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_Resumo

As doencas lisossomais de sobrecarga (DLS) sao um grupo heterogéneo de
cerca de 70 doencas metabdlicas hereditarias raras, causadas por deficién-
cias enziméaticas que comprometem a fungdo do lisossoma, resultando em
manifestagdes clinicas multissistémicas graves. Embora estejam disponiveis
algumas abordagens terapéuticas, muitas DLS continuam sem opgoes efica-
zes de tratamento, e a validagdo funcional de variantes genéticas mantém-se
um desafio na era da sequenciagao de nova geracao.

Neste trabalho, descrevemos a criagao e caracterizagao de modelos experimen-
tais inovadores para varias DLS, incluindo as Mucopolissacaridoses (MPS) |, I,
lIIB, 1IIC, IlID e VI e a Mucolipidose (ML) tipo II. Foram geradas linhas de células
estaminais da polpa dentéria de dentes deciduos (SHEDs) e células estaminais
pluripotentes induzidas (iPSCs), bem como modelos de peixe-zebra editados
por CRISPR/Cas9. Estes sistemas recapitularam fen6tipos tipicos das doengas,
como acumulagéo de glicosaminoglicanos e colesterol, défice enzimatico e dis-
funcao lisossomal.

Destacam-se a obtencao das primeiras linhas SHED para varias MPS, uma
linha iPSC de ML Il oficialmente registada (INSAi003-A) e a validagao de mo-
delos animais para MPS IlIB e ML II. Estes modelos constituem ferramentas
complementares para estudar mecanismos patolégicos, avaliar variantes de
significado incerto e desenvolver terapias personalizadas, reforcando o papel
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge na investigagéo transla-
cional de doencas raras.

_Abstract

Lysosomal storage diseases (LSDs) are a heterogeneous group of about 70
rare inherited metabolic disorders, resulting from enzymatic deficiencies
that impair lysosomal function, leading to severe multisystemic clinical
manifestations.

Although some therapeutic approaches exist, many LSDs still lack effective
treatment options, and the functional validation of genetic variants remains
a challenge in the era of next-generation sequencing. In this work, we

describe the creation and characterization of innovative experimental
models for several LSDs, including Mucopolysaccharidoses (MPS) I, 11, IIB,
IIIC and VI, and Mucolipidosis (ML) type Il.

Stem cell lines from the dental pulp of exfoliated deciduous teeth (SHEDs)
and induced pluripotent stem cells (iPSCs) were generated, and zebrafish
models were engineered using CRISPR/Cas9. These systems recapitulated
typical disease phenotypes, such as glycosaminoglycan and cholesterol
accumulation, enzymatic deficiency, and lysosomal dysfunction. Highlights
include the establishment of the first SHED lines for several MPSs, the
first officially registered ML Il iPSC line (INSAiI003-A), and the validation of
animal models for MPS IlIB and ML 1.

These models represent complementary tools to study pathogenic
mechanisms, evaluate variants of uncertain significance, and develop
personalized therapies, reinforcing the National Health Institute Dr
Ricardo Jorge role in translational research on rare diseases.

_Introdugéo

As Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLS) constituem um
grupo de doencas metabodlicas hereditarias raras, causadas
por variantes patogénicas que afetam a funcao do lisossoma
e resultam na acumulagdo progressiva de substratos nao
degradados (1. Estdo descritas cerca de 70 DLS, todas
monogénicas, maioritariamente autossémicas recessivas,
embora trés apresentem modo de transmissado ligado ao X.
Séao, em geral, causadas por variantes patogénicas em genes
que codificam hidrolases acidas, proteinas de membrana do
lisossoma, ou transportadores, levando a acumulacao de
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substratos ndo degradados no interior do lisossoma e
comprometendo processos essenciais como a regulacdo
do seu pH, a autofagia, a endocitose e a homeostasia do
célcio, entre outros (2:3),

