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RESUMO 

A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é causada pela deficiência da atividade da enzima 

alfa-L-iduronidase (IDUA), uma enzima lisossomal responsável pela degradação dos 

glicosaminoglicanos (GAGs) dermatan sulfato (DS) e heparan sulfato (HS). GAGs são 

importantes componentes da matriz extracelular. O acúmulo de GAGS progride ao longo da 

vida e causa manifestações clínicas altamente variáveis, incluindo comprometimento ósseo 

e articular, que causam um grande impacto na saúde e qualidade de vida dos pacientes. A 

fisiopatologia osteoarticular da MPS I ainda não é totalmente compreendida. 

Adicionalmente, os ossos e articulações são regiões de difícil acesso para fornecimento dos 

produtos terapêuticos atualmente disponíveis para MPS I, a terapia de reposição enzimática 

(TRE) e o transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Assim, o objetivo deste 

trabalho foi, a partir de um modelo murino de MPS I, elucidar as alterações presentes no 

tecido ósseo e desenvolver um protocolo de edição gênica com o sistema CRISPR/Cas9, 

como terapia in situ, buscando corrigir as alterações articulares. Demonstramos informações 

importantes sobre características morfológicas e biomecânicas ósseas que são diferentes 

entre os camundongos selvagens e MPS I, aos 6 meses de idade. Avaliamos se a edição 

gênica com o sistema CRISPR/Cas9 intravenoso e os tratamentos farmacológicos com 

inibidor de catepsina B, losartana ou propranolol, que anteriormente apresentaram efeitos 

promissores e relevantes em tecidos de difícil acesso, como aorta, válvulas cardíacas e ossos, 

eram capazes de melhorar características morfológicas e biomecânicas do tecido ósseo. 

Demonstramos que esses tratamentos não foram capazes de normalizar completamente as 

alterações ósseas presentes no modelo animal. Comprovamos que os lipossomas catiônicos 

carregando plasmídeos com o sistema CRISPR-Cas9 aplicado por via intra-articular levaram 

a um aumento localizado na atividade da IDUA e redução no acúmulo de GAGS nesse 

tecido. A partir dos resultados gerais, pudemos constatar que existem parâmetros que podem 

ser mensurados para avaliar alterações ósseas na MPS I, e que podem ser usados para testar 

futuras abordagens terapêuticas. Além disso, a edição gênica intra-articular, utilizando 

vetores não virais para a entrega do sistema CRISPR-Cas9, pode ser utilizada como 

alternativa para tratar os problemas articulares da MPS I, bem como outras doenças 

articulares. 
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ABSTRACT 

Mucopolysaccharidosis type I (MPS I) is caused by a deficiency in the activity of the enzyme 

alpha-L-iduronidase (IDUA), a lysosomal enzyme responsible for the degradation of 

glycosaminoglycans (GAGs) dermatan sulfate (DS) and heparan sulfate (HS). GAGs are 

important components of the extracellular matrix. The accumulation of GAGs progresses 

throughout life and causes highly variable clinical manifestations, including bone and joint 

involvement, which have a major impact on patients' health and quality of life. The 

osteoarticular pathophysiology of MPS I is still not fully understood. Additionally, the bones 

and joints are regions of difficult access to therapeutic products currently available for MPS 

I, such as enzyme replacement therapy (ERT) and hematopoietic stem cell transplantation 

(HSCT). Thus, the objective of this work was to elucidate the alterations present in the bone 

tissue in MPS I mice and to develop a gene editing protocol with the CRISPR/Cas9 system, 

as an in-situ therapy, seeking to correct the joint alterations. We demonstrated important 

information regarding morphological and biomechanical characteristics of MPS I bones, that 

are different between wild-type and MPS I mice at 6 months of age. We also evaluated 

whether gene editing with intravenous CRISPR/Cas9 system and pharmacological 

treatments with cathepsin B inhibitor, losartan, or propranolol, which previously showed 

promising and relevant effects in difficult-to-access tissues, such as aorta, heart valves and 

bones, were able to improve morphological and biomechanical characteristics of bone tissue. 

We showed that none of these treatments were able to completely normalize the bone 

changes present in the animal model. We proved that intra-articular administration of 

cationic liposomes carrying plasmids with the CRISPR-Cas9 system led to a localized 

increase in IDUA activity and a reduction in the accumulation of GAGS in this tissue. From 

these results, we could observe that there are parameters that can be measured to assess bone 

changes in MPS I, and that can be used to test future therapeutic approaches. In addition, 

intra-articular gene editing, using non-viral vectors for the delivery of the CRISPR-Cas9 

system, can be used as an alternative to treat the joint problems of MPS I, as well as other 

joint diseases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Erros inatos do metabolismo 

 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são um grupo heterogêneo de doenças causadas 

por mutações em genes, que codificam proteínas que atuam no metabolismo (Figura 1). 

Podem ser herdados ou podem ocorrer como resultado de mutações espontâneas (de novo). 

A maioria deles são autossômicos recessivos e raramente eles podem ser autossômicos 

dominantes ou ligados ao X (Rice and Steiner 2016). 

 

Figura 1: Representação esquemática de um erro inato do metabolismo (EIM): Cada etapa 

de uma via metabólica é controlada por uma enzima, a sua ausência, resulta em interrupção 

da via. Em consequência, substâncias precursoras (substratos) podem se acumular no 

organismo, enquanto os compostos subsequentes (produtos) deixam de ser sintetizados em 

quantidade suficientes. Ainda, podem ser produzidos produtos alternativos, devido ao não-

funcionamento da enzima. 

 

Os EIM são individualmente raros, mas coletivamente numerosos. A maioria envolve 

defeitos em enzimas e transporte de proteínas. Podem ser classificados em duas grandes 

categorias clínicas (Figura 2). A categoria 1 inclui os EIM que envolvem apenas um sistema 

funcional ou afetam apenas um órgão ou sistema anatômico. Os sintomas apresentados são 

uniformes e o diagnóstico correto geralmente é mais fácil de ser realizado. A categoria 2 
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inclui EIM que afetam uma via metabólica comum a muitas células ou órgãos. Os EIM nesta 

categoria têm uma grande diversidade de sintomas de apresentação e são subdivididos em 3 

grupos: o grupo 1 inclui alterações do metabolismo intermediário que afetam pequenas 

moléculas, o grupo 2 inclui alterações que envolvem principalmente o metabolismo 

energético e o grupo 3 inclui alterações que envolvem moléculas complexas (Saudubray and 

Garcia-Cazorla 2018).  

 

Figura 2: Classificação dos EIM segundo The Metabolic and Molecular Bases of Inherited 

Disease, 1995 edition, by Saudubray &Charpentier (Saudubray and Garcia-Cazorla 2018). 

 

Atualmente, mais de 750 EIM já foram descritos. Embora não tenham cura, alguns podem 

ser tratados se ocorrer uma intervenção precoce, que previnem o aparecimento de danos 

permanentes. A maioria pode ser diagnosticada a partir de testes metabólicos 

plasmáticos/urinários, realizados em laboratórios especializados em bioquímica, ou por 

análise molecular (Saudubray and Garcia-Cazorla 2018). 

 

1.2 Doenças lisossômicas 

 

Doenças Lisossômicas (DLs) fazem parte da categoria 2 do grupo dos EIM. As DLs 

também são um grupo amplo de doenças, que inclui mais de 70 distúrbios. Eles são causados 

pelo mau funcionamento de componentes do lisossomo, como enzimas lisossômicas, 

 

 EIM 

 Categoria 1   

Afeta um sistema 
funcional ou afetam 
apenas um órgão ou 
sistema anatômico. 

 Categoria 2   

Afeta uma via 
metabólica comum 
a muitas células ou 

órgãos.  

 
Grupo 1:  Inclui alterações do 
metabolismo intermediário que 

afetam pequenas moléculas. 

  
Grupo 2: Inclui alterações que 

envolvem principalmente o 
metabolismo energético.  

 Grupo3: Inclui alterações que 
envolvem moléculas complexas.  
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proteínas de membrana, transportadores, modificadores, entre outros (Saudubray and 

Garcia-Cazorla 2018). 

 Os lisossomos são importantes organelas celulares responsáveis pela digestão de 

componentes na célula. Sendo assim, são nessas organelas que ocorrem processos como 

catabolismo ou degradação de moléculas complexas, como os glicosaminoglicanos (GAGs), 

esfingolipídios e oligossacarídeos. Dessa forma, a disfunção lisossomal pode resultar em 

armazenamento de moléculas complexas e esse armazenamento afeta a homeostase celular, 

pois compromete processos celulares importantes como a endocitose e a autofagia (Figura 

3), causando danos gerais nos tecidos e órgão, resultando em disfunção orgânica 

generalizada(Vera and Baldo 2020). 

Figura 3: Alguns dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia das DLs. O acúmulo de 

substratos não degradados desencadeia múltiplos eventos como o armazenamento de 

substratos secundários não relacionados à enzima defeituosa; composição anormal de 

membranas e fusão e tráfego anormal de vesículas intracelulares; comprometimento da 

autofagia; perturbação da homeostase de cálcio; e disfunção mitocondrial e estresse 

oxidativo. Reticulo endoplasmático (RE). Adaptada de (Parenti et al. 2021). 

 

O tecido conjuntivo é um dos mais afetados nas DLs, por conta da sua constituição rica 

em moléculas complexas que precisam da ação de hidrolases lisossomais para serem 

degradadas. Assim, as DLs afetam vários órgãos desse tecido, incluindo o esqueleto, 
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causando morbidade significativa. As manifestações clínicas envolvem baixa estatura, 

disostose múltipla, deformidades da coluna e articulações, e até osteopenia. A fisiopatologia 

da doença esquelética nas DLs é compreendida parcialmente e envolve diferentes aspectos, 

incluindo armazenamento direto de substrato, inflamação, alterações epigenéticas e outras 

alterações complexas do metabolismo da cartilagem e do osso (Clarke and Hollak 2015). 

