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RESUMO

As mucopolissacaridoses (MPS) compdem um grupo de 7 sindromes, causadas pela
deficiéncia de uma das 11 enzimas, atuantes em uma das etapas de degradacao dos
glicosaminoglicanos (GAG). Essa deficiéncia leva ao armazenamento de GAG no
organismo e a uma série de consequéncias clinicas. Este estudo visa o relato dos
achados epidemioldgico, genético e bioquimicos dos pacientes com MPS
diagnosticados no estado do Para. Os dados clinicos e bioquimicos foram obtidos a
partir das fichas de anamnese do Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM-
UFPA). As amostras de DNA foram sequenciadas no Servico de Genética Médica do
Hospital das Clinicas de Porto Alegre (SGM-HCPA), utilizando painel customizado
para MPS. As estatisticas descritivas e as variaveis foram resumidas por meio de
contagens e porcentagens da amostra total. A média de idade ao diagndstico foi de
7,9 anos. A pesquisa evidenciou um diagndstico tardio, e prejudicial ao tratamento.
Atribui-se a este fato a semelhanca dos sintomas com outras patologias e a auséncia
da testagem neonatal. Os fendétipos apresentados condizem com a literatura para
cada tipo de MPS. Exames bioquimicos foram efetivos tanto para o diagndstico como
para 0o acompanhamento. A Terapia de reposicdo enzimatica (TRE) mostrou-se
efetiva, porém ainda ndo contempla todos os tipos da doenca. A avaliacdo molecular
mostrou-se fundamental para prever o curso da doencga e para 0 aconselhamento
genético. Conseguimos identificar 3 muta¢des ainda ndo descritas na literatura (MPS
Il, B E VII). As MPS tém apresentacdo clinica multissistémica, necessitando,

portanto, de um acompanhamento multidisciplinar.

Palavra-chave: Mucopolissacaridose, epidemiologia, bioquimica, genética.



ABSTRAT

Mucopolysaccharidoses (MPS) make up a group of 7 syndromes, caused by the
deficiency of one of the 11 enzymes, active in one of the stages of degradation of
glycosaminoglycans (GAG). This deficiency leads to the storage of GAG in the
organism and to a series of clinical consequences. This study aims to report the
epidemiological, genetic and biochemical findings of patients with MPS diagnosed in
the state of Para. Clinical and biochemical data were obtained from the anamnesis
records of the Laboratory of Innate Metabolism Errors (LEIM-UFPA). DNA samples
were sequenced at the Medical Genetics Service of Hospital das Clinicas de Porto
Alegre (SGM-HCPA), using a customized panel for MPS. Descriptive statistics and
variables were summarized using counts and percentages of the total sample. The
mean age at diagnosis was 7.9 years. The research showed a late diagnosis, and
harmful to the treatment. This fact is attributed to the similarity of symptoms with other
pathologies and the absence of neonatal testing. The phenotypes shown are
consistent with the literature for each type of MPS. Biochemical tests were effective for
both diagnosis and follow-up. Enzyme replacement therapy (ERT) proved to be
effective, but it still does not cover all types of the disease. Molecular evaluation proved
to be fundamental for predicting the course of the disease and for genetic counseling.
We were able to identify 3 mutations not yet described in the literature (MPS II, 11IB
and VII). MPS has a multisystemic clinical presentation, therefore requiring
multidisciplinary follow-up.

Keywords: Mucopolysaccharidosis, epidemiology, biochemistry, genetics.
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1 INTRODUCAO
1.1 Mucopolissacaridoses (MPS)

As MPS sédo o segundo grupo de maior prevaléncia dentre as Doencas
Lisossdmicas de Depésito (DLD), apos as esfingolipidoses. Compreendem oito
sindromes classificadas pela deficiéncia total ou parcial de uma das 11 enzimas
atuantes em uma etapa especifica da degradacédo dos glicosaminoglicanos (GAG)
causando seu acumulo patolégico. Possuem alta heterogeneidade fenotipica e
genotipica, distirbios multissistémicos progressivos com penetracdo e severidade
variaveis, que iniciam desde o periodo fetal, até a intensa progressédo dos sintomas
na fase infantil geralmente ndo aparentes ao nascimento tornando o diagndstico
precoce e preciso desafiador (BRUSIUS-FACCHIN et al.,, 2018; SUN, 2018;
FLANIGAN, 2021; FARAGUNA et al., 2022).

Os GAG séo cadeias polissacaridicas nao ramificadas compostas de
unidades dissacaridicas repetidas, como pode ser observado na figura 01. S&o
denominados GAG porque um dos acucares no dissacarideo repetido € sempre um
amino acucar (N-acetilglucosamina ou N-acetilgalactosamina) o qual, na maioria das
vezes, é sulfatado. O segundo aclcar é, normalmente, um acido urénico (glucurénico
ou idurbnico). Possuem alta densidade de cargas negativas conferidas pela presenca
de grupamentos carboxilicos dos acidos urbnicos e grupamentos sulfatos, atraindo
ions de sddio e consequentemente a agua. Quando absorvem uma grande quantidade
de &gua, acabam adquirindo uma consisténcia mucdide, viscosa, garantindo sua
funcdo lubrificante, de suporte e uniao entre tecidos, porém o acumulo exacerbado é
patogénico (ALBERTS et al., 2004; COUTINHO et al., 2012).

Figura 01 - Cadeia polissacaridica observada nos glicosaminoglicanos. Fonte: Alberts et al., (2004).
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A natureza do monossacarideo que compde os dissacarideos, o tipo de
ligacdo, numero e localizacdo dos grupos sulfatos definem o tipo de GAG: heparan
sulfato (HS), dermatan sulfato (DS), condroitin sulfato (CS) A e C, queratan sulfato
(QS) | e 4 1l, &cido hialurbnico e heparina. Cada um tem uma Unica estrutura
constituida de unidades repetidas de dissacarideos. (COUTINHO et al.,, 2012;
FUJITSUKA et al., 2019).

O HS esta presente na matriz extracelular e na membrana basal fornecendo
suporte, resisténcia ao estresse mecanico, agindo como reservatério de quimiocinas
e fatores de crescimento, podendo também atuar como receptor. O DS € amplamente
distribuido nos tecidos, além de ser responsavel pela transparéncia da cérnea. Outro
GAG também presente na cornea € 0 QS I. O QS Il é encontrado principalmente em
tecido conjuntivo frouxo. Os CS A e C sao encontrados, principalmente, no interior de
alguns neurbnios, proporcionando suas estruturas endo-esqueléticas. O &cido
hialurénico é encontrado em grandes quantidades em tecidos embrionarios, sendo
também um importante lubrificante das articulagdes (NELSON; COX, 2000; MURRAY
et al., 2006; FUJITSUKA et al., 2019).

Os GAG passam por um curso natural de degradacao onde varias enzimas
diferentes sdo responséaveis pelo processo. Quando uma ou mais enzimas estdo
deficientes a rota metabdlica € alterada, causando uma desordem metabdlica que leva
ao acumulo intralisossomal de residuos desses substratos (figura 02) (SCRIVER,
2001).
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Figura 02 - Rota metabdlica da degradacgédo do DS e rota com enzima deficiente.
Fonte: Adaptado de SCRIVER, 2001 “A” rota de degradag¢édo normal. “B” rota com enzima deficiente.
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Com uma rota metabolica deficiente, os lisossomos incham, ocupam cada vez
mais o citoplasma aumentando a excrecdo dos GAG na urina, sangue e liquido
cefalorraquidiano e acumulo indevido em diversos tecidos organicos (figura 03). Esse
acumulo leva a patologia, que apresenta diversas manifestacdes clinicas (ALBERTS
et al., 2004, Clarke, 2008; SAFARY, 2019).

Vaso
Sanguineo

~Células Somaticas .

S -__‘

AN

b

Matriz
Extracelular

Lisossomo Repleto
de GAG

o
&

Glicosaminoglicanos © Citocina

Figura 03 - Esquema morbido das Mucopolissacaridoses Fonte: Adaptado de Clarke, 2008.

Nota: A figura ilustra os diversos processos fisiologicos que podem ser afetados pela deficiéncia na
degradacdo de GAG, com consequente aumento do depdsito desses compostos na matriz
extracelular. (a) Macréfago disfuncional em funcao do acimulo de GAG nos lisossomos; (b) padrao
alterado de receptores da membrana plasmaética; (c) Alteragcdo na captacao de citocinas e fatores de
crescimento; (d) alteragé@o no recrutamento de citocinas circulantes; (e) Alteragdo na apresentacao de
citocinas aos receptores; (f) interferéncia no trafico celular; (g) Depoésito lisossdmico adicional pela
interferéncia de hidrolases lisossomais; (h) interagdes anormais da matriz extracelular; (i) adesao
celular alterada.