A apresentacao clinica destas doencas é altamente variavel,
podendo ir de formas neonatais graves a manifestacoes
tardias ou assintomaticas. Em geral, sado doencas
multissistémicas, com envolvimento neurolégico nas formas
mais severas, levando a neurodegeneragao, défice cognitivo,
epilepsia e morte precoce. Outros sinais frequentes incluem
hepatoesplenomegalia, alteracdes esqueléticas e cardiopatias
(4). Apesar de individualmente raras (1:50.000-1:250.000),
a sua prevaléncia conjunta varia entre 1:5.000-1:5.500
nados-vivos, sendo mais elevada em Portugal (cerca de
1:4.000), com incidéncias ainda superiores em algumas
populagdes devido a efeitos fundadores (1:57). Dada a
heterogeneidade clinica destas doencas e sobreposicao de
sintomas com outras patologias, o diagnéstico continua a
ser um desafio. Isto é particularmente relevante uma vez que
a auséncia de diagnostico atempado pode comprometer a
eficacia das intervencoes terapéuticas atualmente disponiveis.
Embora ainda ndo exista cura, tém sido desenvolvidas vérias
abordagens terapéuticas, incluindo terapia de substituicao
enzimatica (ERT), terapia de reducéo de substrato, chaperones
farmacoldgicos e transplante de células hematopoiéticas (1:8).
Estdo também em desenvolvimento estratégias terapéuticas
de base genética como terapia génica, terapias de RNA e
edicdo genética (1:8.9). Atualmente, estdo disponiveis em
Portugal mdltiplas terapias aprovadas para diferentes DLS,
nomeadamente para a Doenga de Fabry, Doenca de Gaucher,
Deficiéncia de Lipase Acida Lisossomal, MPS I, II, IVA, VI
e VI, Niemann-Pick tipo C e Doenca de Pompe. Para a
Alfa-Manosidose e para a Deficiéncia da Esfingomielinase
Acida também estdo disponiveis no nosso pafs duas
abordagens de ERT na modalidade de autorizacdo de
utilizagao especial. No entanto, a maioria das DLS continua
sem tratamento eficaz, e as opcdes existentes ndo garantem
resposta clinica sustentada.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
tem um papel central no diagnéstico bioquimico e molecular
destas doengas, incluindo testes enzimaticos, doseamento
de biomarcadores e diagndstico molecular por sequenciacao
de Sanger e de nova geracao (NGS), e tem contribuido, ao
longo dos anos, com diversos estudos de caracterizacao
de doentes portugueses (10-16) 0 INSA coordena ainda
a Comissao Coordenadora do Tratamento das Doencas
Lisossomais de Sobrecarga (CCTDLS), responsavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos doentes com DLS em
tratamento no nosso pais. Segundo os dados publicados
no relatério da CCTDLS de 2022, cerca de 350 doentes
encontravam-se em tratamento em Portugal (17),

No dominio da investigacdo, o INSA, através do seu
Departamento de Genética Humana (DGH), tem liderado
varios projetos centrados nas DLS. Para além da investigagao
translacional, tem dado particular enfoque ao desenvolvimento
de novos modelos in vitro e in vivo, com o objetivo de melhor
compreender 0s mecanismos patolégicos e testar terapias
inovadoras. Embora os fibroblastos de doentes continuem a
ser amplamente utilizados como modelo celular, permitindo o
estudo da acumulagao lisossomal e a avaliacdo de terapias, a
sua limitagcao em replicar fenétipos de tecidos complexos, como
0 sistema nervoso central, tem motivado o desenvolvimento
de abordagens mais avangadas. Nesse sentido, tém sido
estabelecidos modelos neuronais a partir de células estaminais
da polpa dentéaria de dentes deciduos exfoliados (SHED, do
inglés Stem Cells from Exfoliated Deciduous Teeth) e de células
estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés induced
Pluripotent Stem Cells) derivadas de fibroblastos de doentes,
possibilitando o estudo direto dos efeitos das variantes
patogénicas em tipos celulares mais relevantes. Paralelamente,
estdo a ser estabelecidos modelos animais de peixe-zebra
com variantes especificas, gerados por CRISPR/Cas9. Estas
ferramentas permitem avaliar a patogenicidade de variantes
de significado incerto (VUS, do inglés Variants of Uncertain
Significance) detetadas por NGS, estudar os mecanismos
moleculares associados a cada doencga e desenvolver terapias
personalizadas, como as chamadas terapias N-of-few,
direcionadas a variantes especificas.
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_Objetivo e metodologia