Um exemplo de DLs são as Mucolipidoses (ML). As MLs são causadas por mutações no 

complexo enzimático N-acetilglucosamina-1-fosfotransferase (GlcNAc-fosfotransferase; 

EC 2.7.8.17), responsável por realizar modificações pós-traducionais em hidrolases 

lisossômicas. Essas modificações são essenciais para que essas enzimas sejam reconhecidas 

pelos lisossomos. Assim, quando ocorrem falhas nesse complexo, as hidrolases lisossômicas 

são secretadas para fora das células, resultando em uma escassez de múltiplas enzimas 

lisossômicas dentro dos lisossomos. Por consequência, ocorre o acúmulo de colesterol, 

fosfolipídios, glicosaminoglicanos (GAGs) e outros substratos não degradados nos 

lisossomos(Khan and Tomatsu 2020). 

Outro grupo maior de DLs são as mucopolissacaridoses (MPS), que serão abordadas em 

detalhes na próxima seção e são o foco do presente trabalho. 

 

1.3 Mucopolissacaridoses 

 

As MPS são uma família de DLs causadas por deficiências na atividade de enzimas 

lisossômicas responsáveis pela degradação de glicosaminoglicanos (GAGs)(Giugliani 2012; 

Josahkian et al. 2021)Os GAGs, são carboidratos complexos, componentes da matriz 

extracelular que participam da sinalização celular e modulam vários processos bioquímicos, 

como a regulação do crescimento e proliferação celular, promoção da adesão celular, 

retenção de água, controle de fluxos de íons, sinalização neuronal e reparo de lesões (Sodhi 

and Panitch 2021). Por isso, seu acúmulo causa danos multissistêmicos. Na literatura, estão 

descritos sete tipos de MPS que são causadas por onze deficiências enzimáticas. Todas têm 

herança autossômica recessiva, com exceção da MPS II, que está ligada ao cromossomo X 

(Neufeld and Muenzer 2001; Santos et al. 2021a) 
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A incidência das MPS varia amplamente de acordo com o tipo e a localização geográfica 

e/ou origem étnica, havendo assim, lugares com incidências maiores para MPS específicas 

(Celik et al. 2021).No Brasil, uma pesquisa mais atual, realizada pelo Serviço de Genética 

Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, com base em dados epidemiológicos de 

1982 a 2019, mostrou que a prevalência de MPS nesse período foi de 1,57 por 100.000 

nascidos vivos. Segundo esse estudo, a MPS II foi a mais comum com uma prevalência de 

0,48 por 100.000 nascidos vivos. Em relação ao número de casos por região, a MPS VI foi 

a mais comum no Nordeste, enquanto que a MPS I e MPS II foram os tipos mais comuns no 

Sul. Essas diferenças observadas nas regiões brasileiras provavelmente estão ligadas ao 

efeito fundador, endogamia e consanguinidade, entre outros fatores (Josahkian et al. 2021). 

Contudo, apesar de constante atualização de dados relacionados à prevalência de MPS, os 

dados epidemiológicos sobre os tipos de MPS estão disponíveis para poucos países e regiões 

e sua prevalência ao nascimento pode ser subestimada devido à heterogeneidade clínica 

desse grupo de doenças e das dificuldades para sua investigação laboratorial (Celik et al. 

2021; Josahkian et al. 2021). 

O diagnóstico de MPS pode ser realizado por uma triagem inicial, pela análise de GAGs 

na urina e no sangue, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida ou por 

espectrometria de massas em tandem. O diagnóstico é confirmado por ensaio enzimático 

para determinar a atividade das hidrolases lisossômicas em leucócitos, fibroblastos ou 

plasma. Ainda, pode-se complementar a análise por técnicas moleculares, como 

sequenciamento do DNA para a determinação da variante patogênica (Zhou et al. 2020).Para 

obter o máximo benefício das terapias disponíveis, a detecção e a intervenção precoces são 

críticas, por isso a triagem neonatal é extremamente importante. Um exemplo de triagem 

neonatal é o teste do pezinho, que consiste na coleta de gotas de sangue dos pés de recém-

nascidos (Giugliani 2012). 

No Brasil, o teste do pezinho oferecido pelo Sistema Único de Saúde (SUS) é obrigatório 

em todo o território nacional.  O exame oferecido pelo SUS era capaz de detectar apenas seis 

doenças, entre elas a fenilcetonúria, que é um EIM. A partir de 26/05/2021, com a nova lei 

número 14.154, o exame passou a abranger quatorze grupos de doenças e ampliou para 

cinquenta o número de doenças a serem detectadas. Entre elas, está prevista a inclusão das 

DLs, grupo do qual a MPS faz parte. A implementação será feita em etapas e as mudanças 

entram em vigor 365 dias após a publicação da lei.  
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As MPS apresentam um amplo espectro de características clínicas que estão relacionadas 

com a via de degradação do GAG que é afetada (Tabela 1). Então, para cada tipo de MPS, 

diferentes órgãos e tecidos são afetados, existindo, porém, um conjunto de características 

comuns, como as alterações faciais grosseiras e a hepatoesplenomegalia. Além disso, 

diversas MPS apresentam problemas neurológicos, como deficiência intelectual, 

cardiorrespiratórios, ósseos e articulares(Santos et al. 2021a) 
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Tabela 2:Características gerais e principais achados clínicos das mucopolissacaridoses (Adaptada de (Santos et al. 2021a)). 

Tipo de MPS  

 
OMIM Epônimo Enzima envolvida Gene 

GAG 

acumulado 

Principais órgãos afetados 

Cérebro 
Ossos/ 

Articulações 

Vísceras 

 (Fígado e Baço) 

MPS I #607014 

#607016 

Hurler / Scheie Alfa-L-iduronidase IDUA HS, DS 

+++/++ 

+/- 

++ 

++ 

+++ 

++ 

MPS II #309900 Hunter Iduronato sulfatase. IDS HS, DS +++/ - ++ ++/+++ 

MPS III A #252900 Sanfilippo A Heparan N-sulfatase (sulfamidase) SGSH HS +++ + + 

MPS III B #252920 Sanfilippo B Alfa-N-acetil-glucosaminidase NAGLU HS +++ + + 

MPS III C #252930 Sanfilippo C Acetil-CoA: alfa-glucosamina acetiltransferase HGSNAT HS +++ + + 

MPS III D #252940 Sanfilippo D N-acetilglucosamina- 6-sulfatase GNS HS +++ + + 

MPS IV A #253000 Morquio A Galactose 6-sulfatase GALNS KS, CS - +++ ++ 

MPS IV B #253010 Morquio B Beta-Galactosidase GLB1 KC - +++ ++ 

MPS VI #253200 Maroteaux-Lamy N-acetil-galactosamina- 4-sulfatase ARSB DS, CS - +++ +++ 

MPS VII #253220 Sly Beta-glucuronidase GUSB HS, DS, CS ++ ++ +++ 

MPS IX #601492 Natowicz Hialuronidase HYAL1 HA - ++ - 

CS: Sulfato de condroitina; DS: Sulfato de dermatano; HA: ácido hialurônico; HS: Sulfato de heparano; KS: Sulfato de queratano; MPS: 

Mucopolissacaridose; GAG: Glicosaminoglicanos.     -: Sem envolvimento, +: Leve, ++: Moderado, +++: Grave.
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1.4 Mucopolissacaridose tipo I 

 

A Mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é uma DL causada por mutações no gene IDUA 

(4q16.3). Esse gene codifica a enzima lisossomal alfa-L-iduronidase (IDUA, EC 

3.2.1.76), responsável pela hidrólise dos resíduos dos GAGs dermatan sulfato (DS) e 

heparan sulfato (HS) (Neufeld and Muenzer 2001). Na MPS I, as manifestações clínicas 

osteoarticulares estão associadas principalmente ao acúmulo do DS, enquanto a patologia 

do sistema nervoso central está associada ao acúmulo de HS (Opoka-Winiarska et al. 

2013). As variantes genéticas patogênicas levam à diminuição na atividade da enzima e 

ao amplo espectro de manifestações clínicas observada. Os pacientes com a forma mais 

grave da doença são historicamente classificados como tendo a síndrome de Hurler 

(OMIM #67014). Nestes casos, hepatoesplenomegalia, opacidade de córnea e alterações 

cardiorrespiratórias aparecem precocemente e estes pacientes apresentam sintomas 

neurológicos como deficiência intelectual. Pacientes com as formas menos graves, 

classificados historicamente como possuindo a Síndrome de Scheie (OMIM#67015), não 

possuem deficiência intelectual e as demais alterações são mais tardias, comparados à 

história natural dos pacientes com síndrome de Hurler (Kubaski et al. 2020). Na realidade, 

os pacientes situam-se num espectro contínuo de gravidade da doença, que nas suas 

formas mais graves pode levar ao óbito já na primeira década de vida, se não tratados. 

Os tratamentos atualmente disponíveis para MPS I são a terapia de reposição 

enzimática (TRE) e transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). A TRE 

consiste na administração semanal da forma recombinante da enzima ao paciente, 

enquanto o TCTH consiste em fornecer ao paciente células progenitoras do sistema 

hematopoiético para que essas células transplantadas produzam e distribuam a enzima 

aos diferentes sistemas de órgãos (Poletto et al. 2020; Vera and Baldo 2020).Essas duas 

abordagens são baseadas em uma propriedade conhecida como correção cruzada, que é a 

capacidade de uma célula restaurada fornecer enzima para células vizinhas. Isso ocorre, 

pois, enzimas lisossomais passam por mudanças pós-traducionais para adição de resíduos 

de manose-6-fosfato (M6F). Esses resíduos M6F permitem que essas enzimas sejam 

levadas até o lisossomo e sejam capturadas por células vizinhas (Vera and Baldo 2020). 