A classificacdo das MPS se da através do tipo de GAG acumulado, da
atividade enzimatica deficiente e da localizacdo dos genes envolvidos. Juntas
compdem 12 diferentes tipos e subtipos de desordens monogénicas causadas pela
deficiéncia, parcial ou total, de uma das 11 enzimas responsaveis por catalisar a
degradacéo dos GAG, exceto na MPS Plus (MPSPS) que ndo tem enzima identificada
(VASILEV et al., 2020). Cada uma resulta em um subtipo diferente de MPS de acordo
com a gravidade fenotipica. Para a MPSPS néo foi relatada deficiéncia de enzima
lisossomal (quadro 1) (NEUFELD; MUENZER, 2001; DATTA et al., 2014; KONDO et
al., 2017; BRUSIUS-FACCHIN et al., 2018; SAFARY, 2019; MCBRIDE; FLANIGAN,
2021).
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, - , Deficiéncia Localizagao do
Tipo de MPS Eponime | GAGS na urina - Gene
Enzimatica gene
MPS |H Hurler DS + HS o-L-/duronidase IDUA 4p16.3
MPS [ HIS | Hurler-Scheie| DS +HS o-L-/duronidase IDUA 4p16.3
MPS IS Scheie DS + HS o-L-/duronidase IDUA 4p16.3
MPS Il (grave) | Hunter DS + HS |duronato sulfatase DS Xq28
MPS Il (leve) Hunter DS + HS |durcnato sulfatase DS Xq28
MPSIITA | Sanfilippe A HS Heparan-N-suffatase | SGSH 17425.3
MPSIIB | SanfiipoB | HS O-N-Acet NAGLU | 17t
glicosaminidase
Aceti-CoA.o-
MPSIIIC | Sanfilippo C HS glicosamina HGSNAT 8p11.1
acetitransferase
. N-acetilglicosamina 6-
MPS IID | Sanfilppe D HS GNS 12914
sulfatase
MPSIVA | Morquio A QS Galactose-b6-suffatase | GALNS 16924.3
MPSIVE | Morquio B QS B-galactosidase GLB 1 3p21.33
MPS VI Magt;i“’" DS Arisufatase B | ARSB | So13-qf4
MPS VI Sly DS + HS B-glicuronidase GUSA 7921.11
MPS IX Natowicz CS Hialuronidase HYALT | 3p21.1-p21.3
Sindrome . iy
MPS PS MPS-PLUS HS Semenzima deficiente | VPS33A 12024

Fonte: Adaptada de Kowalewski et al., (2012); VASILEV et al., (2020). DS: dermatan sulfato; HS:
heparan sulfato; QS: queratan sulfato; CS: condroitin sulfato; HAR: heranca autossémica recessiva; HLX:
Heranca ligada ao X; H: Hurler; S: Sheie; HS: Hurler-Sheie.

Kowalewski et al., (2012) descreveram um quinto subtipo de MPS Il
associado a deficiéncia de arilsulfatase G (também denominada de N-glucosamine 3-

O-sulfatase). Foi observado em cdes e camundongos o acumulo de heparan sulfato
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resultante da deficiéncia enzimatica da arilsulfatase G. Esta alteragcdo causa
neuropatologia e defeitos comportamentais caracteristicos de outros subtipos da
doenca de Sanfilippo. Ainda ndo existem relatos em humanos portadores desta

deficiéncia.

1.1.1 Padréao de Heranca nas MPS

A herangca autossOmica recessiva se manifesta em homozigose ou
heterozigose composta, necessitando de um par de genes alelos recessivos em
cromossomos homologos autossomos. Com uma probabilidade de 25% por casal
portador de ter uma crianca afetada em cada gestacao. Este tipo de heranca ocorre
na maioria das MPS (YOON et al., 2019, HAMPE et al., 2021).

Na MPS 1l € a Unica de heranca ligada ao cromossoma X, sendo a chance de
transmiti-la de 50% para o sexo masculino. Homens que herdam a variante
patogénica serdo afetados, ja as mulheres que herdam a variante patogénica serao
portadoras. Somente 10 casos foram relatados de mulheres com apresentacao
patogénica da MPS Il por inativacdo aleatéria do cromossomo X. O mosaicismo
germinativo (pr6-zigotico) também tem sido observado. Os homens afetados nédo
passam a variante patogénica para seus filhos, porém todas as suas filhas seréo
portadoras (CUDRY et al., 2000; TUSCHL, 2005; THORPE et al., 2020).

1.2 Aspectos epidemioldgicos

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sédo individualmente raros, mas juntos
podem atingir uma frequéncia de 1:1.000 individuos, e ja foram descritos mais de 900
EIM (BITENCOURT et al, 2019). As Doencas Lisossébmicas de Deposito
correspondem a 59,8% dos EIM diagnosticados. A incidéncia das DLD é geralmente
estimada em 1:5.000 nascidos vivos. Porém, varios estudos de triagem neonatal em
massa tém apontado que esta incidéncia pode estar subestimada (BOY, 2011,
GIUGLIANI, 2016).

As MPS possuem uma incidéncia muito variavel e estudos relatam uma
incidéncia geral estimada entre 1:25.000 a 1:100.000 nascidos vivos (ZANETTI et al.,
2019; REMONDINO et al., 2019; YOON et al. 2019, FEDERHEN, et al. 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/affected/
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As MPS |, Il e VI séo consideradas as mais frequentes, e a MPS IX tem sido
a mais rara. Acredita-se que devido a MPS IX ndo apresentar aumento de GAG,
muitos casos podem estar subdiagnosticados (KIYKIM et. al. 2015; BORGES, et al.
2020). Brusius-Facchin et al., (2018) relataram a MPSPS, n&do estimada nos estudos
anteriormente citados, com apenas 2 familias identificadas.

Entre 1982 e 2019 um total de 74.215.086 nascidos vivos foi registrado no
Sistema de Informacdes sobre Nascidos Vivos (SINASC) do Banco de Dados do
Sistema Unico de Satde (DATASUS). Josahkian et al., (2020), neste periodo e com
base no banco de dados do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (SGM/HCPA), identificaram 1.652 casos, com uma incidéncia geral de
1,57 por 100.000 nascidos vivos. A incidéncia por 100.000 nascidos vivos para cada
tipo de MPS foi estimada em: MPS | (0,29), MPS 11 (0,48), MPS IIIA (0,08), MPS 11IB
(0,12), MPS I1IC (0,07), MPS I1ID (0,001), MPS IVA (0,15), MPS IVB (0,003), MPS VI
(0,35), MPS VIl (0,02) e MPS IX (0). Na prevaléncia por regido brasileira, a regiao
Sudeste teve a maior prevaléncia com 47,6%, a regido Norte teve a menor prevaléncia
com 0,88%.

No Brasil, Federhen, et. al. (2020) relataram uma frequéncia geral de 4,62
casos de MPS por 100.000 nascidos vivos e frequéncias isoladas para MPS I 0,95;
MPS II: 1,32; MPS l1ll: 0,56; MPS IV: 0,57; MPS VI. 1,02; MPS VII: 0,05.

O perfil epidemiologico de MPS no Estado do Paré foi descrito por Castro et
al. (2007). Dentre as MPS mais frequentemente diagnosticadas estdo a MPS |l e VI
(1:960.005 por nascidos vivos), seguida da MPS | (1: 1.140.000 por nascidos vivos).

A maioria dos pacientes com MPS sao assintomaticos ao hascimento, porém,
na infancia comegcam a apresentar 0s primeiros sinais e sintomas. A Unica excecao é
a hidropsia fetal, comumente encontrada nos casos de MPS VII. Esta apresentacéo
tardia dos sintomas contribui para o atraso do diagnéstico definitivo (MUENZER,
2004).

Em levantamento realizado por BORGES et al. (2020) com base em dados do
Exoma Aggregation Consortium (EXAC) e do Banco de Dados de Agregacéo de
Genomas (gnomAD) nao relatando a MPSII, a prevaléncia maxima estimada variou
de 0,46 por 100.000 para MPSIIID até 7,1 por 100.000 para MPS I, relatando uma
prevaléncia geral estimada de todos os tipos de MPS superior ao relatado em outros

estudos, como pode ser observado na figura 04.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiykim%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26122630
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Figura 04 - Epidemiologia das MPS.

Fonte: Borges, et al., (2020, p. 5). Prevaléncia maxima (a) e minima (b) estimada dos tipos de MPS

por 100.000 individuos em diferentes grupos étnicos. Dados para MPS Il ndo incluidos.
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1.3 Bases moleculares das MPS

Na década de 90, apés a clonagem dos genes que codificam a maioria das
enzimas relacionadas a catalise dos GAG, varios estudos foram realizados com o
intuito de elucidar quais as principais variantes génicas relacionadas as deficiéncias
enzimaticas presentes em cada tipo de MPS. Apesar da variabilidade génica
apresentada pelos portadores de diferentes tipos de MPS, algumas mutacdes
apresentam maior frequéncia de acordo com o tipo de MPS. Entretanto, algumas sao
relatadas predominantemente em determinadas regides geograficas e/ou em
populacdes especificas (ISOGAI et al., 1998; VENTURI et al., 2002; LIN et al., 2008).

A seguir seréo citadas as bases moleculares das MPS que serdo abordadas

no presente estudo.

1.3.1 Mucopolissacaridose | (MPS I) (Hurler, Hurler/Scheie e Scheie)

A MPS do Tipo | (OMIM: #607014) é uma DLD autossémica recessiva
caracterizada pela deficiéncia da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA; E.C. 3.2.1.76),
responsavel pela quebra dos GAG dermatan sulfato e heparan sulfato (KINGMA,;
JONCKHEERE, 2021). O gene gue codifica a enzima IDUA esta localizado na regiédo
p16.3 do cromossomo 4, contém 14 éxons e 13 introns, 19 kb de comprimento que
codifica a proteina IDUA de 653 aminoacidos. A enzima IDUA apresenta peso
molecular de 70.029 kDa (SCOTT et al., 1990, Clarke et al., 2019) (figura 05).