Os principais objetivos deste artigo foram: (i) Divulgar
a geracao e caracterizacdo de modelos in vitro de DLS,
incluindo cinco modelos de SHEDs para MPS I, 11, 1B, llIC e
VI, e trés modelos de iPSCs para MPS llIC e lID e ML II; (ii)
Apresentar o desenvolvimento de modelos in vivo de peixe-
zebra para MPS IlIB e ML I, obtidos por edi¢cdo genética via
CRISPR/Cas9 knock-out (KO) e knock-in (KI); (iii) Avaliar a
relevancia destes modelos para o estudo dos mecanismos
fisiopatolégicos, validacdo de variantes genéticas e teste
de novas estratégias terapéuticas. Para isso foi avaliado o
feno6tipo associado a respetiva doenca lisossomal nestes
modelos; (iv) Enquadrar o contributo destas metodologias
para 0 avanco da medicina de precisdo em doencas raras,
com potencial impacto na melhoria dos cuidados de saude
prestados aos doentes em Portugal.

Todos os estudos aqui referidos foram conduzidos em
conformidade com a Declaracao de Helsinquia e aprovados
pela Comissdo de Etica do INSA [datas de aprovagao: 28
de junho de 2020; 18 de maio de 2023 e 9 de outubro de
2023], bem como pela Comisséo de Etica do Cell Line and
DNA Biobank from Patients Affected by Genetic Diseases
do Istituto Giannina Gaslini (quando aplicavel).

Foi obtido consentimento informado por escrito dos
individuos que forneceram as suas amostras para o estabe-
lecimento de linhas celulares, e seu estudo subsequente.

_Resultados e discussdo

A Unidade de Investigagao e Desenvolvimento do DGH do
INSA tem vindo a consolidar uma linha de investigacao
robusta e estratégica na area das DLS, centrada ndo sé
na caracterizagdo bioquimica e genética dos doentes,
mas também no desenvolvimento de modelos funcionais
inovadores, com vista a validacdo de variantes genéticas e
a exploragao de novas abordagens terapéuticas.

O presente trabalho representa um avanco significativo
neste contexto, ilustrando a geragdo de modelos celulares
e animais especificos para varias DLS, nomeadamente MPS
[, I, B, HIC, ID e VI e ML II.

Geracdo de células estaminais da polpa dentaria de
dentes deciduos exfoliados (SHEDs)

Foram estabelecidas, pela primeira vez, linhas SHEDs de
vérios doentes com MPS, nomeadamente: |, II, IIIB, llIC
e VI. Para isso, as SHEDs foram estabelecidas a partir
de fragmentos de polpa dentaria isolados de dentes de
doentes com estas patologias de acordo com (18). Em geral,
estas células apresentaram morfologia tipica de células
estaminais mesenquimais (MSCs) e viabilidade adequada.
Confirmou-se a expresséo de marcadores de MSCs (CD105,
CD73 e CD90) e a capacidade de diferenciacéo nas trés
camadas germinativas reforcando o potencial inigualavel
destas células para modelar doengas neurodegenerativas.
A caraterizagao destas células permitiu verificar a presenca
dos defeitos moleculares esperados bem como a auséncia
de atividade das enzimas em causa. Conseguimos também
confirmar que apresentaram fendtipos tipicos de doenca
lisossomal, como, por exemplo, acumulacao significativa de
glicosaminoglicanos (GAG), o que é indicativo de disfuncdo
lisossomal. Poderdo encontrar-se detalhes dos resultados
observados para MPS Il em (18) estando outros trabalhos
em preparacao (ver na figura 1 os resultados obtidos numa
linha de MPS VI). Estes resultados sao particularmente
relevantes, pois demonstram que, apesar da sua elevada
taxa de divisdo celular e consequente nivel de proliferacao,
estas células preservam o fendtipo de doenca, o que as pode
tornar adequadas para estudos iniciais de fisiopatologia e
rastreio de terapias, dispensando, numa primeira fase, a
diferenciacdo em tipos celulares especificos.
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Figura 1: 1 Representagdo esquemética das andlises efetuadas in vitro para cada uma das linhas estaminais

estabelecidas para MPS Il e anélise critica comparativa dos métodos que nos permitiram estabelecé-las.