Os tratamentos, idealmente, devem ser realizados precocemente, antes dos aparecimentos 

dos sintomas da doença, pois eles não possuem a capacidade de restaurar certos danos já 

estabelecidos. 
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No entanto, esses tratamentos possuem limitações. Com relação à TRE, ela é bem 

tolerada e não possui efeitos adversos graves, porém tem limitações por não cruzar a 

barreira hematoencefálica (BHE), não tendo efeito sobre a doença neurológica. Além 

disso, há a necessidade de administrações ao longo da vida e é uma terapia de alto custo, 

de mais de US$ 200.000,00 por ano por paciente. O TCTH, quando bem-sucedido, é uma 

abordagem eficaz para o tratamento da MPS I. No entanto, apresenta alta morbidade e 

mortalidade relacionadas ao procedimento, precisa empregar quimioterapia preparativa e 

tem potencial para falha do enxerto. Além dos problemas com esses tratamentos 

individualmente, nenhum dos dois previne totalmente as manifestações clínicas da 

doença (Poletto et al. 2020). Essas opções não são capazes de entregar a enzima para 

articulações e ossos em quantidades significativas(Bidone et al. 2018) e os pacientes ainda 

podem precisar de tratamentos complementares (Poletto et al. 2020). 

1.4.1 Alterações osteoarticulares na MPS I 

 

A MPS I é caracterizada por possuir envolvimento osteoarticular (Figura 4), que 

muitas vezes é uma característica precoce e proeminente da doença e geralmente resulta 

em déficits de crescimento e na necessidade de muitas cirurgias ortopédicas (Bartok and 

Firestein 2010). Embora achados clínicos demonstrem o comprometimento osteoarticular 

na MPS I, sua fisiopatologia não é totalmente compreendida. Até o momento mais de 300 

variantes patogênicas do gene IDUA já foram descritas (Voskoboeva et al. 2022) No 

entanto, a correlação genótipo/fenótipo da MPS I ainda não está bem estabelecida (Bartok 

and Firestein 2010). Isso, aliado a estudos, principalmente em modelos animais, indicam 

que existem eventos secundários à alteração enzimática e ao acúmulo de GAGs 

envolvidos neste aspecto da patogênese da doença. 
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Figura 4: A mucopolissacaridose tipo I (MPS I) é causada pela deficiência da enzima 

alfa-L-iduronidase (IDUA) e acúmulo lisossômico de glicosaminoglicanos (GAGs) que 

causa, entre outras alterações, complicações ósseas e articulares. 

 

As principais características ortopédicas da MPS I incluem contraturas articulares e 

disostose múltipla. A disostose múltipla é a anormalidade radiográfica classicamente 

observada na MPS, resultantes do crescimento endocondral e membranoso defeituoso em 

todo o corpo (Bartok and Firestein 2010). A contratura articular parece ser causada pelo 

depósito de GAGs nas articulações e possui um processo inflamatório associado. 

Também se observa desaceleração no crescimento em estatura logo nos primeiros 

estágios da infância (Borgo et al. 2018).  

Esses problemas podem ser explicados, ao menos parcialmente, por estudos de 

osteoimunologia. Esse campo de estudo explica as complexas interações entre o sistema 

imunológico e o osso. Esses sistemas possuem moléculas reguladoras em comum como 

citocinas, receptores, moléculas sinalizadoras e fatores de transcrição. O acúmulo de 

GAGs desencadeia uma cascata de respostas metabólicas, inflamatórias e imunológicas 

inter-relacionadas e provoca uma inflamação secundária, que é muito semelhante ao 

processo inflamatório de doenças reumáticas, principalmente a artrite reumatoide. Há 

evidências que nas MPS o sistema imunológico do corpo acaba se ativando e leva à 

inflamação, provocando a degradação da matriz extracelular da cartilagem e dos ossos e 

resultam na destruição dessas estruturas (Opoka-Winiarska et al. 2013). 
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Estudos demonstram que na MPS I ocorre uma inflamação sinovial. Ela ocorre em 

consequência do aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF- alfa) e interleucina 1. O aumento dessas moléculas no 

ambiente articular faz com que as células sinoviais se proliferem mais rapidamente, 

resultando no sinal clínico de hiperplasia da membrana sinovial. Devido às alterações nos 

processos proliferativos, ocorre o aumento na quantidade de células como sinoviócitos 

semelhantes a fibroblastos (FLS) e macrófagos. Os FLS expressam várias moléculas 

importantes para a homeostase articular e os macrófagos são células do sistema imune, 

responsáveis por fagocitose. A proliferação dessas células sinaliza inflamação para outras 

células do sistema imune, que irão tentar combatê-la. Além disso, o aumento dessas 

moléculas no ambiente articular provoca a apoptose dos condrócitos, que são células da 

cartilagem. O comprometimento dos condrócitos leva a uma degradação da matriz da 

cartilagem, devido à superexpressão de várias proteases (que são enzimas destrutivas) 

como as metaloproteinases da matriz e catepsinas (Simonaro et al. 2010). Portanto, ao 

conhecer estes mecanismos, abre-se a possibilidade do desenvolvimento de novos 

tratamentos, como uso de inibidores destas catepsinas, ou a modulação de outras 

moléculas, como as citocinas TGF-beta (fator de transformação do crescimento beta) ou 

do TNF-alfa, envolvidas nas alterações osteoarticulares na MPS I.  

Estudos histológicos demonstram que na MPS I a cartilagem de crescimento do osso 

está desorganizada (Simonaro et al. 2001). Isso desequilibra o processo de crescimento e 

compromete a formação de fibras elásticas. O aumento dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias impede o amadurecimento dos condrócitos e a transformação deles em 

células osteoprogenitoras, que posteriormente serão convertidas em osteoblastos, que são 

os responsáveis por secretar a matriz óssea. Isso aumenta a quantidade de cartilagem e 

diminui a formação óssea. Além disso, os GAGs acumulados nos ossos causam ruptura 

de fibras elásticas, que são essenciais para a manutenção das formas adequadas do osso. 

(Opoka-Winiarska et al. 2013).  

A inflamação metabólica que começa no início da vida e, no curso natural, progride 

ao longo da vida e causa a destruição do osso. Estudos sugerem que na MPS I ocorre uma 

desregulação na via RANK (receptor activator of nuclear factor Kappa-Beta) -RANKL 

(receptor activator of nuclear factor-kappa beta ligand) -OPG (osteoprotegerin) que é uma 

via de diferenciação e ativação dos osteoclastos, que são responsáveis pela reabsorção e 

remodelagem do tecido ósseo (Opoka-Winiarska et al. 2013). A desregulação nessa via 
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altera a homeostase de moléculas importantes, como o cálcio e, consequentemente, 

também pode alterar propriedades biomecânicas e morfológicas do tecido ósseo. O estudo 

das propriedades biomecânicas nas MPS ainda é muito escasso, mas estudos preliminares 

em camundongos MPS I demonstraram alterações aos 3 meses que tornam os ossos desses 

animais menos flexíveis e, portanto, mais suscetíveis a fraturas, enquanto aos 6 meses de 

idade, demonstram alterações que concederam os ossos desses animais maior resistência 

a forças exercidas, indicando que eles se tornam mais resistentes com o aumento da idade 

(Ferreira et al. 2021). Estas propriedades biomecânicas dos ossos são obtidas a partir da 

combinação das seguintes variáveis: máxima tensão, máxima força, elasticidade, 

tenacidade e resiliência. Juntas, essas variáveis fornecem informações sobre rigidez, força 

e a qualidade da matriz óssea. Individualmente, referem-se a aspectos específicos do 

tecido ósseo. A variável máxima tensão refere-se a máxima tensão suportada antes que 

ocorra a fratura. A variável máxima força refere-se a carga necessária para causar fratura.  

A variável elasticidade refere-se à capacidade de resistir à deformação e retornar a sua 

forma original quando a força exercida é interrompida. A variável tenacidade refere-se ao 

maior estresse suportado. A resiliência é a maior quantidade de energia absorvida até o 

limite elástico sem que haja deformação permanente. (Ferreira et al. 2021). 

Os ossos e articulações são considerados regiões de difícil acesso para fornecimento 

de produtos terapêuticos na MPS I (Baldo et al. 2014; Rai and Pham 2018)  .O que 

acontece regularmente é que os pacientes com MPS I que fazem a TRE ou TCTH, não 

melhoram as condições osteoarticulares e são frequentemente submetidos a tratamentos 

e cirurgias paliativas na tentativa de melhorar a qualidade de vida (Borgo et al. 2018). 

 

1.4.2 Modelo animal da MPS I 

 

Modelos animais caninos, felinos e murinos têm sido utilizados na pesquisa para 

estudar a MPS I. O modelo de camundongo MPS I, foi desenvolvido na década de 90, 

mimetiza vários sintomas progressivos que também são encontrados em pacientes com 

MPS I, incluindo as características faciais e o comprometimento osteoarticular (Clarke et 

al. 1997) (Figura 5). Os camundongos que foram utilizados neste estudo são C57BL/6 

MPS I (Idua-KO) e camundongos C57BL/6 não afetados. Esse modelo foi criado em 2003 

pela ruptura do gene Idua com o gene de resistência à neomicina e provou ser um modelo 
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útil para o estudo da patogenia da doença e para o desenvolvimento de novas opções de 

tratamento. Os animais nocaute produzem atividade negligenciável da enzima, acumulam 

GAG nos tecidos e apresentam múltiplas anormalidades, incluindo cardíacas, cerebrais 

ósseas e articulares, entre outras (Schuh et al. 2020). 

 

Figura 5: Camundongos MPS I e normal. (A) Morfologia facial e corporal de 

camundongos MPSI (esquerda) e normal (direta) com 6 meses de idade adaptado de 

(Schuh et al. 2020). (B) Radiografia de camundongos MPS I (direita) e normal (esquerda) 

com 15 semanas de idade. Comprometimento osteoarticular do camundongos MPS I: 

Costelas alargadas com acentuação anterior, ossos faciais grosseiros com espessura dos 

arcos zigomáticos e espessamento geral dos ossos longos adaptado de (Clarke et al. 1997). 