7, g
R
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;‘r’l > - _-'_‘ Ve

Figura 05 - Estrutura tridimensional da enzima alfa-L-iduronidase (IDUA).
Fonte: https://www.ebi.ac.uk
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Os sintomas apresentados estdo inseridos em um amplo espectro clinico, de
carater progressivo, que geralmente resultam na morte do individuo ainda na fase
infantil, em funcdo de diagndsticos tardios e/ou da auséncia de um tratamento
especifico (KINGMA; JONCKHEERE, 2021).

A patrtir de critérios clinicos, pode-se distinguir diferentes padrdes fenotipicos
relacionados a essa doenca, 0s quais séo divididos em trés subtipos: Hurler (forma
leve), Hurley-Scheie (forma moderada) e Scheie (grave). Cada subtipo possui um
padrao fenotipico distinto, com variacdes na taxa de excrecdo urinaria de GAG, no
nivel de comprometimento 6sseo e mental e na funcionalidade de alguns 6rgaos
(HAMPE et al., 2021).

Em relacdo as variantes patogénicas descritas no gene IDUA, Scott et al.
(1992) mostraram a presenca de algumas mutagdes frequentes em populacdes
caucasianas como, por exemplo, p.W402X e p.Q70X e outra menos frequente como
p.P533R. Essas mutacfes sdo responsaveis pela auséncia da producédo da enzima
funcional e, consequentemente, pelo aparecimento de formas graves da doenca.
Outras mutag¢Bes também foram descritas em pacientes com MPS | (mutacdes sem
sentido, destruicdo do sitio de splicing e mudanca na matriz de leitura),
correlacionadas a diferentes quadros clinicos.

Yamagishi et al. (1996) verificaram que a maioria dos pacientes japoneses
com MPS | apresentava a mutacdo p.R89Q, a qual também esta presente em
caucasianos e esta relacionada a um fenétipo intermediario.

Matte et al., (2003) descreveram 13 novas mutagdes em pacientes brasileiros,
além das anteriormente descritas (p.W402X e p.Q70X). As mutacdes mais comuns
encontradas em pacientes brasileiros foram a p.W402X (fendtipo grave) e a p.P533R
(fendtipo intermediario), sendo que a primeira foi encontrada com a mesma frequéncia
em populacdes ibero-americanas (60%) (GORT et al.,, 1998), e a segunda foi,
também, encontrada com a mesma frequéncia (10%) em populacdes italianas (GATTI
et al., 1997).

Clarke et al., (2019) relataram associac¢des entre gendtipo-fenétipo em 538
pacientes com MPSI I. Neste estudo 380 pacientes apresentavam fenotipo grave
(sindrome de Hurler) e 158 o fenotipo atenuado (sindrome de Hurler-Scheie ou
Scheie). Cerca de 67,6% dos pacientes com fenétipo grave tinham gendtipos nos

quais ambas as mutac¢des foram previstas para interromper gravemente a funcéo da
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IDUA. Os gendtipos mais comuns em pacientes com fenotipo grave foram homozigose
para W402X (28,7%), heterozigose composta para W402X e Q70X (16,1%) e
homozigose para Q70X (6,3%). As mutagbes mais comuns entre 0S pacientes com
fendtipo atenuado foram missense (71,8%), seguidas de nonsense (20,6%), pequenas
delecdes sem frameshift (3,2%) e intronicas (2,8%). Apesar das correlacdes positivas
entre genotipo e fenodtipo, esse estudo também relatou um mesmo gendtipo em
fendtipos variaveis.

De acordo com dados do banco Human Gene Mutation Database (HGMD,
2023) foram relatadas 286 variantes no gene IDUA, sendo as mais frequentes
missense/nonsense (57,3%) e 164 e intrénicas (15,3%). O fendtipo grave (sindrome

de Hurler) foi a forma clinica de MPS | mais encontrada.

1.3.2 Mucopolissacaridose Il (MPS II) (Sindrome de Hunter)

A Sindrome de Hunter ou MPS Il (OMIM: #309900), corresponde a um tipo de
DLD caracterizada pela deficiéncia da enzima iduronato-sulfatase (IDS; E.C. 3.1.6.13).
E um EIM herdado com padrdo de heranca recessiva ligado ao cromossomo X,
afetando cerca de 1:160.000 nascidos vivos do sexo masculino. A MPS 1l € muito
semelhante aos quadros clinicos caracteristicos da MPS |, com excecdo do
opacificacdo de cOrnea e do comprometimento progressivo do sistema nervoso central
(NEUFELD; MUENZER, 2001, HASHIMOTO et al., 2018; HAMPE, et al., 2021).

O gene que codifica a enzima IDS esta localizado na regido 28 do
cromossomo X, sendo composto por aproximadamente 24 kb, distribuidos por 9
éxons. O gene também possui um pseudogene que compreende cépias dos éxons 2
e 3 e do intron 7, localizado 20kb distante da regido codificante do gene IDS (TIMMS
et al., 1995; FROISSART et al., 2007).

Aproximadamente 637 variantes patogénicas foram descritas no gene IDS,
sendo a maioria missense / nonsense ou pequenas dele¢bes (HGMD, 2023). Grandes
delegbes e rearranjos ocorrem em aproximadamente 20% dos pacientes. Dentre as
mutagcOes mais comuns, estdo as delec¢des parciais ou totais do gene e substituicoes
de somente uma base. A escassez de mutagbes comuns e recorrentes no gene IDS
dificulta as correlagbes gendtipo/fenotipo. Delecbes completas e rearranjos

complexos do gene IDS frequentemente resultam em um fenétipo grave
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(SUKUEGAWA et al.,, 2006; FROISSART et al., 2007; MARTIN et al., 2008;
MUENZER et al., 2009).

A molécula de DNA produzida pelo gene IDS contém aproximadamente 2,3
kb. Este gene codifica um polipeptideo de 550 aminoé&cidos, incluindo um peptideo
sinal de 25 aminoacidos. Os precursores de 76 kDa e 90 kDa da enzima IDS, apos
Varios processos pos-transcricionais como glicosilacdo, fosforilagdo e protedlise sédo
convertidas a varias formas intermediarias que s&o, por fim, transformados em
proteinas maduras de 55 kDa e 45 kDa (figura 06) (FROISSART et al., 1995).

Figura 06 - Estrutura tridimensional da enzima humana. Fonte: https://www.ebi.ac.uk

Apesar da ampla heterogeneidade molecular relacionada ao gene IDS,
algumas variantes foram descritas como mais frequentes em algumas populagdes.
Isogai et al. (1998) verificaram em pacientes japoneses uma elevada prevaléncia de
algumas mutacdes, concentradas nos éxons 5 e 9, além de mutacdes no sitio de
splicing do éxon 3 e mutacdes intrénicas, as quais estado relacionadas a um fenotipo
grave da doencga.

Alves et al. (2006) estudaram a frequéncia de mutacdes do gene IDS em
pacientes portugueses e verificaram que a maioria das variantes corresponde a
alteracdes no sitio de splicing, ocasionadas tanto por substituicdes intrbnicas quanto
exobnicas, principalmente aquelas que ocorrem no éxon 3.

Filocamo et al. (2001) descreveram elevada frequéncia de mutagdes do tipo
missense (55,2%), nonsense (20,7%), e pequenas dele¢cdes ou mutacdes em sitios

de splicing em pacientes italianos. A maioria das pequenas dele¢cdes encontradas
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ocorreu em regides do gene muito susceptivel a ocorréncia de alteracdes génicas
(éxons 3, 8 e 9). Ainda segundo o autor, 0 estabelecimento de uma correlacdo do
gendtipo - fendtipo em pacientes com MPS Il € muito dificil, haja vista a grande
quantidade de variantes presentes no gene IDS e a falta de uma classificacdo dos

pacientes em relacéo as diferentes apresentacdes clinicas.
1.3.3 Mucopolissacaridose Il (sindrome de Sanfilippo)

A Mucopolissacaridose tipo Il (MPS III), também conhecida como sindrome de
Sanfilippo, divide-se em quatro subtipos: MPS llIA, 1B, llIC e IIID decorrentes da falta
parcial ou total de heparan-N-sulfatase (SGHS), a-N-acetilglucosaminidase (NAGLU),
Heparan sulfato acetil-CoA:a-glucosaminide N-acetiltransferase (HGSNAT) e N-
acetilglucosamina 6-sulfatase (GNS), respectivamente, levando ao comprometimento
da degradacgéao do HS (KHAN AS, et al., 2017).

Os pacientes com MPS Ill sdo assintomaticos ao nascimento, frequentemente
apresentam dificuldades de aprendizagem, comportamento agressivo, hiperativo e
disturbios do sono, evoluindo para uma regressdo mental progressiva, incluindo
deficiéncia intelectual, deterioracdo sensorio-motora e o inicio de convulsdes gerais e
localizadas (MALM; MANSSON, 2010).

A MPS Il é um EIM caracterizado por deteriora¢do neuroldgica progressiva,
anormalidades comportamentais, fenotipo somatico relativamente leve e mortalidade
precoce. Apresenta uma grande variabilidade clinica na intensidade dos sintomas
apresentados, que comecam a se manifestar durante a primeira infancia (FEDELE,
2015).

