396

WT 60 x KO 60 0,702
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Figura 8: Diagramas de caixa das propor¢des dos principais filos
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4.2.6 Classe

As cinco classes principais encontradas foram Bacteroidia, Clostridia, Bacilli,
Epsilonproteobacteria e Betaproteobacteria. Suas proporgdes encontradas nos grupos sao

mostradas na Figura 9.
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Figura 9: Cinco classes mais representativas.

A Figura 10 mostra como esta dispersa entre os grupos a diversidade microbiana a nivel

de classe. Nao ha diferenga estatisticamente significativa na dispersdao (p = 0,082).
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Figura 10: Grafico de dispersao de classe.

A Figura 11 mostra a propor¢do das principais classes em cada grupo. As mesmas

informagdes, com as comparagdes entre os grupos, estd apresentada na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de significancia pelo teste estatistico para classe

Filo Comparagao Valor de p
Bacteroidia WT 120 x KO 120 0,99

WT 60 x KO 60 0,99
Clostria WT 120 x KO 120 0,95

WT 60 x KO 60 0,13
Bacilli WT 120 x KO 120 0,88

WT 60 x KO 60 0,81
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Figura 11: Diagramas de caixa das proporg¢des das primeiras 3 classes mais
representativas.
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4.1.7 Ordem

As cinco ordens principais encontradas foram Bacteroidales, Clostridiales,
Lactobacilales, Campylobacterales e Burkholderiales. Suas propor¢des encontradas nos

grupos sdo mostradas na Figura 12.
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Figura 12: Cinco ordens mais representativas.

A Figura 13 mostra como esta dispersa entre os grupos a diversidade microbiana a nivel

de ordem. Ha diferenca estatisticamente significativa na dispersao (p =0,019).

A Figura 14 mostra a proporcao das trés principais ordens de importancia em cada
grupo. As mesmas informagdes, com as comparagdes entre os grupos, esta apresentada na
Tabela 7. A ordem RF-39 ¢ de interesse por seu valor de p, € sua propor¢ao em nivel de

ordem, de 11%.
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Figura 13: Grafico de dispersao de ordem.

Tabela 7: Valores de significancia pelo teste estatistico para ordem.

Ordem Comparagao Valor de p
Bacteroidales WT 120 x KO 120 0,91

WT 60 x KO 60 0,61
Lactobacilales WT 120 x KO 120 0,89

WT 60 x KO 60 0,74
RF-39 WT 120 x KO 120 0,004 *

WT 60 x KO 60 0,058
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Figura 14: Diagramas de caixa das propor¢des de algumas ordens.
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4.3 MARCACAO POR IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas de cortex e cerebelo coradas por imunohistoquimica para anti-GFAP foram
visualizadas em microscopio Optico. A intensidade de coloragdao foi avaliada
quantitativamente e os dados estdo apresentados na Tabela 8. A Figura 15 apresenta cortes
representativos entre os grupos. Conforme se pode observar, apesar do aumento da
intensidade de coloracdo nos animais KO, ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre oS grupos.

Tabela 8: Resultados da avaliacdo da marcagao por anti-GFAP.

Grupo Média (DP) Valor-p
Cortex WT 0.055 (0.014)
0.082
Cortex KO 0.112 (0.040)
Cerebelo WT 0.075 (0.028)
0.618
Cerebelo KO 0.008 (0.034)

Coértex WT

Figura 15: Cortes histoldgicos de cortex e cerebelo de camundongos KO e WT corados com

anti-GFAP.
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5 DISCUSSAO

Cresce cada vez mais o conhecimento sobre a influéncia dos microrganismos sobre a
fisiologia e a sua participacao no desenvolvimento das doencgas. Alteragcdes nas interagdes
normais tém sido implicadas ndo apenas em patologias inflamatérias do TGI mas também
em distirbios neuropsiquiatricos. Apesar de pouca relacdo de causalidade, ha algumas
correlagdes entre alteracdo no microbioma intestinal e o estado patoldgico em questdo. Essas
patologias tém um fundo inflamatorio e a disbiose favorece a inflamagao através de sua
interagdo bidirecional. Assim, aumentam as evidéncias de que ha um papel do microbioma

intestinal em doengas onde ha inflamacao no sistema nervoso central (ROGERS et al, 2016).