 

1.5 Terapia gênica 

 

A terapia gênica é uma abordagem na qual células modificadas (endógenas ou 

exógenas) produzem persistentemente fatores terapêuticos in vivo após a manipulação 

genética, através do uso de vetores, que são partículas utilizadas para direcionar o material 

genético ao interior das células. A terapia gênica pode ser realizada in vivo ou ex vivo. Na 

abordagem in vivo, ocorre a injeção direta do vetor no paciente para atingir as células 

endógenas, enquanto na abordagem ex vivo, ocorre modificação das células in vitro, que 

são então reintroduzidas no paciente (Santos et al.2021b). 
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A busca por novas ferramentas para a terapia gênica é um desafio constante. Diversos 

sistemas de entrega de ácidos nucleicos foram criados, visando melhorar a resposta 

terapêutica por meio de taxas de entrega mais altas, para também melhorar os resultados 

clínicos. A veiculação dos ácidos nucleicos pode ser realizada mediante a associação a 

vetores virais e não-virais (Schuh et al. 2016). 

A entrega de genes às células pode ser feita por vetores virais como retrovírus, 

adenovírus e vírus adenoassociados, para citar alguns. Os vetores virais são partículas 

recombinantes que não possuem as sequências para replicação viral dentro do hospedeiro, 

mas carregam o transgene de interesse em seu genoma. Desta forma, eles podem 

efetivamente transduzir células, sem provocar sua morte. Embora muito eficientes para a 

entrega de genes, existem alguns problemas relacionados à segurança no uso desses 

vetores, como a resposta imune gerada (Santos et al2021b). 

A entrega de genes às células também pode ser feita por vetores não-virais como 

micelas, nanopartículas e lipossomas. Os lipossomas são umas das classes mais bem 

sucedidas de vetores não virais. Eles são pequenas estruturas lipídicas que, ao se 

complexar com o DNA, formam estruturas semelhantes a vesículas, sendo possível citar 

como exemplo os lipossomas catiônicos, que contém um lipídio de carga positiva que 

formam um complexo com o DNA que possuem carga negativa. Os lipossomas possuem 

algumas vantagens como risco reduzido de rejeição imunológica, biocompatibilidade, 

baixo custo de produção, permitem uma produção em larga escala e são mais seguros 

sendo, no entanto, menos eficientes que vetores virais (Schuh et al. 2016). 

 A terapia gênica pode ser administrada sistemicamente ou pode ser aplicada em áreas 

pequenas e compartimentadas, visando tratar células ou tecidos específicos. A 

administração em um local específico é chamada de terapia gênica in situ. Essa 

abordagem reduz os efeitos fora do alvo e a toxicidade da terapia, pois as administrações 

sistêmicas podem levar à hepatotoxicidade, dependendo dos vetores e das doses 

utilizadas. Evidentemente, a terapia gênica in situ não é aplicável para tratar distúrbios 

multissistêmicos como EIM, de uma só vez, embora possa ser usada como complemento 

em tecidos de difícil tratamento, onde a terapia sistêmica não pode atuar de forma 

eficiente (Santos et al.2021b) como articulações, ossos e cérebro. 
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1.5.1 Edição gênica 

 

Atualmente, outra estratégia para terapia gênica tem sido amplamente testada: a edição 

gênica. A edição gênica pode ser realizada por um conjunto de tecnologias consideradas 

disruptivas, entre as quais, a mais utilizada é a ferramenta CRISPR (Clustering Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeat) -Cas. Essa ferramenta foi descrita inicialmente 

como um mecanismo de defesa de procariotos e rapidamente foi transformada em 

ferramenta de edição genômica. O sistema CRISPR-Cas consegue editar o genoma das 

células permanentemente, para produzir um fator terapêutico através da correção ou 

indução de mutações pontuais ou inserção/exclusão de sequências de interesse. Ele 

consiste em uma nuclease, geralmente a Cas9, e um RNA guia (gRNA). Além disso, nos 

casos em que se deseja uma correção de mutações ou inserção de sequências específicas 

no genoma, também é fornecido um DNA com a sequência desejada, chamado de 

sequência doadora. Assim, o RNA guia direciona a Cas9, que cliva o DNA em um ponto 

específico (próximo a uma sequência chamada PAM). Posteriormente, a célula repara 

essa clivagem usando como molde a sequência doadora e assim a mutação pode ser 

corrigida (Figura 6) (Santos et al. 2021a; Santos et al.2021b). 

 

Figura 6: Ferramenta de edição gênica CRISPR (Clustering Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeat) - Cas9. (A) A nuclease Cas9 e o RNA guia (gRNA) reconhecem e 

clivam o ponto específico no DNA (Sequência PAM-Motivo adjacente protoespaçador). 

(B) Para correção de mutações ou inserção de sequências específicas no genoma, também 

é fornecido um DNA com a sequência desejada, chamado de sequência doadora. 

Como na terapia gênica, uma das abordagens de entrega dos componentes necessários 

para a edição gênica também é através do uso de vetores (virais ou não virais). No entanto, 

nesta abordagem eles não carregam o transgene para o interior das células, mas sim, os 

componentes do sistema de edição gênica.  Adicionalmente, esses componentes podem 
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ser entregues em diferentes constructos genéticos, como plasmídeo de DNA, mRNA ou 

complexo de ribonucleoproteína (RNP) (Sainz-Ramos et al. 2021). 

 Nas últimas décadas, os plasmídeos tornaram-se uma das ferramentas mais 

importantes em genética e biologia, e mais recentemente, na medicina com a terapia 

gênica e vacinas. Plasmídeos são pequenas moléculas de DNA circulares, de fita dupla, 

que contém informações genéticas extracromossômicas. Conduzem a expressão 

transitória de um transgene no núcleo das células alvo, esse transgene codifica uma 

proteína de interesse. São capazes de multiplicação autônoma, uma vez que estejam no 

núcleo da célula e a maquinaria celular esteja disponível (Schmeer et al. 2017). 

 Independentemente do vetor e do constructo genético utilizado, uma grande vantagem 

do uso do sistema CRISPR/CAS9 é a expressão controlada do transgene, uma vez que 

apenas um número limitado de cópias (frequentemente, apenas uma) pode ser integrado 

por alelo, pois a edição é direcionada para um locus específico da sequência no genoma 

(Sainz-Ramos et al. 2021; Santos et al. 2021a; Santos et al2021b.). Além disso, permitem 

a expressão continuada do transgene, após sua integração.  

1.5.2 Terapia gênica para MPS I 

 

A terapia gênica tornou-se uma alternativa em evidência para o tratamento de doenças 

monogênicas como a MPS I. Com o objetivo de alcançar a expressão gênica terapêutica 

estável e de longo prazo, tem sido aplicada com sucesso em uma variedade de modelos 

animais (camundongo, cachorro e gato), que permitiram que a terapia gênica para MPS I 

passasse das células dos pacientes para abordagens in vivo e ex vivo. A pesquisa para 

desenvolver terapias novas, seguras e eficazes para o tratamento da MPS I, bem como de 

outras doenças lisossômicas é rigorosa e incansável. A terapia gênica vem mostrando seu 

potencial para ser uma terapia adequada para pacientes com MPS I se iniciadas no estágio 

inicial da doença. Algumas estratégias chegaram aos ensaios clínicos, mas a tradução de 

resultados de laboratório para um cenário clínico ainda é um desafio (Vera and Baldo 

2020). 

Em trabalhos realizados pelo nosso grupo, foi testada a eficiência de lipossomas 

catiônicos como carregador não viral do sistema CRISPR/Cas9 associadas a um 

plasmídeo doador contendo cópia completa do gene IDUA, a ser inserido no lócus 

ROSA26, in vitro e in vivo. A incubação dos complexos com fibroblastos de pacientes 
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com MPS I aumentou a produção de enzima funcional e diminuiu a massa de lisossomos. 

A injeção hidrodinâmica contendo os complexos em camundongos com MPS I aumentou 

os níveis de enzima no soro por seis meses e causou diminuição do acúmulo de GAGs 

principalmente no fígado (Schuh et al. 2018b). No entanto, mais estudos são necessários 

para encontrar melhores estratégias de entrega para alcançar tecidos “difíceis de tratar” 

como ossos e articulações, pois esses tecidos geralmente não recebem níveis terapêuticos 

de enzima (Baldo et al. 2014; Schuh et al. 2020). 

Outro trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa avaliou a eficiência da terapia 

gênica intra-articular em camundongos com mucopolissacaridose tipo I (MPS I). Esse 

método demonstrou maior expressão gênica e atividade da IDUA nos joelhos e líquido 

sinovial, porém, essa atividade não foi duradoura, pois não houve edição do genoma, uma 

vez que o plasmídeo utilizado tinha apenas o gene de interesse (Bidone et al. 2018). 

 A edição gênica diretamente na articulação poderia aumentar a eficiência da terapia e 

corrigir os problemas articulares associados à doença. Além disso, a administração 

localizada seria uma abordagem segura, pois as articulações são cavidades fechadas e os 

órgãos não-alvo não seriam afetados (Santos et al. 2021b).  