Devido a escassez de manifestacbes somaticas e a raridade da doenca, o
diagndstico precoce torna-se dificil. A terapia que visa a fisiopatologia da doenca
subjacente pode oferecer o maior beneficio clinico quando iniciado antes do inicio de
sequelas neuroldgicas significativas (BODAMER, 2014).

a) MPSIIA

A MPS-IIIA apresenta heranca autossdmica recessiva e é causada por
variantes patogénicas no gene SGSH. Este gene codifica a enzima N-
sulfoglucosamina sulfohidrolase (SGSH) composta por 463 residuos de aminoacidos
e que esta envolvida na degradacdo de HS (fig. 7). A MPS IlIA (OMIM: #252900)
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parece ser a forma mais grave, com rapida progressdo dos sintomas e baixa
expectativa de vida (VAN DE KAMP et al., 1981; YOGALINGAM et al., 2000). A MPS
[lI-A é causada pela presenca de cerca de 148 variantes patogénicas no gene SGSH,
sendo a maioria nonsense (76,4%) (HGMD, 2023).

Figura 07 - Estrutura representativa da enzima SGSH.
Fonte: https://www.uniprot.org/uniprotkb/AOAOP7YQP6/entry

A MPS Il apresenta neuro-degeneracdo grave caracteristica, como atraso
progressivo do desenvolvimento e declinio cognitivo, para os quais ndo ha tratamento
atualmente. Tem sido proposto um tratamento das lesdes do sistema nervoso central
(SNC), baseado em pequenas moléculas capazes de atingi-lo, e que pode representar
um avango relevante para a terapia medicamentosa desta forma de MPS il
(LANGFORD-SMITH et al., 2012; SORRENTINO; FRALDI, 2016; CAPUOZZO et al.,
2022).

Muitos avancos foram feitos no desenvolvimento de novas terapias para o
envolvimento cerebral desta patologia em modelos de camundongos e caes que
recapitulam as caracteristicas neuropatologicas da MPS-IIIA. Essas abordagens sédo
geralmente baseadas em vias de administracao direta no SNC através das quais as
moléculas terapéuticas acessam o SNC via parénquima (inje¢des intracerebrais) ou
via liquido cefalorraquidiano (injecbes intraventriculares/intratecais), que s&o
altamente invasivas e pouco adequadas para uso clinico (BEARD et al., 2015;
SORRENTINO; FRALDI, 2016; KING et al., 2017).

Estudos de CAPUOZZO et al.,, (2022), relatam o desenvolvimento de
tratamentos baseados em pequenas moléculas capazes de atingir o SNC que podem

ser um avango relevante para a terapia. O estudo identificou a fluoxetina como um
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promissor inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina. A fluoxetina aumenta a
exocitose lisossémica em fibroblastos embrionarios de camundongos, sugerindo que
esse processo pode ser responsavel pela depuracao do heparan sulfato, melhorando
a patologia somética e cerebral em um modelo de camundongo de MPS-IIIA,
diminuindo o acumulo de GAG e substratos autofagicos agregados, reduzindo a
inflamacéo e retardando a deterioracao cognitiva.

b) MPSII-B

A Sindrome de Sanfilippo B ou MPS IlIB (OMIM: #252920) é uma doenca
causada pela deficiéncia da enzima a-N-acetil-glicosaminidase, responsavel pela
degradacgéao do GAG HS (NEUFELD; MUENZER, 2001). O gene que codifica a enzima
NAGLU (fig.08) estd localizado na regido g21 do cromossomo 17, contém
aproximadamente 8,5 kb, dividido em 6 éxons. O gene NAGLU contém 2.575 pb e
codifica a proteina NAGLU com 743 aminoacidos. Esta enzima apresenta peptideo
sinal de 20 a 23 aminoacidos imediatamente antes da por¢cdo amino terminal e seis

possiveis pontos de glicosilacdo (WEBER et al., 1996).

Figura 08 - Estrutura representativa da enzima NAGLU humana. Fonte: https://www.ebi.ac.uk

Os principais sintomas clinicos apresentados sdo comportamento agressivo,
hiperatividade seguida de deficiéncia mental progressiva. Além disso, outros sintomas
também estdo presentes em pacientes com MPS IIIB, tais como hirsutismo,
hepatoesplenomegalia moderada, hipertricose e atraso no desenvolvimento, com
possivel comprometimento do SNC em pacientes com quadros avancados da doenca
(CLEARY; WRAITH, 1993; NEUFELD; MUENZER, 2001; CHINEN et al., 2005).

Dados da HGMD (2023) relatam 171 diferentes mutagdes associadas ao gene

NAGLU, sendo 117 nossense, 6 Splicing, 26 pequenas delecdes, 14 pequenas
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insercdes, 1 pequeno indels, 4 duplicacdes e 3 inser¢des / duplicacdes. De acordo
com Weber et al. (1996), esta variabilidade de mutacdes pode estar relacionada a
ampla heterogeneidade do fendtipo clinico apresentado pelos pacientes com MPS
nB.

Beesley et al., (1998) amplificaram as regifes codificantes do gene NAGLU
com o objetivo de encontrar alteracdes genéticas em pacientes europeus com MPS
[lIB. Das 16 mutacOes encontradas, 3 estavam presentes em mais de um paciente
(p.Y140C, p. R297X e p. R626X) e, juntas, corresponderam a 25% dos alelos
mutantes analisados.

Tanaka et al., (2002) realizaram uma triagem molecular em pacientes
japoneses para investigar mutacdes no gene NAGLU. De acordo com o estudo, foram
encontradas duas novas mutacoes (p.F314L e p.V241M), as quais foram relacionadas
a fen6tipos moderados da doenca, e a mutacdo p.R565P correlacionada a um fenétipo
grave, como comprovado também nos estudos de Chinen et al., (2005).

As mutagOes patogénicas observadas com maior frequéncia nos estudos séo
as mutacdes missense p.F48L, p.G69S, p.S612G e p.R643C que estdo associadas a
um fenétipo clinico de inicio tardio (ZHAO et al., 1998; YOGALINGAM; HOPWOOD,
2001)

c) MPSIIC

Na Sanfilippo C ou MPS IllIC (OMM: # 252930), a enzima deficiente é uma
acetiltransferase que catalisa a conversao de residuos de alfa-glucosaminida em N-
acetilglucosaminideos na presenca de acetil-CoA (KLEIN, 1981).

A MPS IIIC ocorre devido a deficiéncia da enzima Acetil-CoA:a-glicosamina
acetiltransferase (HGSNAT) (figura 09). Esta enzima, localizada na membrana
lisossomal, catalisa a acetilagéo transmembranar do residuo terminal da glucosamina
do HS. O gene HGSNAT foi identificado na regido p11.1 do cromossomo 8 e contém
18 exons. O cDNA codifica um polipeptideo de 663 aminoacidos, que contém onze
dominios transmembrana, cinco sitios de glicosilacdo, massa molecular de 73293 KDa
e estrutura quaternaria na fora de um homoligbmero (KLEIN et al., 1981; FAN et al.,

2006; www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HGSNAT, 2022).
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Figura 09 - Estrutura tridimensional da enzima HGSNAT humana.
Fonte: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q68CP4

Fan et al. (2006) identificaram o gene HGSNAT, codificando a N-
acetiltransferase e identificaram 2 mutacfes que representam 4 alelos em 2 linhas de
células humanas com MPS IlIC: 01 mutacdo de juncédo (3 alelos mutantes) e 01
insercdo de par de base Unica (1 alelo mutante). Hrebicek et al. (2006) também
identificaram variantes patogénicas no gene HGSNAT em 30 pacientes com MPS IIC,
identificaram 04 variantes sem sentido, 03 dele¢bes, 01 duplicacdo, 06 mutacdes
intronicas e 14 mutacdes missense. Canals et al. (2011) relataram 09 mutacdes
patogénicas diferentes no gene HGSNAT, incluindo 7 novas mutacdes, em 11
pacientes. Os ensaios de expressao funcional in vitro em células COS-7 mostraram
que as variantes produziram proteinas sem atividade enzimética residual. Dados

recentes apontam 77 mutacdes para o gene HGSNAT (ZELEI et al., 2018).

1.3.4 Mucopolissacaridose IV (MPS V)

A MPS 1V, também conhecida como sindrome de Morquio, € um distarbio
autossémico recessivo de armazenamento lisossdémico. Esta sindrome divide-se em
2 subtipos: MPS IVA (OMIM #253000), causada pela deficiéncia da enzima deficiente
N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatase (GALNS) e MPS IVB (OMIM #253010),
causada pela deficiéncia da enzima beta-galactosidase (GLB 1) (TOMATSU. et al.,
2012). Nosso estudo contempla o subtipo A:

a) Mucopolissacaridose IV A (MPS IV A) (sindrome de Morquio);
A MPS IVA (OMIM #253000), também conhecida como sindrome de Morquio
A, € uma DLD autossdmica recessiva causada por variantes patogénicas no gene

GALNS. Os genotipos podem se apresentar na forma de homozigose recessivo ou
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heterozigose composta. Este gene codifica a enzima galactosamina-6-sulfato
sulfatase, que degrada os GAG especificos QS e condroitina-6-sulfato (C6S). O gene
GALNS esta localizado na regido q24.3 do cromossomo 16, seu cDNA compreende
1566 pb, contém 14 éxons e 13 introns, medindo aproximadamente 50 kb de
comprimento. O gene GALNS codifica os 522 aminoacidos da proteina GALNS com
o peptideo sinal de 26 aminoacidos (TOMATSU et al.,1996; NAKASHIMA et al., 1994;
PERACHA et al., 2018).