Alteracdes do TGI ja foram descritas em pacientes com MPS. Muitos pacientes com
MPS 1 apresentam episddios de fezes moles ou diarreia (WEGRZYN et al, 2005;
GIUGLIANI, 2013.). As causas da diarreia ainda ndo foram elucidadas, mas especula-se que
possam estar ligadas a um defeito no sistema nervoso autdonomo resultando em motilidade
anormal dos intestinos, mas poucas evidéncias suportam esta hipotese. Um estudo de caso
de MPS I relatou episodios de diarreia acompanhados de infeccdes atipicas do TGI. Durante
3 meses de tratamento com Laronidase ndo houve episodios de diarreia, sugerindo uma
ligagdo com a doenca. Um possivel mecanismo sugerido pelos autores € que o acimulo de
GAGs no intestino pode prover um ambiente favoravel para o crescimento microbiano,
favoravel a disbiose. Sugere-se também que o aciimulo poderia causar interferéncia na

producao ou agao da IgA, aumentando a sensibilidade a infeccoes (WEGRZYN et al, 2005).

O estudo de Giugliani (2013) sobre manifestagcdes gastrointestinais em MPS mostrou
que pacientes em uso de TRE mostram menor prevaléncia de flatuléncia e distensdo
abdominal. Foi verificado que pacientes com valores de GAGs urindrios normais possuiam

significativamente menos episddios de fezes amolecidas que pacientes com GAGs alterados.

No entanto, como ja mencionado, estudos sobre a influéncia da microbiota intestinal em
pacientes sdo de dificil controle em fun¢do de habitos alimentares, condi¢des sanitdrias e
outros fatores confundidores. Estes confundidores sdo especialmente relevantes em estudos
com menor tamanho amostral, como ocorre no caso de doengas raras. Assim, a possibilidade
de utilizacdo de modelos murinos apresenta a vantagem de padronizac¢do da alimentagdo e
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das condi¢des de vida, inclusive sanitdrias, entre os grupos. Além disso, o mesmo
background genético permite minimizar fatores individuais de variag¢do, tornando mais facil
estabelecer uma relagdo de causalidade nas pesquisas com microbioma (NGUYEN et al.,

2015).

Apesar disso, nossos resultados nao corroboraram a hipétese inicial de que a MPS I teria
um efeito prejudicial sobre a microbiota de camundongos. Os dados obtidos neste trabalho
permitem apenas sugerir que o ambiente intestinal na MPS 1 ¢ diferenciado, favorecendo um
equilibrio relativo diferente entre as espécies. Diferentes fatores podem ter contribuido para
este resultado, como o acimulo e excrecao alterada de GAGs e seu impacto no equilibrio

inflamatorio do individuo afetado.

Em primeiro lugar, a curva de rarefagdo mostra que algumas amostras tiveram uma
concentragdo maior de espécies do que outras, como pode ser visualizado pelas duas do topo,
que correspondem aos pools de animais com MPS do tempo de 60 dias. A realizagdo de
pools pode ter juntado ao acaso dois animais que tinham uma grande diversidade e isso pode
ter criado extremos nesse tempo de analise. Uma amostra controle de 120 dias ficou muito

abaixo das outras, podendo ter ocorrido uma extra¢do inadequada ou amplificagdo fraca.

Os principais filos encontrados sdo condizentes com a colonizagdo esperada em
camundongos, havendo um predominio de Bacteroidetes e Firmicutes. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as propor¢des dos filos, ao comparar os grupos em cada
tempo, € um calculo das razdo mostrou um aumento nao significativo (p = 0,28) na razao.
Aumento de Firmicutes e diminuicdo de Bacteroidetes ¢ relacionado a dietas ricas em
gordura e acompanha disbiose e baixa riqueza e também ¢é encontrado em situagdes

patologicas (TURNBAUGH et al., 2006).