31 
 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Considerando-se o exposto, pode-se notar que os estudos envolvendo terapia gênica e 

edição de genes para MPS ainda possuem limitações, sendo uma destas limitações a 

correção das alterações osteoarticulares. Para realizar esta correção são necessários que 

se conheça melhor as alterações osteoarticulares do modelo animal da doença (para poder 

utilizar os parâmetros alterados no estudo de novas terapias) bem como que se 

desenvolvam novas abordagens de entrega destas terapias, sendo uma destas potenciais 

formas de entrega, a injeção direta do sistema CRISPR/Cas9 no espaço articular.  
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3. OBJETIVOS 

 

     3.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo deste trabalho é elucidar as alterações presentes no tecido ósseo do modelo 

animal de MPS I e desenvolver um protocolo de edição gênica como terapia in situ, 

buscando corrigir as alterações articulares. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

● Revisar a literatura, buscando estudos sobre abordagens in situ de terapia gênica 

para distintas situações patológicas; 

● Discutir os principais estudos envolvendo edição gênica para MPS; 

● Estudar propriedades biomecânicas dos ossos de animais com MPS I e verificar o 

efeito de diferentes tratamentos (inibidor de catepsina B, inibidor da via do TGF-

beta -losartana-, propranolol e edição de genes) sobre o sistema ósseo; 

● Realizar um protocolo de edição de genes in vitro (em fibroblastos MPS I 

cultivados) e in vivo (em modelo animal), através da injeção in situ do sistema 

CRISPR/Cas9 na articulação do joelho; 
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4. RESULTADOS 

Os resultados estão apresentados na forma de 4 trabalhos científicos, sendo 2 

publicados e 2 em fase final de redação. A seguir, cada trabalho é apresentado de forma 

separada, em capítulos.
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4.1 Artigo I: In Situ Gene Therapy 

Current Gene Therapy. March 2021;21(5):406-430.
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4.2 Artigo II: Genome editing in mucopolysaccharidoses and mucolipidoses 

(2021), 327-351.  In Progress in Molecular Biology and Translational Science (Vol. 

182, pp. 327–351). Elsevier B.V. 
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4.3 Artigo III: Biomechanical properties and the effect of different treatments in 

MPS I bone disease. Artigo em preparação.  
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4.4 Artigo IV: Intra-articular nonviral gene editing in MPS I mice. 

Artigo em preparação.  
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5. DISCUSSÃO 

A MPS I é causada pela deficiência da enzima IDUA. A falha dessa enzima leva a um 

acúmulo progressivo de GAGs nos lisossomos. O acúmulo dessas moléculas afeta 

importantes processos celulares. Em consequência, desencadeia uma cascata de respostas 

metabólicas interrelacionadas. O resultado desses eventos é uma série de sintomas 

multissistêmicos. Existe um amplo espectro fenotípico, porém, um conjunto de 

características são comuns, como os problemas ósseos e articulares, como membros curtos 

e grossos e articulações inchadas que provocam dor e causam comprometimento do 

movimento, afetando a qualidade de vida dos pacientes (Santos et al. 2021b). 

Apesar da MPS I ter sido descrita em 1919 (Kubaski et al. 2020)e desde então, ter sido 

bem estudada, a fisiopatologia osteoarticular ainda não é totalmente compreendida (Opoka-

Winiarska et al. 2013; Borgo et al. 2018). Além disso, os tratamentos atualmente disponíveis 

para MPS I, a terapia de reposição enzimática (TRE) e transplante de células-tronco 

hematopoiéticas (TCTH), não melhoram as condições osteoarticulares da doença (Bidone et 

al. 2018). Isso incentiva a busca do melhor entendimento das alterações osteoarticulares da 

MPS I e novas abordagens terapêuticas que sejam efetivas para melhorá-las. 

Nosso grupo de pesquisa tem contribuído com a descrição de alterações presentes na MPS 

I, a partir da utilização do modelo murino (Baldo et al. 2012; de Oliveira et al. 2013). Temos 

uma colônia de camundongos C57BL/6 geneticamente modificados que utilizamos para 

nossos estudos, sendo animais MPS I (Idua -/-) e wild type (normais) (Idua+/+ ou Idua +/-) 

os grupos estudados, em diferentes idades. Os camundongos MPS I mimetizam vários 

sintomas progressivos que também são encontrados em pacientes(Schuh et al. 2020). Um 

desses trabalhos prévios caracterizou a doença articular em camundongos MPS I, 

demonstrando que, a partir de 6 meses de idade, alterações como acúmulo de GAGs e 

proliferação fibrocartilaginosa são detectadas e são progressivas(de Oliveira et al. 2013) .No 

entanto, ainda não havíamos descrito as alterações ósseas deste modelo, e os relatos na 

literatura também são escassos. Conhecer a história natural da MPS I do modelo de 

camundongo MPS I oferece uma oportunidade para estudar a fisiopatologia deste distúrbio 

e determinar a eficácia de novas terapias (Baldo et al. 2012). 
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Adicionalmente, nosso grupo de pesquisa também vem explorando novas terapias, com 

foco na correção do defeito genético por meio de abordagens de terapias gênicas e, mais 

recentemente, de edição gênica com o sistema CRISPR/Cas9, ambas baseadas em vetores 

não-virais. Além disso, também focamos em tratamentos complementares baseados em 

alvos secundários que possam participar de eventos patológicos na MPS I. 

Com base nestas considerações, a proposta da presente tese, parte de trabalhos prévios 

desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa e teve o objetivo de elucidar as alterações 

presentes no sistema ósseo do modelo murino da MPS I e desenvolver um protocolo de 

edição gênica como terapia in situ, buscando corrigir as alterações encontradas na 

articulação. 

No capítulo 1 realizamos uma revisão de literatura buscando protocolos que utilizaram a 

terapia gênica in situ, como abordagem para distintas situações patológicas. No capítulo 2 

realizamos uma revisão de literatura para discutirmos os principais estudos envolvendo 

edição de genes para MPS e as aplicações prospectivas para outro grupo de doenças 

lisossômicas, as Mucolipidoses (ML). A revisão destes dados permitiu que o estudo de 

terapia gênica proposto fosse desenhado de forma otimizada, com abordagem in situ sendo 

testada.  

No capítulo 3, caracterizamos as diferenças morfológicas e biomecânicas entre tecidos 

ósseos wild type (normais) e MPS I. Além disso, avaliamos os efeitos dos tratamentos 

previamente realizados no nosso grupo, como a edição de genes com o sistema 

CRISPR/Cas9 e tratamento farmacológico com Ca074Me (um inibidor da catepsina B), 

losartana (inibidor da via do TGF-beta) ou propranolol (bloqueador β-adrenérgico não 

seletivo da noradrenalina) nas características morfológicas e biomecânicas do tecido ósseo. 

Todas as análises foram realizadas com animais de 6 meses, que é quando as demais 

alterações da doença já estão estabelecidas. 

Com relação à caracterização das diferenças morfológicas, existem dados na literatura 

que mostram que pacientes com MPS I comumente apresentam defeitos na formação e 

crescimento de ossos longos e ossos e cartilagens faciais achatadas. Essa constelação de 

anormalidades radiográficas, é denominada disostose múltipla e é uma característica 

prevalente nos grupos de MPS (Borgo et al. 2018). Assim como os pacientes, o modelo 

animal murino também apresenta essas características (Clarke et al. 1997; Schuh et al. 2020). 
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De acordo com a literatura, observamos alterações radiográficas nos tecidos ósseos dos 

camundongos MPS I, principalmente no fêmur e nos ossos zigomáticos. O osso zigomático 

dos camundongos MPS I é mais largo que os ossos zigomáticos normais assim como 

demonstrado por (Clarke et al. 1997; Schuh et al. 2020). Além disso, os fêmures dos 

camundongos MPS I eram mais largos quando comparados aos camundongos normais 

(Clarke et al. 1997). 

Com relação à caracterização das diferenças biomecânicas, estudando a literatura, nós 

encontramos que o teste de flexão de três pontos é um ensaio bastante utilizado para 

caracterizar as propriedades biomecânicas dos ossos longos do esqueleto 

apendicular(Leppänen et al. 2006). No entanto, estudos sobre as propriedades biomecânicas 

dos ossos na MPS I utilizando o teste de flexão de três pontos são escassos. Esse estudo foi 

realizado apenas por um grupo, previamente ao presente trabalho (Ferreira et al. 2021), 

sendo uma importante fonte de informação para a realização do nosso estudo.  Nós nos 

baseamos em alguns parâmetros descritos nesse trabalho para interpretar nossos dados. 

Segundo o trabalho de Ferreira et al. 2021 as propriedades biomecânicas são obtidas a partir 

da combinação das seguintes variáveis: máxima tensão, máxima força, elasticidade, 

tenacidade e resiliência. Juntas, essas variáveis fornecem informações sobre rigidez, força e 

a qualidade da matriz óssea. Individualmente, referem-se a aspectos específicos do tecido 

ósseo. Máxima tensão refere-se a máxima tensão suportada antes que ocorra fratura. Força 

máxima refere-se a carga necessária para causar fratura. A elasticidade é a capacidade do 

material de resistir à deformação e retornar a sua forma original quando a força exercida é 

interrompida. A tenacidade é o maior estresse suportado sem que haja fratura. A resiliência 

é a maior quantidade de energia absorvida até o limite elástico sem que haja deformação 

permanente.  

Utilizando o mesmo modelo murino utilizado por nosso grupo, foi previamente 

demonstrado que há alterações em animais com 3 meses de idade, que tornam os ossos desses 

animais menos flexíveis e, portanto, mais suscetíveis a fraturas. Já aos 6 meses de idade, 

demonstraram alterações que concederam aos ossos desses animais maior resistência a 

forças exercidas, indicando que eles se tornam mais resistentes com o aumento da idade 

(Ferreira et al. 2021). Nós buscamos estudar os animais com 6 meses de idade, pois é nessa 

idade que a doença está estabelecida e quando os tratamentos são avaliados, no entanto, 
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reconhecemos que é importante para nosso grupo de pesquisa realizar estudo de história 

natural e avaliação dos tratamentos futuramente.  

Nossa análise biomecânica demonstrou que os fêmures dos camundongos MPS I 

apresentaram maior carga até a falha, comparado aos fêmures dos camundongos normais, 

conforme relatado anteriormente por Ferreira et al. 2021. Esse parâmetro refere-se à carga 

necessária para causar uma fratura. Nossa análise biomecânica também demonstrou que os 

fêmures dos camundongos normais apresentaram maior resistência à flexão do que os 

fêmures dos camundongos MPS I. Diferente do que foi demonstrado anteriormente por 

Ferreira et al. 2021. Neste trabalho prévio, o número de amostras era menor que o do nosso 

estudo, as amostras de fêmures mostraram uma grande variação nesse parâmetro e nenhuma 

diferença estatística foi observada. A resistência à flexão refere-se à tensão máxima 

suportada pela amostra, antes das fraturas ósseas. Esses resultados sugerem que a infiltração 

de GAGs neste tecido, além de outras possíveis alterações, como diferenças na composição 

óssea, alterações em componentes da matriz extracelular, incluindo colágeno, elastina e 

cálcio, podem estar alteradas na MPS I e ser responsáveis pelas alterações nas propriedades 

mecânicas. O estudo da composição óssea na MPS I era parte dos objetivos iniciais desta 

tese, mas, devido à pandemia, as análises ainda não puderam ser realizadas, devendo ser 

investigadas em breve. 