Figura 10 - Estrutura representativa da enzima GALNS. Fonte: Torrieri, 2015.

De acordo com o banco de dados do HGMD (2023), foram descritas 354
mutacBes no gene GALNS. Tomatsu et. al. (1992) identificaram no gene GALNS 4
mutacles diferentes em pacientes com MPS IVA. Tomatsu et al. (1996) também
identificaram 2 dele¢des separadas de quase 8.0 e 6.0 kb neste gene.

Bunge et al. (1997) identificaram 35 variantes no gene GALNS em 33 familias
(35 pacientes com MPS IVA), principalmente de origem europeia. A maioria das
alteracbdes genéticas € representada por mutacfes de ponto: 23 missense, 2
nonsense e 3 afetando sitios de splicing. Foram detectadas também seis pequenas
delecdes (1 a 27 pb) e 1 insercéao.

Estudos demonstraram através da analise de expressao transitéria, e com
base no modelo estrutural terciario da proteina GALNS humana, associacdes de
mutacdes pontuais correlacionadas com fenétipos clinicos (figura 11). Sugerindo que
existem pelo menos trés razdes diferentes para o fenoétipo grave: destruicdo do nucleo
hidrofébico ou modificagdo do empacotamento; remocdo de uma ponte salina para

desestabilizar toda a conformacg&o; modificacdo do sitio ativo. Ja as mutacgbes
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localizadas na superficie da proteina GALNS apresentam um fendétipo atenuado
(SUKEGAWA et al., 2000; TOMATSU et al., 2005).

Figura 11 - Modelo terciario da proteina GALNS humano.

Fonte: https://doi.org/10.1093/hmg/9.9.1283. (A) O maior dominio N-terminal esta na parte superior e
0 menor dominio C-terminal esta na parte inferior. O residuo modificado, C79, no sitio ativo € mostrado
por uma esfera vermelha. (B) As esferas azuis, verdes e amarelas e 0os niumeros de aminoacidos
representam os residuos mutados (azul, fenétipo grave; verde, fenétipo intermediario; amarelo, fenétipo

leve).

Caciotti et al. (2015), investigando variantes patogénicas no gene GALNS em
37 pacientes italianos, falharam em caracterizar a segunda mutacédo causadora da
doenca em 16% dos pacientes. Para corrigir esta falha, analises moleculares,
guantitativas fluorescentes-PCRs (QF-PCRs) e hibridizacdo gendmica comparativa
(CGH) foram uteis para identificar 16 novas variantes no gene GALNS: duas grandes

delecdes e seus pontos de interrupcdo correspondentes e 14 mutacdes pontuais.

1.3.5 Mucopolissacaridose VI (MPS VI) (sindrome de Maroteaux-Lamy)

A Sindrome de Maroteaux-Lamy, ou MPS VI (OMIM: #253200), corresponde
a uma DLD cuja principal caracteristica é a auséncia total ou parcial da enzima
arilsulfatase B (ARSB; EC. 3.1.6.12) nos tecidos e 6rgaos. Inicialmente, descrita em

1963 como uma sindrome semelhante a Sindrome de Hurler (MPS 1), porém com
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menor frequéncia de alteracées do desenvolvimento intelectual. A MPS VI possui
como principais sintomas hérnias umbilicais e inguinais, atraso no desenvolvimento
somatico, deformidades 6sseas (disostose multipla), hipertricose, comprometimento
de nervos periféricos (Sindrome do tunel do carpo), opacidade da cérnea e
hepatoesplenomegalia (SCRIVER et al., 2001; SIDDHARTH et al., 2004).

O gene ARSB esté localizado na regido 5q11-q13, possui 533 aminoacidos e
8 exons. Este gene codifica a ARSB (N-acetilgalactosamina 4-sulfatase) (figura 12),
uma enzima lisossémica que remove o grupo éster sulfato C4 do residuo de acucar
N-acetilgalactosamina no terminal n&o redutor dos glicosaminoglicanos (GAG)
dermatan sulfato e condroitin sulfato durante a degradacao lisossdomica, estudos
demonstram uma correlacdo entre a quantidade de GAG e o fendtipo
(KARAGEORGOS et al., 2007).

Figura 12 - Estrutura representativa da enzima ARSB. Fonte: https://www.ebi.ac.uk

MutacOes em homozigose desse gene promovem as formas mais graves da
doenca. As mutagbes mais frequentes costumam ocorrer nas regides
correspondentes aos éxons 4 e 5, (KARAGEORGOS et al., 2007).

A ampla heterogeneidade de variantes no gene ARSB em pacientes e a
apresentacao de correlacdo de algumas variantes e a intensidade e amplitude da
apresentacao fenotipica foram descritas nos trabalhos de Litjens et al., (1996), Villani
et al., (1998), Petry et al., (2005) e Garrido et al., (2007).

Garrido et al., (2007) identificaram uma troca de G-C no intron 5 do gene
ARSB (1143-1G-C) em 21,9% dos alelos mutantes de 16 pacientes espanhodis e
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argentinos. Através de RT-PCR observaram que a mutacao resultou no salto do exon
6 e em seu término prematuro. A analise de haplétipos indicou um efeito fundador.

Tomanin et al., (2018) revisaram as variantes do gene ARSB publicadas na
literatura e em bancos de dados publicos e identificaram 908 alelos com 198 variantes
nao polimorficas distintas em 478 pacientes. Trés variantes benignas que haviam sido
incorretamente relatadas como patogénicas também foram relatadas. A maioria
(59,5%) das variantes Unicas era missense, seguidas por pequenas delecdes (13,5%),
nonsense (12,0%), lintrdnicas (5,0%), pequenas duplicacbes (3,0%) e grandes
delecdes (3,0%). Dos pacientes identificados, 54,8% eram homozigotos para
variantes patogénicas no gene ARSB, 35,6% eram heterozigotos, 9,2% tinham
apenas um alelo relatado e 0,4% tinham ambos os alelos nédo identificados. As
variantes patogénicas ndo parecem estar concentradas em nenhuma regiao particular
da proteina. A analise da correlagdo genotipo-fenotipo baseada em homozigotos foi
pouco informativa para a maioria das variantes, embora algumas variantes
parecessem estar associadas a um fenoétipo progressivo mais rapido. Este trabalho
enfatiza a importancia de submeter novas variantes a bancos de dados publicos.

Até 2023 o banco de dados Human Gene Mutation Database relatou 201
mutacOes para este gene em sua maioria mutagcdes missense/nonsense (HGMD,
2023).

1.3.6 MPS VIl (Sindrome de Sly)

A mucopolissacaridose VII, também denominada de sindrome de Sly
(OMIM#253220), € uma doenca de armazenamento lisossomal autossémica
recessiva, caracterizada pela incapacidade de degradar GAG contendo &acido
glicurdnico devido a deficiéncia da enzima lisossomal beta-glicuronidase (GUSB: B-D-
glucuronosideo glucuronosohidrolase) (figura 13), causando acumulo de sulfato de
dermatan, sulfato de heparan e 4-6-sulfato de condroitina nos tecidos (SHIPLEY et al.,
1993).

O gene GUSB abrange 20 kb e esta localizado na regido q11.21-7g11.22 do
cromossoma 7 e contém 12 éxons. A MPS VIl é uma doencga rara com apenas 58
variantes relatadas. Os dados epidemiologicos da MPS VIl sdo escassos, porém

estima-se que a prevaléncia de nascimentos aproximada seja de 0,02 a 1,14 para
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cada 100.000 nascidos vivos (KHAN et al., 2017; BORGES et al., 2020; CELIK et al,
2021).

Figura 13 - Estrutura representativa da Beta-glucuronidase humana, Fonte: https://www.ebi.ac.uk/

O fendtipo é altamente varidvel, variando de hidropisia fetal letal grave a
formas leves com sobrevivéncia até a idade adulta. A maioria dos pacientes com o
fendtipo intermediario apresenta hepatomegalia, anomalias esqueléticas, face
grosseira e graus variaveis de deficiéncia mental (SHIPLEY et al., 1993; KHAN, et al.,
2017).

Os estudos de Giugliani et al. (2021) relataram 13 pacientes vivos de um total
de 27 casos brasileiros da MPS VIl diagnosticados de 1982 a 2019. Os resultados
apontam que 12 del3 pacientes do estudo sdo homozigotos para a mutagao
c.526C>T (p.Leul76Phe). Uma nova variante do gene GUSB foi encontrada:
c.875T>C (p.Leu292Pro) em um heterozigoto composto com a variante ¢.526C>T
(p.Leul76Phe).

No gene GUSB foram identificadas em torno de 68 variantes patogénicas,
missense/nonsense 56, 5 Splicing, 5 pequena delecdes, 1 regulatéria e 1 exclusédo
bruta (HGMD, 2023).

1.4 Fendétipos clinicos das MPS

Reconhecer um paciente nos estagios iniciais das MPS antes que danos
irreversiveis se desenvolvam, é um grande desafio para os profissionais de saude.

Mesmo que com frequéncia pacientes com MPS apresentem sinais especificos que
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sdo altamente sugestivos do diagndstico, a identificacao tardia da doenca ainda € uma
realidade (CHEN et al., 2016, KUIPER et al., 2018).