O aumento significativo da ordem RF-39 ocorreu nos animais com MPS 1. Esta ordem
¢ classificada como pertencente ao filo Tenericutes, classe Mollicutes. Esta classe esta
relacionada a dieta obesogénica (TURNBAUGH et al., 2008). Entretanto, esta diferen¢a nao
se correlacionou com diferengas significativas de peso nos animais, ficando em aberto o

significado dessa alteragdo.

41



O indice de Simpson mostrou tendéncia a haver uma menor diversidade no grupo
controle (p = 0,07) ao comparar o grupo KO 120 com WT 120 por teste Krustal-Wallis, ao
contrario do Indice Shannon. Segundo JOHNSON; BURNET, (2016): o Indice de Shannon
¢ mais sensivel a riqueza de espécies, enquanto o indice de Simpson é mais sensivel a
uniformidade de espécies.” A riqueza também mostrou tendéncia a aumento no grupo KO.
Pelo Indice Shannon podemos confirmar que o aumento de riqueza é devido ao acaso e
ocorre uma diferenca na abundancia relativa entre os grupos, o que ¢ corroborado pelas

métricas de beta-diversidade.

A partir do nivel de classe surgem diferengas de abundancia relativa na dispersao. Ha
uma segregagdo apesar de ainda ndo estatisticamente significativa, dos grupos controle e
afetado. Avancando para o nivel de ordem, existe diferenca significativa, e um tdxon
significativo diferenciando os grupos. No entanto, ¢ possivel que esta variacdo ndo seja
maior em fun¢do do tempo analisado. Nossos dados foram obtidos aos 120 dias, quando se
sabe que este modelo apresenta uma piora do seu quadro clinico a partir dos 6 meses de
idade (OHMI et al, 2003). Esse fator pode explicar também a auséncia de diferenca
significativa nos niveis de ativacdo da microglia entre os grupos. Finalmente, o pequeno
tamanho amostral ndo pode ser descartado como causa da auséncia de variacdo. Portanto, o

experimento poderia ser expandido com mais animais e avaliagdo aos 180 dias de idade.

A distribui¢do dos animais em caixas, de acordo com os genotipos, pode ter criado um
efeito de atenuacao das diferengas de microbiotas em algumas caixas. Em fun¢do do tempo
de realizacdo do experimento e limitada disponibilidade de fémeas, animais de mesmo
gendtipo da mesma ninhada foram utilizados. Uma vez que os camundongos realizam
coprofagia, a presenca de mais de um animal em uma Unica caixa e o uso de irmas da mesma
ninhada pode contribuir para uma diluicdo do efeito do genotipo sobre a microbiota, que

pode se confundir com um efeito materno (GOODRICH et al., 2014).

Como perspectiva para o futuro, neste mesmo projeto esta prevista a dosagem dos
acidos graxos de cadeia curta por HPLC. Esta anélise pode demonstrar se ha uma diferenca
no perfil de producdo metabdlica causada pelas diferengas de abundancia relativas na
composi¢ao da microbiota entre esses dois grupos. Inicialmente esta analise estava prevista

para ser parte deste projeto, porém o atraso no recebimento dos reagentes postergou o inicio
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das analises. Outra perspectiva ¢ realizar a avaliacdo das condigdes gastrointestinais dos

animais e relacionar com a exibicao de sinais e caracteristicas da MPS 1.
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6 CONCLUSOES

Fomos capazes de verificar que o modelo animal de MPS 1 apresenta pequenas
diferencas em relacao ao controle ndo afetado, em especial em relacdo a diferenca na

dispersao da abundancia relativa de classes e ordens na microbiota.
Verificamos a maior abundancia da ordem RF-39 nos animais MPS I aos 120 dias.

Nao foi observada maior marcacao com anticorpo GFAP nos animais MPS I de 120 dias,

mas isto pode ser devido ao pequeno tamanho amostral (3 animais) analisados.
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