Com relação à avaliação dos efeitos dos tratamentos previamente realizados no nosso 

grupo, como a edição de genes com o sistema CRISPR/Cas9 e tratamento farmacológico 

com Ca074Me (um inibidor da catepsina B), losartana (inibidor da via do TGF-beta) ou 

propranolol (bloqueador β-adrenérgico não seletivo da noradrenalina) nas características 

morfológicas e biomecânicas do tecido ósseo, é importante ressaltar que o princípio dos 

tratamentos testados varia bastante: o sistema CRISPR/Cas9 cliva o DNA da célula em um 

ponto específico e quando uma sequência homóloga é fornecida junto com o sistema 

(denominada “sequência doadora”), poderá ocorrer a recombinação homóloga e a sequência 

doadora é inserida no genoma celular. Neste caso, num trabalho prévio inserimos uma cópia 

do gene IDUA por administração intravenosa de plasmídeos, utilizando lipossomos como 

vetor. Este tratamento elevou os níveis de IDUA sérica a valores cerca de 5-6% dos valores 

encontrados em animal wild type, sendo o suficiente para que fossem obtidas melhoras em 

múltiplos aspectos da doença, como a doença cardíaca e pulmonar (Schuh et al. 2018b). No 
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presente trabalho, os ossos deste estudo que haviam sido coletados foram analisados, sendo 

que a análise de raios-X mostrou que os ossos zigomáticos tinham larguras reduzidas em 

comparação com camundongos MPS I não tratados, embora não estatisticamente 

significativos. A largura do osso longo foi estatisticamente menor, em comparação com os 

camundongos MPS I não tratados, mas não foi normalizada. Embora os resultados de 

melhora sejam apenas discretos, é importante ressaltar que os tratamentos atuais, como a 

TRE, não melhoram os aspectos ósseos da doença(Bidone et al. 2018; Schuh et al. 2020) de 

forma que uma melhora, mesmo que discreta, é algo já considerado promissor, aos nossos 

olhos.  

 Já a catepsina B é uma protease lisossomal que participa dos processos de remodelação 

controlada dos compostos da matriz extracelular (MEC), e está aumentada em múltiplos 

tecidos na MPS I(Gonzalez et al. 2018). Nossa análise de raios-X nesse grupo, mostrou uma 

pequena redução estatisticamente significativa na largura zigomática em comparação com 

camundongos MPS I não tratados, o que pode sugerir que o bloqueio de certas enzimas 

capazes de degradar substâncias como o colágeno podem também evitar ou ao menos 

retardar o aparecimento de certas manifestações ósseas na MPS. O mecanismo pelo qual a 

catepsina B poderia estar agindo ainda é incerto, mas estudos demonstram que esta protease 

é essencial para ativação do inflamassomo em macrófagos (Chevriaux et al. 2020), que está 

relacionado a diversas doenças osteoarticulares com achados semelhantes à MPS, como a 

artrite reumatoide (Tong et al. 2014). Uma vez que recentemente nosso grupo demonstrou 

ativação da mesma via no cérebro de animais com MPS II (Azambuja et al. 2020) é possível 

que a inibição da catepsina B possa inibir o inflamassomo e gerar benefício terapêutico.  No 

entanto, este não deve ser o único mecanismo, pois nenhuma outra diferença morfológica 

foi encontrada em camundongos tratados com inibidor de catepsina B. 

A losartana é um fármaco bloqueador do receptor de angiotensina (BRA) e do TGF-beta. 

O sistema renina angiotensina (RAS) regula pressão sistêmica e equilíbrio de fluidos do 

corpo e o uso deste composto em estudo prévio mostrou melhoras em aspectos 

cardiovasculares da doença, bem como em alterações craniofaciais (Osborn et al. 2017). 

Uma vez que melhoras parciais foram observadas após o tratamento com losartana, nossos 

resultados estão de acordo com o trabalho acima citado e sugerem que a via do TGF-beta 

também possa ser um alvo terapêutico na MPS. No entanto, uma vez mais cabe ressaltar que 
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nem todas as alterações foram prevenidas, o que dá indícios que múltiplas vias estão 

alteradas e contribuem de forma somatória para a progressão da doença óssea. 

 Já o propranolol é um agente bloqueador β-adrenérgico não seletivo da noradrenalina 

(Al-Majed et al. 2017; Gonzalez et al. 2017). Ao se estudar os benefícios da losartana na 

dilatação da aorta, também se utilizou um segundo anti-hipertensivo como controle, que não 

agisse na mesma via. Desta forma, por ter o material dos animais disponíveis, resolvemos 

verificar se existia algum benefício do uso deste fármaco na doença óssea. Além disso, vários 

estudos com animais mostram que o propranolol modula negativamente a reabsorção óssea 

ao inibir a inflamação e a diferenciação de osteoclastos, aumenta a massa óssea e previne a 

osteoporose (Sato et al. 2010; Rodrigues et al. 2012; Zhang et al. 2013). Nossa análise de 

raios-X nesse grupo, mostrou que os ossos zigomáticos e osso longo femoral tinham larguras 

um pouco reduzidas em comparação com camundongos MPS I não tratados, embora não 

estatisticamente significativos, de modo que este tratamento parece ser ineficaz neste 

aspecto.  

Infelizmente, nossa análise morfológica e biomecânica demonstrou que nenhum dos 

tratamentos testados foi capaz de normalizar completamente as alterações ósseas. Em 

conjunto, esses resultados evidenciam a dificuldade em corrigir completamente tal aspecto 

da mucopolissacaridose. No entanto, cabe ressaltar que, com exceção da edição de genes, os 

demais tratamentos foram realizados em animais jovens adultos, quando alguns aspectos da 

doença óssea já estão estabelecidos. Possivelmente, a modulação de vias em um período 

anterior (desde o nascimento) poderia prevenir o aparecimento de sintomas ósseos ou 

atenuá-los e deverá ser testado no futuro próximo. 

No capítulo 4 realizamos um protocolo de edição de genes in vitro (em sinoviócitos 

semelhantes a fibroblastos-FLS MPS I cultivados) e in vivo (no modelo animal), através da 

injeção in situ do sistema CRISPR/Cas9 na articulação do joelho. 

Na busca por novas abordagens terapêuticas que melhorem os problemas osteoarticulares, 

a terapia gênica in situ aparece como uma metodologia potencialmente mais eficaz e segura. 

Recentemente, outra estratégia para a terapia gênica tem sido amplamente testada, a edição 

de genoma, principalmente pelo sistema CRISPR-Cas9. Essa ferramenta também pode ser 

aplicada em áreas pequenas e compartimentadas, visando tratar células ou tecidos 

específicos como a articulação(Santos et al. 2021a). 
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Com a utilização do sistema CRISPR/Cas9, o genoma das células é editado, em uma 

região específica, para produzir permanentemente um fator terapêutico através da correção 

ou indução de mutações pontuais ou inserção/exclusão de sequências de interesse (Santos et 

al. 2021a). A entrega eficiente do sistema nas células é um processo crítico. Superar barreiras 

extracelulares e intracelulares para alcançar o local de ação ainda é um grande desafio. 

Diferentes estratégias de entrega a partir de vetores virais e não virais têm sido aplicadas 

para entrega desse sistema. Os vetores virais, embora muito eficientes, podem induzir um 

importante resposta imune, portanto, devem ser usados com cautela. Uma alternativa 

promissora aos equivalentes de entrega de genes baseados em vírus são os vetores não virais. 

O aumento do conhecimento adquirido nos últimos anos, nas áreas de biologia molecular e 

nanotecnologia, contribuiu para o desenvolvimento de diferentes tipos de sistemas de vetores 

não virais (Sainz-Ramos et al. 2021).  

O desenvolvimento de vetores não virais ganhou atenção da comunidade científica e, 

atualmente, a entrega de genes mediada por esses sistemas é considerada um dos alicerces 

da terapia gênica moderna devido a vantagens relevantes como baixa toxicidade, baixa 

imunogenicidade e alta capacidade de empacotamento(Sainz-Ramos et al. 2021). Como 

mencionado anteriormente, nosso grupo de pesquisa tem focado no desenvolvimento 

terapias gênicas alternativas baseadas em vetores não-virais para o tratamento da MPS I. 

O trabalho realizado por Bidone et al. 2018 visando à redução ou prevenção das 

complicações ortopédicas características da MPS I, utilizou terapia gênica intra-articular em 

camundongos MPS I. Esse método demonstrou maior expressão gênica e atividade da IDUA 

na articulação e líquido sinovial, porém, essa atividade não foi duradoura, pois o plasmídeo 

utilizado continha apenas o gene terapêutico, sem ser capaz de editar o genoma. Mais 

recentemente, nosso grupo tem utilizado o sistema CRISPR-Cas9 como uma nova estratégia 

para o tratamento de doenças lisossômicas (de Carvalho et al. 2018; Schuh et al. 2018a; 

Schuh et al. 2018b; Schuh et al. 2020; Vera et al. 2022). O trabalho desenvolvido por Schuh 

et al. 2018b realizou uma injeção hidrodinâmica, contendo lipossomas catiônicos carregando 

o plasmídeo CRISPR/Cas9 e um vetor doador para edição do gene MPS I, em camundongos 

neonatos, levando a um aumento nos níveis séricos de IDUA por até seis meses. 