Ha muito se sabe que as MPS compartilham algumas sintomatologias e outras
nos direcionam para a sindrome mais provavel. Por exemplo a deficiéncia mental
profunda é caracteristica da MPS | H (Sindrome de Hurler), da forma grave da MPS I
e de todos os tipos de MPS Ill. As MPS VI e MPS Il (forma moderada) ndo apresentam,
geralmente, comprometimento mental. Problemas ésseos sdo mais comumente
descritos na MPS IV (NEUFELD & MUENZER, 2001; MUENZER, 2004).

Além de na maioria dos casos 0s pacientes comecgarem a apresentar sintomas
somente nos primeiros anos de vida, alguns pacientes com fendétipos atenuados de
MPS provavelmente consultardo reumatologistas e ortopedistas antes de serem
diagnosticado, devido a varias manifestacfes osteoarticulares, incluindo rigidez
articular e sindrome do tunel do carpo (BRUNI et al., 2016)

Apesar de apresentarem, em comum, caracteristicas crénicas e progressivas,
0s sintomas observados nos pacientes com MPS variam de acordo com o tipo e
gendtipo identificados. Podendo apresentar, em gravidade variada, varios sintomas
multissistémicos, tais como complicacbes neuroldgicas progressivas, disturbios
oftalmolégicos, perda auditiva, problemas gastrointestinais e hepatobiliares,
problemas cardiovasculares e respiratérios, anormalidades ésseas e articulares,
nanismo e caracteristicas faciais grosseiras, diminuicdo de mobilidade, e
anormalidades renais e hematopoiéticas incomuns nas MPS, porém relatado na
MPSPS (MUENZER, 2004; SOFRONOVA, et al., 2022).

Sem um programa de triagem neonatal que contemple as DLD, é um grande
desafio para os profissionais da saude reconhecerem um paciente com MPS nos
estagios iniciais da doenca, evitando que danos irreversiveis se manifestem. Em
muitos casos, pacientes com MPS e outras DLD podem apresentar sinais especificos
altamente sugestivos do diagnéstico. No entanto, o que observamos € uma média
mundial de diagnodsticos tardios (KUIPER et al., 2018).

Observa-se que como boa parte da sintomatologia ndo é exclusiva das MPS
€ improvavel que pacientes que apresentem manifestacbes isoladas sejam
diagnosticados com MPS se néo estiverem sob um programa de triagem seletiva e/ou

triagem simultdnea para varios distirbios com sinais e sintomas sobrepostos.
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Baseado nos estudos de Kubaski et al., (2020), o quadro 02 aponta 0s principais

sintomas das MPS.

Quadro 02 - Sinais e sintomas que devem levantar suspeita clinica de MPS.

) ) Tipos MPS
Sinal f sintoma de MPS
| 11 11 L% LYl Ll 1 MPSPS
Caracteristicas faciais
) + + + + + + +
grosseiras
Hipertricose [ cabelo
+ + + + + +
grosso No couro cabeludo
Cabega e Ferda de audicBo + + + + + + +
Macrocefalia
pescogo ; / . . . . .
escafocefalia
Nubladeo da cdérnea + +
Centdgio anormal + + + + +
“ela tdrcica em forma de | + + + +
Baixa estatura + + + + + +
Rigidez ardcular + + + + +
Displasia do gquadril + + + + +
Cifose toracolombar + + + + + +
) Genu Valgum + + + + +
Osteocarticular - . s
Displasia odontdide + + + +
MBos em garra + + + +
Falanges em forma de bala + + + +
Sndrome do tinel carpal + + +
Frouxiddo artcular +
Espessamento / disfungio
B + + + + + +
- da valvula
Cardiovascular : -
Hipertrofia ventricular
+ + + + + + +
esquerda
Atraso de desenvolvimento
. + + + + +
[/ deficiéncia intelectual
WVentriculomegalia + + + + +
Sel Espagos perivasculares
Meurolégico Lag .D . . . .
dilatado
Comportamento hiperativo . .
/ agressivo
Infecgdes respiratdrias
+ + + + + + +
Avias aéreas recorrents .
Deoenga obstrutiva das vias
. + + + + + +
aérea
Hepatomegalia
P & . / + + + + +
Abddm en esplenomegalia
Hérnia umbkilical / inguinal + + + +
Granulagdc anormal em
L. + + + + + + +
leucdcitos
Qutros Hidropisia fetal + + "
Proteinuria +
Citopenias

Fonte: (KUBASKI et al., 2020).

Visando de ilustrar as manifestacdes clinicas das MPS de forma didatica, as
figuras 14 (a, b e c) apontam os principais fenotipos a serem observados como um

sinal de alerta para possiveis casos de MPS.
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Macrocefalia / escafocefalia/ hidrocefalia

Hipertricose/cabelo grosso e espego
Ressalto frontal
Opacidade de cornea/retinopatia/glaucoma

Nariz grande em sela
labios grossos/ Macroglossia/ faces grosseirag
Ma oclusdo dental

traqueia estreita / hipofaringe/adenoide e
amidala aumentada

o o

4. ‘

Figura 14 a, b e c - Principais fen6tipos das MPS. Fonte: Elaborada pela autora. (Caracteristicas
faciais)

b Baixa estatura

Preda auditiva e otites

recorrentes -
. Compressdo da coluna ‘,// ;
Cifose ! cervical/pescogo curto
toracolombar

& Pectus carinatum |

|
S Hérnia umbilical / inguinal <« ‘L{'
!/ B

/ Aﬁ.
Maos em garra <«
—— " Falanges em gatilho

Genu Valgum -

Fonte: Elaborada pela autora. (Paciente em perfil e PA)
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ConvulsGes

Comportamento hiperativo / agressivo

Atraso de desenvolvimento / deficiéncia intelectual

InfecgBes respiratorias recorrentes

Sela turcica em J

» Traqueia estreita / hipofaringe/ Adenoide e amidala aumentada

Espessamento / disfuncdo da valvula

Hepatomegalia / esplenomegalia
Displasias esqueléticas
* Sindrome do tunel do carpo

Displasia do quadril

Rigidez articular (dedos, cotovelos, ombros, quadris, joelhos)

Fonte: Elaborada pela autora. (Principais sintomas internos)

No entanto, varias manifestacdes sdo comuns em outros distarbios clinicos. Na
tentativa de auxiliar no reconhecimento de um paciente com MPS nos estagios iniciais
da doenca, antes que o dano irreversivel se desenvolva, ainda é um grande desafio,
pois varias manifestacbes sdo comuns em outras patologias. Neste processo, além
dos sinais e sintomas, o historico familiar também é muito importante para orientar o
diagnéstico (MARTINS et al., 2018).

Usando os dados dos pacientes incluidos no Hunter Outcome Survey (HOS),
uma ferramenta de triagem para MPS II, onde pontuacdo de seis ou mais era
considerada uma precisdo de 95% para o diagnostico de MPS II, conforme avaliado
nas amostras do HOS, embora isso ndo tenha sido validado no cenario clinico, pode
ser uma referéncia para novos estudos (COHN et al., 2013).

A raridade da MPS e a inespecificidade de manifestacdes isoladas, validam
estudos que visam investigar pacientes com uma combinacdo de manifestacdes,
encontrando nestes grupos casos de MPS (OMAR et al., 2019). O quadro 03 resume
grupos com fenétipos de alto risco que podem sinalizar a necessidade de uma

investigagéo para MPS e/ou outros diagnoésticos diferenciais (KUBASKI et al., 2020).
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Quadro 03 - Grupos de alto risco para MPS / diagnésticos diferenciais.
Principais tipos de

Fendtipo MPS Diagnosticos Diferenciais
“Fendtipo semelhante a Hurler” Deficiéncia multiplas de sulfatases,
(caracteristicas faC|a!s grosseiras, L 1L VI, VIl € MPSPS gangllosgjo'se . 'GMl,
hepatoesplenomegalia, disostose Galactosialidose, Mucolipidose,
multipla e maos em garras) Oligosacaridose

Sindrome de camptodactilia-
artropatia-coxa vara-pericardite,
Doenca articular progressiva com | IX; formas atenuadas de | sindrome de Blau, Displasia
inicio na infancia outros tipos de MPS pseudo-reumatéide progressiva,
Sindrome de ostedlise carpotarsal
multicéntrica, Displasia checa

Malformagdes, disturbios
cromossOmicos, outras doengas de

Hidropisia fetal ndo imune I, IVe VI e ; o ; ~
deposito  lisossémico, infeccdes,
displasias esqueléticas

Atraso / regressao no Vérias outras causas metabdlicas,

desenvolvimento e hiperatividade / | llI genéticas e adquiridas de

comportamento agressivo deficiéncia mental
Displasia de Dyggve-Melchior-
Displasia espondiloepifisaria v Clausen e outras displasias

espondilo-epi (meta) fisérias
Fonte: Kubaski et al., (2020, p. 4). GM1: gangliosidose tipo I; LDs: distarbios lisossomais; MPSPS:
sindrome mucopolissacaridose-plus.

Como observado no quadro 03 estudos apontam que individuos afetados com
MPS 1, II, lll e VIl apresentam caracteristicas faciais grosseiras, baixa estatura,
deformidades esqueléticas, rigidez articular e frequentemente deficiéncia mental. Na
MPS Ill, apesar da deficiéncia de enzimas diferentes caracterizando as formas A, B,
C e D, o quadro clinico dos pacientes é muito semelhante (NEUFELD; MUENZER
2001). Como esses sintomas também ndo sdo exclusivos das MPS, ha uma

dificuldade ainda para definir o diagndstico clinico.