Analise das linhas estabelecidas
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2: Confirmacao da presenga de marcadores de doenca lisossomal de sobrecarga/MPS por diferentes métodos
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Analise Critica

Estabelecimento de culturas SHED: Estabelecimento de culturas iPSC:

% Curta janela temporal para garantir o sucesso da % Protocolo exigente em termos de tempo e custo
técnica: so funciona quando os dentes deciduos % Requer muitos/uma série de controlos de qualidade/testes de
chegam ao laboratorio no maximo 48h pos- seguranca, includindo esterilidade, mycoplasma, analise da
queda; ‘clearance’ dos vectores usados para a reprogramagao e analise

% Cultura priméaria propensa a contaminacéo de cariétipo

v Protocolo eficiente em termos de tempo e custo v Protocolo  standardizado, bem  validado,  aceite

v/ Nao requer tantos controlos  de
qualidade/testes de seguran¢a quanto as
iPSCs, uma vez que séo ‘naturally-occurring stem
cells'.

internacionalmente por toda a comunidade cientitica

v" Mais facil de diferenciar em linhas celulares de interesse usando
kits comerciais

A rosa estao representados os blocos relativos aos estudos em SHEDs, e a verde em iPSCs. Nesta ilustracao, usamos apenas linhas MPS, por serem mais
comparaveis entre si, e selecionamos linhas cuja caraterizagdo nédo foi ainda publicada a nao ser no ambito de teses. Para ilustrar os resultados obtidos em
SHEDSs, escolhemos apresentar imagens da linha MPS VI, enquanto que os resultados apresentados para iPSCs foram obtidos em linhas MPS 1lIC e MPS
I1ID. 1) Confirmagéo da estaminalidade por varios métodos. Em ambos os casos, o fenétipo estaminal foi confirmado através da presenca de marcadores
standard de estaminalidade: NANOG, SOX2 e OCT3/4. A sua presenca foi avaliada tanto quantitativa como qualitativamente, por RT-gPCR e imunofluo-
rescéncia, respetivamente. No caso das SHEDs, avaliamos também um painel de outros marcadores de superficie, por RT-gPCR, para melhor validar o
fendtipo de MSC. 2) Confirmacgéao da presenga de marcadores de doenca lisossomal de sobrecarga/MPS. Para além da habitual confirmagéo da presenca
das variantes causais, e do seu defeito enzimatico associado (défice em arilsulfatase B em SHEDs MPS VI, e em HGSNAT e GNS, em iPSCs MPS IlIC e IlIID,

respetivamente), confirmamos também, por LC-MS/MS, a presenca de sulfato de heparano acumulado, e, por imunofluorescéncia, a alteragédo do padrao
de distribuicao da LAMP.
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Geracgao de iPSCs

As linhas de iPSCs de ML II, MPS IlIC e IlID foram geradas
a partir de fibroblastos de doentes com estas patologias,
obtidos a partir de um biobanco (Instituto Giannina Gaslini).

Foi utilizada uma abordagem nao integrativa seguindo
o0 workflow previamente estabelecido pela equipa para
a geracdo das primeiras iPSCs no INSA (19.20)  Apgs
adquirirem morfologia tipica de células estaminais
embriondrias humanas, realizaram-se varias andlises visando
a sua caracterizacdo, incluindo a auséncia de vetores
de reprogramacao, expressao enddgena de fatores de
transcricado e marcadores de superficie de pluripoténcia,
bem como a capacidade de diferenciagao nas trés camadas
germinativas. A caracterizagdo genética validou a sua
identidade por analise de Short Tandem Repeats (STR),
estabilidade do cari6tipo e presenga da variante causadora
da doenca. Foi também excluida a contaminacao por
micoplasma. A nivel bioquimico, para as linhas MPS llIC e IIID
confirmou-se a deficiéncia enzimética associada a cada uma
das doencas, e avaliaram-se dois marcadores fenotipicos
chave da MPS IIl, a acumulagao de sulfato de heparano e
0 padréo de distribuicdo da LAMP, ambos alterados em
comparacao com 0s controlos, em concordancia com o
observado nas linhas parentais de fibroblastos (ver na figura
1, MPS llIC e IlID). Relativamente a ML Il, foi gerada, pela
primeira vez, uma linha de iPSCs para esta doenca, a partir
de fibroblastos de um doente homozigoético para a variante
causal mais comum (¢.3503_3504del no gene GNPTAB). A
linha de iPSCs ML Il apresentou todas as caracteristicas de
pluripoténcia, tendo sido oficialmente registada no Human
pluripotent stem cell registry como INSAI003-A, e com
preservacao do fenétipo da doenca. Os resultados obtidos
nesta linha, estdo j4 publicados (21).