Esses trabalhos anteriores foram muito importantes como aporte de informações para 

darmos início ao protocolo testado aqui. Iniciamos isolando e cultivando os sinoviócitos 
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semelhantes a fibroblastos (FLS) das articulações de camundongos MPS I e normais. Os 

FLS são importantes na manutenção da homeostase articular, pois representam a principal 

fonte de ácido hialurônico e outras glicoproteínas, principais componentes do líquido 

sinovial(Stebulis et al. 2005; Bartok and Firestein 2010). Essas células desempenham um 

papel crucial na patogênese da MPS I e juntamente com os condrócitos da articulação do 

joelho, são as células alvo para edição gênica in situ intra-articular. 

 Após o estabelecimento da cultura nós iniciamos os ensaios in vitro. Fizemos a avaliação 

da citotoxicidade dos complexos e assim como demostrado anteriormente por Bidone et al. 

2018 e Schuh et al. 2018b obtivemos baixa citotoxicidade, sendo esse resultado altamente 

desejável para estudos de transferência gênica. 

Investigamos a eficiência da edição gênica com lipossomas catiônicos que transportam 

plasmídeos que codificam o sistema CRISPR\Cas9 mais um vetor doador para inserir o gene 

IDUA no lócus ROSA26 dos FLS MPS I (Figura 6). Com o objetivo de apenas realizar a 

prova de conceito de que os complexos conseguiriam realizar a correção gênica e que a 

produção da enzima seria duradoura, nós medimos a atividade enzimática de IDUA 3, 7, 15 

e 30 dias de cultivo após a transfecção. Para comparação, utilizamos a Lipofectamina 

3000TM, que é um reagente comercial utilizado amplamente para transfecção. Esse reagente 

contém subunidades de lipídeos, que podem formar lipossomas em ambientes aquosos, 

semelhante ao vetor produzido pelo nosso grupo (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2022).  

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Plasmídeos utilizados para edição gênica. (A)Vetor CRISPR-Cas9. (B)Vetor 

doador da IDUA. O vetor A produz a Cas9, que cliva o DNA no locus ROSA26, guiado pelo 

gRNA. O Vetor B promove reombinação homóloga nesta região, inserindo uma cópia do 

gene IDUA neste locus. 

 

 

A B 
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A transfecção dos FLS MPS I foi realizada com: lipossoma + CRISPR/Cas 9 + doador 

IDUA (LP+C+D) ou lipossoma + doador IDUA (LP+D) ou lipofectamina+ CRISPR/Cas9 

+doador IDUA (LF+D +C) ou lipofectamina+doador IDUA (LF+D). O tratamento com a 

LF+C+D ou com LP+C+D levou a um aumento na atividade da IDUA em todos os tempos 

avaliados, sendo que os tratamentos não foram significativamente diferentes entre si. Como 

esperando, os tratamentos apenas com os reagentes de transfecção e o plasmídeo doador 

(sem o vetor com o gene Cas9 e o gRNA) mostrou atividade de IDUA aumentada apenas 

em 3 dias. A atividade enzimática IDUA aumentada nesse tempo, é provavelmente resultante 

da transcrição do plasmídeo doador, sem, no entanto, se manter estável, pois não há sua 

inserção no genoma (Sharma et al. 2015; Schuh et al. 2018a; Ou et al. 2019). 

A premissa da edição gênica para MPS I é permitir que as células doentes produzam a 

enzima IDUA, que podem ser exportadas para o fluido extracelular e captadas pelas células 

vizinhas através de receptores de manose-6-fosfato (M6P) (um mecanismo chamado 

correção cruzada (Giugliani 2012; Vera and Baldo 2020). Devido a essas modificações pós-

traducionais, a edição gênica diretamente a um pequeno número de células poderia fornecer 

enzima suficiente para melhorar as condições pretendidas da MPS I. 

A edição gênica plasmidial só ocorre quando os plasmídeos atravessam as membranas 

celular e nuclear, entram no núcleo onde as sequências de DNA da Cas9 e o RNA guia são 

transcritas e finalmente o complexo gerado pela enzima Cas9 e o RNA guia induz a quebra 

da fita dupla de DNA no local alvo. Por esse motivo, esse tipo de sistema tende a ser menos 

eficiente quando comparado com outros formatos utilizados do sistema CRISPR/Cas9 como 

o mRNA ou RNP, pois nele a eficiência da edição é menor e a eficácia terapêutica é mais 

lenta (Sainz-Ramos et al. 2021). 

Tendo em vista essas informações, podemos completar que na edição de genes in vitro, 

nem todas as células presentes no poço são editadas, além disso, as que são editadas podem 

morrer por terem recebido maior quantidade de lipossoma, resultando em uma baixa 

eficiência de edição. Nesse cenário, as células editadas conseguem produzir a enzima e por 

correção cruzada fornecê-las para as células não editadas. Isso explica o aumento da 

atividade enzimática que foi observado nos nossos experimentos bioquímicos, mas, 

provavelmente, com o passar do tempo o número de células não editadas supera o número 
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de células editadas e a atividade enzimática vai diminuindo. Isso poderia explicar a aparente 

atividade enzimática mais baixa com 30 dias.  

Adicionalmente, o plasmídeo e o lipossoma utilizados no estudo não possuía 

fluorescência, então não fizemos a seleção das células editadas. Com a seleção das células 

editadas por citometria de fluxo poderíamos avaliar melhor o efeito do aumento da atividade 

enzimática de IDUA na morfologia dos lisossomos. Nós consideramos fazer a seleção das 

células editadas por antibiótico, pois nosso plasmídeo possui um gene de resistência à 

canamicina para que as células possam ser selecionadas, porém não tínhamos previsto esses 

experimentos inicialmente e não tivemos tempo de repeti-los.  

Após observamos que a atividade enzimática de IDUA foi aumentada e mantida em todos 

os tempos avaliados nós começamos a realizar os experimentos in vivo. Nós realizamos um 

estudo piloto, onde foi administrada uma injeção intra-articular do complexo lipossoma + 

CRISPR/Cas 9 + doador IDUA (LP+C+D) ou solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

nos joelhos de camundongos com 2 meses de idade. Após 7 dias, nós realizamos a eutanásia 

para realização das análises. Nessa etapa nós queríamos avaliar a eficiência da edição gênica 

com lipossomas catiônicos que transportam plasmídeos que codificam o sistema 

CRISPR\Cas9 mais um vetor doador para corrigir o gene IDUA dos camundongos MPS I. 

Como objetivo de realizar a prova de conceito de que os complexos conseguiriam realizar a 

correção gênica in vivo, nós medimos a atividade enzimática de IDUA nas articulações e no 

líquido sinovial dos camundongos tratados. Além disso, também fizemos essas medições no 

soro, fígado e rim como prova de conceito que a correção gênica ocorreu apenas in situ.  Nós 

também fizemos a avaliação dos níveis de GAGs nas articulações, porém os animais deste 

estudo eram jovens e os níveis de GAG ainda não se mostraram aumentados neste momento. 

Nosso estudo piloto revelou que a injeção intra-articular de LP+C+D em animais MPS I 

aumentou a atividade de IDUA na articulação e no líquido sinovial sem aumento no soro, 

fígado e rim, conforme observado anteriormente por Bidone et al. 2018. Esses resultados 

sugerem que a administração do sistema CRISPR/Cas9 nas articulações promove a edição 

gênica apenas in situ, sem a liberação do vetor para soro ou outros órgãos em níveis 

significativos. Isso é particularmente importante por razões de segurança e abre a 

possibilidade de usar o mesmo vetor para tratar também outras condições articulares. 
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Após resultados extremamente satisfatórios, iniciamos um novo tratamento para avaliar 

os efeitos do tratamento a longo prazo. Nessa etapa os camundongos receberam 3 

administrações do produto de edição gênica contendo o complexo LP+C+D ou complexo 

lipossoma + doador IDUA LP+D e comparamos com camundongos não tratados. As injeções 

foram realizadas uma vez por mês, de 2 a 4 meses de vida, e os animais foram eutanasiados 

aos 8 meses para realização das análises. Vale ressaltar que a possibilidade de múltiplas 

administrações é possível apenas utilizando vetores não virais, uma vez que vetores virais 

geram uma resposta imune pelo organismo receptor (Vera and Baldo 2020). Nós então 

medimos a atividade enzimática, avaliamos os níveis de GAGs nas articulações, líquido 

sinovial, soro, fígado e rins. Além disso, medimos a eficiência de edição de genes na 

articulação.  

Nosso estudo a longo prazo revelou que os animais tratados com LP+C+D apresentaram 

atividade de IDUA aumentada na articulação, enquanto os animais tratados com LP+D e os 

animais não tratados apresentaram níveis igualmente baixos de atividade de IDUA, como 

demonstrado anteriormente por Sharma et al. 2015. Assim como no estudo in vitro, esse 

resultado era esperado, pois os animais tratados com LP+D, não receberam o plasmídeo com 

a Cas9 e o gRNA. A Cas9 é o componente do sistema responsável pelo corte na fita dupla 

de DNA e o gRNA é o componente responsável por guiar a Cas9 para o sítio alvo para 

inserção da sequência doadora IDUA no genoma. Isso demonstra, mais uma vez, a 

importância de todo os componentes do sistema para o tratamento funcionar(Schuh et al. 

2018a). 

Dependendo de qual via de degradação de GAGs é afetada por cada tipo de MPS, 

diferentes órgãos e tecidos são mais afetados. Como a IDUA é responsável pela hidrólise 

dos resíduos dos GAGs dermatan sulfato (DS) e heparan sulfato (HS) na MPS I, esses são 

os GAGs acumulados (Santos et al. 2021a). Na MPS I, as manifestações clínicas 

osteoarticulares estão associadas principalmente ao acúmulo do DS enquanto a patologia do 

sistema nervoso central está associada ao acúmulo de HS (Opoka-Winiarska et al. 2013). 