1.5 Diagndstico laboratorial das MPS

O diagndstico da MPS comeca com uma histéria clinica completa. Dados como
consanguinidade, abortos, heredograma sao importantes para afunilar as
possibilidades de diagndstico. A idade de inicio das manifestagdes clinicas e a ordem
cronoldgica de evolucdo, assim como as complicagdes, sdo dados essenciais. Os
sinais clinicos sdo o ponto de partida para orientagdo diagndstica e aproximagéo ao
tipo de MPS apresentada pelo paciente. O diagnostico por imagem complementa a

investigacgéo inicial, sendo os principais achados relevantes como a disostose 0ssea
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avaliada por radiologia e anormalidades na substancia branca e espagos
perivasculares em casos graves avaliados por ressonancia magnética. (GULLEBART
etal., 2011; PERACHA et al., 2018)

Como exposto anteriormente nas MPS ocorre um acumulo lisossomal dos
GAG parcialmente degradados, os quais sdo excretados na urina em grandes
quantidades. Desta forma, diante de uma suspeita clinica de MPS, é possivel realizar
primeiramente exames bioquimicos na urina, que servem para o direcionamento da
investigacdo da doenca (BECK, 2007; PECK et al., 2020). Estes testes podem ser
tanto quantitativos quanto qualitativos.

A investigacdo bioquimica em pacientes com suspeita de MPS comeca a
partir da triagem urindaria na qual sdo realizados testes qualitativos baseados na
turvacdo urinaria (teste de agregacdo com sais pesados), como por exemplo, 0
Brometo de Cetil-Trimetil-Amoénio (BCTMA), e testes por visualizacdo de manchas
metacromaticas em papel impregnado em corantes (Azul de Toluidina). No caso de a
triagem preliminar apresentar resultado alterado, é realizado para confirmacéo
dosagem quantitativa de GAG (SCHWARTZ et al., 2001; PECK et al., 2020).

A cromatografia em camada delgada e a eletroforese podem identificar qual
tipo de GAG esta aumentado, direcionando a investigacdo para ensaios enzimaticos
mais especificos (WAINER et al., 2001; SILVA, 2015; KUBASKI et al., 2017).

O aumento da excrecdo de GAG urinarios fornece um método de triagem
simples, sendo o diagnédstico confirmado pela identificacdo da enziméatica especifica
deficiente. A andlise molecular também desempenha um papel importante na predi¢éo
do fendtipo, diagndstico pré-natal e principalmente na identificacdo de portadores
(GIUGLIANI, 2012).

O diagnostico definitivo das MPS é feito através da mensuracéo da atividade
da enzima lisossomal deficiente, especifica para cada tipo de MPS, em plasma,
leucdcitos, fibroblastos e sangue impregnado em papel filtro (SCHWARTZ et. al.,
2001; NEUFELD; MUENZER, 2001). Quando a enzima deficiente € uma sulfatase,
deve-se recomendar a mensuragao da atividade de outras sulfatases para excluir a
possibilidade diagnostica da deficiéncia mdltipla de sulfatases. Para auxiliar na
gravidade do fenotipo clinico e na realizagcdo do aconselhamento genético, a analise
molecular para definir o gendtipo da MPS deve ser realizada (VIEIRA, 2007;
GIUGLIANI, 2012; BITENCOURT et al., 2019).
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As MPS também podem ser identificadas durante o periodo pré-natal através

da quantificacéo da atividade enzimatica em células cultivadas do liquido amniético e
das vilosidades corionicas (NEUFELD; MUENZER, 2001; PECK et al., 2020).

A Figura 15 detalha o fluxograma para o diagnéstico das MPS desde a

suspeita inicial até os exames confirmatdorios enzimaticos e molecular.
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Figura 15 - fluxograma para o diagnostico das MPS.
Fonte: Adaptado de Neufeld; Muenzer, 2001, Giugliani, 2012.

Atualmente somente 6 doencas séo rastreadas pelo Programa de Triagem
Neonatal do Sistema Unico de Satude (PNTN/SUS) do Brasil. Recentemente, foi
sancionada em 26 de maio de 2021 a Lei n® 14.154, que ampliara para 50 o nimero
de doencas rastreadas pelo PNTN/SUS, que serdo incluidas por etapas: Primeira
etapa, Hiperfenilalaninemias (excesso de fenilalanina); Hemoglobinopatias
(relacionadas a hemoglobina); Toxoplasmose congénita. Segunda etapa:
Galactosemias (nivel elevado de galactose no sangue); Aminoacidopatias; Disturbio
do ciclo de ureia; Disturbios de betaoxidacdo de acidos graxos. Terceira etapa:

Doencas Lisoss6mica de Depdsito (incluindo aqui dentre outras, as MPS). Quarta
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etapa; Imunodeficiéncias primarias (problemas genéticos no sistema imunolégico).
Quinta etapa: Atrofia muscular espinhal (BRASIL, 2021). A inclusdo das MPS na
quarta etapa do PNTN/SUS contribuira para diagnostico, tratamento e monitoramento
precoces, podendo evitar fenotipos clinicos mais graves, uma vez que a evolucao dos

sintomas das MPS é progressiva.

1.6 Tratamento das MPS

As principais pesquisas para corre¢cdo do metabolismo dos GAG comecaram
na década de 70 com culturas de células de pacientes, porém sem grande sucesso
quando aplicadas in vivo. Uma década depois apenas terapias paliativas estavam
sendo aplicadas em pacientes, mas também sem grande sucesso, ndo gerando
mudanca significativa no quadro clinico, devido a pequena quantidade de enzima que
estes procedimentos produziam (NEUFELD; MUENZER, 2001; MUENZER, 2004).

Com o advento do transplante de medula 6éssea / transplante de células tronco
hematopoiéticas (TMO/TCTH) na década de 80, houve uma melhora mais significativa
no quadro geral dos pacientes submetidos a esta terapia, que desde entdo tem trazido
beneficios em alguns casos especificos, principalmente nas formas graves de MPS |
e MPS VI (MUENZER, 2004).

Na década de 90 os estudos com a Terapia de Reposi¢cdo Enzimatica (TRE)
para MPS foram iniciados. Em 2003, foi aprovada a TRE para uso clinico na MPS |,
em 2005 para MPS VI e em 2006 para MPS Il (CLARKE, 2008). Na ultima década,
varios estudos apontam a TRE como uma terapéutica Util para compreender os
mecanismos bioquimicos e celulares da fisiopatologia das MPS, favorecendo a
descoberta de potenciais biomarcadores para o monitoramento do tratamento dos
pacientes. Também ja foi disponibilizado a TRE para MPS IV A e ha perspectivas
promissoras para o tratamento da MPS Ill A. A melhora do déficit cognitivo na MPS I
através de administracdo da TRE diretamente no SNC também tem sido descrita
(GIUGLIANI et. al., 2010).

Uma terapia de TRE foi desenvolvida para pacientes com MPS VII. A
Vestronidase alfa é uma formulagdo de B-glucuronidase humana recombinante
(rhGUS; UX003—Ultragenyx Pharmaceutical Inc.), aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) em 2017 e em 2018 pela Agéncia Nacional de Vigilancia



46

Sanitaria (ANVISA-Brasil) para tratar criancas e adultos com MPS VII (WANG et al.,
2020).

Estudos estdo sendo aprofundados também na terapia de inibicdo de sintese
de substrato, no uso de chaperonas e varias outras técnicas de terapia génica
(WRAITH, 2007, HARTL et al., 2002, BECK, 2007).

1.6.1 Transplante de Medula Ossea / Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas
(TMO/TCTH)

Na década de 80 foi proposto o tratamento das MPS com transplante de
medula 6ssea / transplante de células tronco hematopoiéticas (TMO/TCTH) (KRIVIT,
2004; LANGE et al.,, 2006). O transplante de células-tronco hematopoiéticas
multipotentes, derivadas de medula 6ssea, sangue periférico ou sangue de cordao
umbilical de um doador, foi um passo importante para os tratamentos iniciais das MPS.
Inicialmente, o paciente € submetido a uma terapia imunossupressora para esgotar a
resposta imune. ApoOs esta etapa, o paciente recebe um transplante de células
saudaveis de um doador compativel e as enzimas sdo secretadas a partir das células
doadoras. Essa técnica foi aplicada com sucesso principalmente em pacientes com
MPS I, onde foi capaz de tratar parcialmente o envolvimento do SNC (TURBEVILLE
et al., 2011).

Estudos relatam que o TCTH previne muitos dos sintomas clinicos das MPS
I, VI e VI, podendo aliviar os sintomas de crescimento, resisténcia,
hepatoesplenomegalia, mobilidade articular, obstrucdo das vias aéreas superiores e
funcéo respiratéria. Porém, este tratamento demonstra um efeito limitado na displasia
esquelética existente e anormalidades cardiovasculares (WRAITH et al., 2014,
SAWAMOTO et al., 2019).

Hobbs et al. (1981), relataram que um transplante alogénico de medula 6ssea
em um menino de 9 anos de idade portador da sindrome de Hurler (MPS 1)
proporcionou uma dramatica mudanca no aspecto da doenca.