Apesar de ainda ndo terem sido diferenciadas em tipos
celulares relevantes para as respetivas doengas (ex:
condrécitos, neurdnios ou cardiomiécitos), o seu valor como
modelo in vitro para estudos fenotipicos é enorme dado o
seu potencial para futuras aplicacbes em investigagdo e
desenvolvimento pré-clinico de terapias dirigidas. Exemplos
s&o os oligonucledtidos antissense, ou outras moléculas

de RNA com potencial terapéutico, aos quais a nossa
unidade tem também dedicado muita atencdo ao longo dos
Gltimos anos (22-26) A geracdo destes modelos celulares
reforga 0 compromisso do INSA com a criacao de recursos
reprodutiveis e partilhaveis para a comunidade cientifica, com
potencial para apoiar projetos de investigacao colaborativos
e desenvolvimento pré-clinico de terapias.

Geracgao de modelos de peixe-zebra

Paralelamente, através da edigao genética dirigida aos genes
ortdlogos naglu e gnptab por tecnologia CRISPR/Cas9, foram
gerados modelos de peixe-zebra para a MPS IlIB e ML Il, os
quais apresentam impacto fenotipico mensuravel, incluindo
acumulacao precoce de sulfato de heparano, alteragoes
morfologicas e do comportamento locomotor.

Relativamente ao modelo de peixe-zebra para a MPS
1B, a nivel genético confirmou-se o KO do gene naglu,
e a caracterizagdo morfolégica e bioquimica na fase de
desenvolvimento embrionéario revelou que este mimetiza o
fenotipo observado nos doentes.

Quanto ao modelo de peixe-zebra para a ML Il foi introduzida a
mutacao ortéloga mais comum em humanos (¢.3503_3504delTC)
com uma elevada taxa de Kl (54%). No entanto, a maioria
dos embrides apresentou mosaicismo, sendo objetivo futuro
otimizar a estratégia para gerar uma linha estavel de fundadores
heterozigoéticos modelo para ML Il

_Conclusoes

Os modelos experimentais desenvolvidos neste estudo,
baseados em células do préprio doente ou em organismos
geneticamente modificados, n&o apenas mimetizam
aspetos fundamentais da patologia humana, como também
constituem uma plataforma versatil para o teste de novas
terapias e para a triagem de variantes genéticas. Este
Ultimo ponto é particularmente relevante face a um dos
principais desafios da medicina gendmica atual, o aumento
exponencial da detecdo de VUS resultante da expansao
das tecnologias de NGS. Estes modelos contribuem, assim,
para colmatar esta limitacéo critica e acelerar a translacao

dos resultados para a pratica clinica.
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Adicionalmente, o trabalho aqui descrito posiciona o INSA
como uma referéncia nacional na aplicagao de estratégias de
medicina de precisdo as doencas raras, alinhando-se com as
orientacoes estratégicas do European Joint Programme on
Rare Diseases (EJP RD) e da nova European Rare Diseases
Research Alliance (ERDERA). A participacéo ativa nestas redes
reforca o papel do INSA enquanto entidade de interface entre
diagndstico, investigacao e politicas de saude.

Em suma, os resultados obtidos demonstram que 0s modelos
desenvolvidos (SHEDs, iPSCs e peixe-zebra) sao ferramentas
eficazes e complementares para o estudo das DLS. Estes
modelos nao s6 permitem aprofundar 0s mecanismos
moleculares subjacentes a doenga, como abrem caminho a
identificagao de alvos terapéuticos, ao rastreio de farmacos
e ao desenvolvimento de terapias personalizadas, como as
abordagens N-of-few. O trabalho realizado constitui, por isso,
um contributo relevante para a investigacdo em doengas
raras, com impacto potencial na melhoria dos cuidados de

salde prestados aos doentes em Portugal e além-fronteiras.
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nais e internacionais. A nivel nacional destacamos trés
projetos FCT—Fundacdo para a Ciéncia e a Tecnologia, I.P.
[EXPL/BTM-SAL/0659/2021 (http://doi.org/10.54499/EXPL/BT-
M-SAL/0659/2021);ASOS2cureMPSIII-2022.04667.PTDC
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