Avaliamos se a atividade da IDUA foi suficiente para diminuir os níveis específicos de 

GAGs na articulação, líquido sinovial, soro, fígado e rins. Nossos dados mostraram que as 

injeções reduziram os níveis de GAGs apenas nas articulações e líquido sinovial, mas não 

foram suficientes para normalizá-los completamente. Estudos anteriores mostraram que 

TRE e terapia gênica às articulações de animais com MPS, visando o tratamento de 
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problemas articulares, resulta em atividade de IDUA sinovial e articular rápida e redução 

dos níveis de GAGs sem efeitos em órgãos não-alvo. No entanto, a repetida administração 

da TRE na articulação acaba sendo incômoda e pouco aplicável aos pacientes, algo que pode 

ser evitado pela terapia gênica(Auclair et al. 2006; Wang et al. 2014; Raymond Y. et al 

2019). 

A biodistribuição de agentes terapêuticos no espaço intra-articular é uma questão 

relevante para a tradução clínica. Embora as articulações sejam espaços isolados, existe a 

preocupação com vazamento desses agentes terapêuticos e efeitos adversos em órgãos não-

alvo. Uma literatura substancial tem demonstrado um perfil de segurança favorável, 

indicando que a transfecção ou transdução de vetores ocorre majoritariamente in situ, sem 

efeito sistêmico(Santos et al. 2021a). Aqui nós mostramos importantes informações sobre a 

segurança e viabilidade de tal tratamento para pacientes com MPS, que pode ser extrapolado 

para outras doenças articulares.  

A atividade de IDUA no líquido sinovial foi supreendentemente alta. É sabido que o 

acúmulo de GAGs nas células sinoviais causa aumento dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias, levando as células sinoviais MPS a se proliferarem a uma taxa mais rápida do 

que as células sinoviais normais (Hiperplasia) (Opoka-Winiarska et al. 2013). Nós 

observamos, em nossos experimentos in vitro, na curva de crescimento, a hiperproliferação 

dos FLS MPS I em comparação com células normais. Adicionalmente, o sistema está 

desenhado para gerar um reparo por homologia direta. Sendo assim, para que a edição gênica 

ocorra, é preciso induzir a quebra da fita dupla no local alvo, ou seja, é necessário que a 

célula esteja em divisão. Nesse cenário, pode ter ocorrido uma elevada taxa de edição no 

líquido sinovial dos animais tratados. Essa surpreendente atividade enzimática levantou 

algumas dúvidas com relação à edição gênica e sobre a inflamação sinovial que ocorre na 

MPS I. Porém, a quantidade de líquido sinovial que conseguimos coletar de um camundongo 

é muito pequena e não foi suficiente para fazer análises adicionais, sendo necessário novos 

animais para esse fim. 

Com relação à eficiência da edição de genes na articulação do joelho, os dados de qPCR 

mostraram cópias de higromicina nas articulações dos camundongos tratados, esses 

resultados indicam que a edição realmente aconteceu (Joshi et al. 2008). A partir desses 

dados, pudemos concluir que houve baixa porcentagem de correção. Infelizmente, os 
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condrócitos têm um potencial limitado de replicação (Tanikella et al. 2020), um fator 

limitante para a edição gênica. Adicionalmente, foi reportado previamente que a 

administração intra-articular de TRE nas articulações do modelo felino da MPS VI resultou 

na redução no material de GAGs nos tecidos articulares superficiais, pois a enzima não foi 

capaz de penetrar na cartilagem até o nível mais profundo adjacente ao osso subcondral, o 

que pode ter acontecido no presente trabalho, limitando o número de células atingidas pelo 

tratamento (Auclair et al. 2006). 

Considerando nossos resultados, juntamente com essas informações, acreditamos que a 

edição tenha acontecido apenas nos condrócitos localizados mais próximos da superfície 

articular e que as ferramentas de edição gênica, ou até mesmo as enzimas, produzidas pelas 

células editadas, não conseguiram penetrar na cartilagem até o nível mais profundo adjacente 

ao osso subcondral. Serão necessários estudos adicionais, como análises histológicas, 

estudos sobre difusão molecular através da matriz extracelular da cartilagem para que 

possamos desenhar uma nova estratégia para aumentar a eficiência da edição nas células 

mais profundas do tecido cartilaginoso. Adicionalmente, esse resultado pode ter acontecido 

devido ao sistema plasmidial que foi utilizado. Como mencionado anteriormente, esse 

sistema possui eficiência de edição menor e eficácia terapêutica mais lenta devido a 

necessidade de transcrição e tradução das sequências de DNA da Cas9 e do RNA guia e 

todas as dificuldades inerentes a esse processo. Sendo assim, talvez seja interessante a 

utilização de outros formatos do sistema CRISPR/Cas9 como o mRNA ou RNP (Liang et al. 

2015; Gibson and Yang 2017). Ainda, estudos de clivagens em sítios off-target estão em 

andamento. 

Com base nesses resultados, temos em vista a realização de novos experimentos. Pois 

temos algumas dúvidas a sanar. Nós gostaríamos de avaliar a edição gênica a partir de um 

experimento onde a terapia é feita in vivo, seguida da coleta de fibroblastos dos animais 

tratados e seu cultivo in vitro, para verificar se os FLS coletados dos animais teriam grande 

proporção de células editadas, pois são células altamente proliferativas.  

Ainda são poucos os estudos no campo da edição gênica com uso da ferramenta 

CRISPR/Cas9 intra-articular como abordagem de tratamento para os problemas articulares 

da MPS. Evidentemente, a edição gênica in situ não é aplicável para tratar todos os sintomas 

de distúrbios multissistêmicos como a MPS, sozinha, embora tenha mérito para ser usada 
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como complemento em tecidos de difícil tratamento, onde a edição não pode atuar de forma 

eficiente, como articulações, ossos e cérebro. Além do mais, pode ser combinada com outras 

abordagens, como a terapia ou edição gênica sistêmica, TRE intravenosa ou TCTH. Como 

a cartilagem é muito difícil de reparar uma vez danificada, a edição gênica intra-articular 

precisa ser idealmente iniciada bem antes da instalação das condições articulares da MPS. 

Nós apresentamos uma abordagem terapêutica complementar direcionada aos tecidos 

articulares, que poderá ser utilizada para tratar os problemas articulares da MPS, bem como, 

outras doenças articulares. 

Ao longo da realização dos trabalhos presentes nessa tese, nós enfrentamos algumas 

dificuldades. O trabalho referente ao capítulo 3 é realizado em parceria com o professor 

Vicente Leitune, da Faculdade de Odontologia da UFRGS, onde algumas análises são 

realizadas. Em razão da pandemia, o acesso à faculdade foi limitado, atrasando na execução 

do planejamento inicial do trabalho. Por esse motivo, esse trabalho ainda não foi finalizado 

como planejado. Para finalizá-lo, precisamos realizar medida das características 

morfológicas e biomecânicas do grupo Ca074Me e finalizar análises de alguns parâmetros 

das propriedades biomecânicas dos ossos.  Para finalizarmos as análises das propriedades 

biomecânicas dos ossos, ainda precisamos das análises de elasticidade, tenacidade e 

resiliência, que serão realizadas tão logo, ocorra a liberação de acesso. 

Quanto ao trabalho referente ao capítulo 4, durante a realização dos estudos in vivo, nós 

enfrentamos algumas dificuldades. Inicialmente, nenhum membro da equipe possuía 

experiência na coleta de líquido sinovial, bem como na administração das injeções intra-

articulares. Adicionalmente, a colônia de camundongos enfrentou problemas com a 

genotipagem dos animais. Por esse motivo, por um bom tempo não tivemos animais MPS I. 

Além disso, em razão da pandemia, o acesso à Unidade de Experimentação Animal e ao 

Centro de Pesquisa Experimental do HCPA foi limitado, atrasando a execução do 

planejamento inicial da pesquisa, só tendo sido normalizado em fevereiro de 2021. Apesar 

dessas dificuldades, conseguimos finalizar o tratamento longo e obtivemos resultados 

promissores. Nós também gostaríamos de realizar a avaliação dos níveis de GAGs após a 

edição gênica in vitro, para saber se a atividade enzimática IDUA foi suficiente para reduzir 

ou normalizar os níveis de GAGs. Porém, no final de 2021, foi iniciada uma reforma em 

nosso laboratório, esperada por nós desde o início de 2020. Isso impossibilitou que essas 

análises fossem realizadas a tempo de termos os resultados para apresentar na presente tese. 
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Ainda assim, foi possível realizar o projeto e atingir conclusões importantes acerca do tema 

da tese. 

Essa tese apresentou informações importantes sobre algumas alterações presentes no 

sistema osteoarticular do modelo animal de MPS I e desenvolveu um protocolo de edição 

gênica in situ (intra-articular) e servirá como base para o melhoramento e desenvolvimento 

de novos experimentos necessários para que essa terapia alcance a tradução clínica, uma 

contribuição importante para nosso grupo pesquisa. 

 

6. CONCLUSÕES 

Neste trabalho, pudemos constatar que existem parâmetros que podem ser mensurados para 

avaliar alterações ósseas na MPS I e que podem ser usados para testar futuras abordagens 

terapêuticas. Além disso, a edição gênica intra-articular, utilizando vetores não virais para a 

entrega do sistema CRISPR-Cas9, pode ser utilizada como alternativa para tratar os 

problemas articulares da MPS I. 

Portanto, concluímos que: 

● As características morfológicas e biomecânicas ósseas são diferentes entre os 

camundongos selvagens (normal) e MPS I, aos 6 meses de idade.  

● A edição gênica com o sistema CRISPR/Cas9 intravenoso e os tratamentos 

farmacológicos com inibidor de catepsina B, losartana ou propranolol não foram 

capazes de normalizar completamente as alterações ósseas presentes no modelo 

animal de MPS I.  

● Os lipossomas catiônicos carregando plasmídeos com o sistema CRISPR-Cas9 

aplicado por via intra-articular levaram a um aumento localizado na atividade da 

IDUA e redução no acúmulo de GAGs neste tecido. 
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8. ANEXOS 

Produção cientifica relacionada: Neste item constam 2 artigos publicados durante o 

período do doutorado na área de estudo.
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