O advento do transplante de medula 6ssea beneficiou alguns casos,
principalmente, as formas graves da MPS | e MPS VI (MUENZER, 2004). Porém de
uma maneira geral, o TMO/TCTH néao tem sido recomendado para as demais formas
de MPS I, MPS VI e MPS Il (KRIVIT, 2004; LANGE et al., 2006).



47

De acordo com o um Consenso Europeu que discutiu condutas sobre TRE e
TCTH para MPS |, o TCTH é o tratamento de escolha para MPS | forma grave se
diagnosticado antes de 2 anos e 6 meses de idade e pacientes com fendtipo
intermediario de MPS | podem ser considerados elegiveis se houver doador
compativel. A eficacia de TCTH nos pacientes com a forma intermediaria ndo foi
comprovada. Todos os pacientes com MPS | (transplantados, ndo transplantados ou
nos quais o transplante nao foi bem-sucedido) se beneficiam da TRE. O sucesso do
TCTH nos ultimos anos tem aumentado, mas os riscos ainda sao significativos. Desta
forma, o tratamento com TRE deve ser iniciado tdo logo o diagndstico seja realizado,
0 que pode beneficiar muito os pacientes com MPS | submetidos a TCTH (DE RU
et.al., 2011).

Os pacientes com MPS Il mesmo apresentando sintomas somaticos e
neuropaticos semelhantes aos da MPS |, ndo séo beneficiados pelo TCTH, talvez pela
apresentacao mais tardia dos sintomas e consequentemente diagndéstico tardio em
média aos 3,5 anos. Acredita-se que com a triagem neonatal pacientes com MPS Il
também possam vir a se beneficiar da TCTH no futuro (SOUILLET et. al., 2003; NAN
et al., 2020).

O TCTH possui a vantagem de ter que ser realizado apenas uma vez com
efeito vitalicio, podendo melhorar as manifesta¢gdes clinicas da doenca, porém nao
afeta o comprometimento cognitivo preexistente e ndo é capaz de curar 0s sintomas
0sseos ou ha cérnea devido a entrega insuficiente de enzimas aos locais. A TRE pré-
transplante é recomendada apdés o diagndstico e antes do TCTH para otimizar a
funcdo do 6rgdo e reduzir a morbidade e a mortalidade (WRAITH et al., 2014;
TOMATSU et al., 2016).

No Brasil, a portaria n° 8, de 24 de janeiro de 2018 amplia a indicacéo de
TCTH incluindo pacientes com MPS | no ambito do Sistema Unico de Satde SUS
(http://conitec.gov.br/, 2018).

1.6.2 Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE)

A Terapia de Reposicdo Enzimética repde a enzima ausente através de

infusdes intravenosas onde as enzimas recombinantes mimetizam os efeitos
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biolégicos da enzima nativa por serem molecularmente desenhadas para que possam
ser facilmente captadas pelas células dos pacientes (WRAITH et al., 2007).

Estudos com a TRE foram realizados na década de 90, mas se tornou uma
realidade aprovada para uso clinico em 2003 para MPS |, em 2005 para MPS VI, em
2006 para MPS Il (GIUGLIANI et al., 2010; KAKKIS et al., 2011) e mais recentemente
mostrou-se eficaz também para a MPS IV A (LYSENG-WILLIAMSON, 2014). Em 2017
uma TRE para MPS VII foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) e em
2018 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA-Brasil) (FOX et. al., 2015;
WANG et. al., 2020). Estudos verificam a viabilidade da TRE no tratamento das MPS
A e MPS IlIIB (JONES etal., 2016; SAWAMOTO et al., 2019; GROVER et al., 2020).

As TER sdo administradas de forma endovenosa. Para MPS | é utilizada a
laronidase, uma proteina analoga a a-iduronidase humana, produzida por engenharia
genética num sistema de expressao de células de ovario de hamster chinés (CHO)
(KRIVIT, 2004). TRE para o tratamento de MPS Il é administrada a idursulfase, uma
proteina glicosilada anédloga a iduronato-2-sulfatase humana nativa, produzida através
de células humanas (WRAITH et. al, 2008). Para o tratamento de MPS VI é utilizada
a galsulfase, uma forma recombinante da enzima N-acetilgalactosamina 4-sulfatase,
sintetizada a partir de células de ovario de hamster chinés (Harmatz et al., 2008). Na
MPS VII a vestronidase alfa é uma formulagdo de [B-glucuronidase humana
recombinante (rhGUS; UX003—Ultragenyx Pharmaceutical Inc McCafferty et al.,
(2019).

A TRE intravenosa resulta em uma melhora parcial dos tecidos moles e das
atividades da vida diaria (AVD) dos pacientes com MPS |, 1I, IVA, VI e VII. No entanto,
devido a ndo atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), a TRE acaba tendo um
impacto muito limitado nas leses avasculares no 0sso e na cartilagem ou no SNC e,
também, por nado interferir de forma significativa na progressédo éssea e neurolbgica
da doenca, devido ao elevado peso molecular das enzimas recombinantes. Para
resolver esta limitag&o, varios estudos com diferentes formas de administragdo como
a aplicacédo intra-cefalica e intra-articular da enzima, estdo sendo realizados com o
objetivo de superar este obstaculo (MUNOZ-ROJAS, 2008; BAGEWADI et al., 2008;
AUCLAIR et al., 2010; SAWAMOTO et al., 2019).

Ensaios clinicos com pacientes em TER para MPS VI mostraram uma redugao

rapida e sustentada na excrecdo de GAG urinarios, melhora a longo prazo na
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resisténcia, fungdo pulmonar e taxa de crescimento, e um perfil de seguranca
aceitavel. Estudos indicam que os aumentos no escore z da altura demonstraram ser
maiores em pacientes que iniciaram o tratamento antes dos 6 anos de idade (FURUJO
etal., 2017; HARMATZ et al., 2017).

A TRE com IDS recombinante para MPS |l é eficaz para a maioria dos sintomas
periféricos, mas insatisfatorio para os disturbios do SNC. Assim a deterioracdo
neurocognitiva progressiva na MPS Il continua sendo um problema critico para
pacientes e pesquisadores (OKUYAMA et al., 2010; GIUGLIANI et al., 2018).

Outra estratégia para controlar os sintomas neurolégicos € a modificacdo das
enzimas para a penetrabilidade da BHE. O processo de TRE penetravel pela BHE
envolve uma enzima (ex: IDS) fundida com um anticorpo, ou peptideo, por exemplo,
insulina, leptina ou transferrina, que se ligam a seus receptores especificos nas
células endoteliais capilares do cérebro para serem transportadas através da BHE
(GIUGLIANI et al., 2018; SATO et al., 2020; PARDRIDGE et al., 2020).

Estudos em modelos animais e em humanos, demonstram que quanto mais
precoce o inicio da terapia, menor o comprometimento das articulacbes, 0sso0s,
valvulas cardiacas e cartilagem traqueal e melhores séo os efeitos terapéuticos para
o desenvolvimento de dentes, 0ssos e articulacdo temporomandibular (HARMATZ et
al., 2008; CLARKE, 2008, NAGPAL et al., 2022).

A TRE é contraindicada para mulheres gravidas ou que estejam amamentando,
a ndo ser que seja absolutamente indispenséavel. Pacientes terminais e portadores de
uma doenca grave associada, cujo prognéstico ndo se alterara devido ao uso da TER
também nao devem receber a medicacédo (GIUGLIANI et al., 2010).

As eventuais reacfes a infusdo sdo muito particulares para cada paciente,
sendo as mais frequentemente relatadas a pirexia, cefaleia, dor abdominal, dispneia,
calafrios, artralgia, prurido, hipertensao/hipotensao, urticaria e exantema. Desta forma
cabe ao médico avaliar a necessidade da pré-medicacdo com antipiréticos e/ou anti-
histaminicos, cerca de uma hora antes do inicio da TER (GIUGLIANI et al., 2010).

Embora a TRE e o TCTH tenham algumas vantagens retardando a progressao
das MPS, existem varias limitagdes da TRE como necessidade de injegcdo semanal,
circulacao curta da droga no sangue, alto custo e penetragcéo limitada para lesdes
Osseas e do SNC (SAWAMOTO et al., 2018).
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1.6.3 Terapia de Redugé&o do Substrato

Enquanto o TRE visa a reducdo do armazenamento de GAG dentro dos
lisossomos através da reposicdo da enzima deficiente, a Terapia de Reduc¢do do
Substrato (TRS) baseia-se na utilizacdo de pequenas moléculas que agem como
inibidores da sintese de GAG que ndo podem ser degradados devido a atividade
enzimatica deficiente, levando a restauragcdo do equilibrio entre a sintese e a
degradacédo destes compostos. Quando esta molécula inibitéria consegue ultrapassar
a BHE pode corrigir também as alteracdes do SNC, ndo somente as manifestacdes
clinicas em tecidos somaticos (BECK, 2007; WRAITH, 2007; MUNOZ-ROJAS et al.,
2008).

Os medicamentos TRS sdo pequenas moléculas administradas por via oral
que podem acessar facilmente todos os érgaos/tecidos e diminuir o armazenamento
de GAG e a manifestacdo da doenca. Este tratamento pode ser distribuido por todo o
corpo, incluindo cartilagem, olho e cérebro, e apresentar resultados promissores em
orgaos/tecidos que nao sado alcancados pela TRE ou TCTH. A TRS pode ser
combinada com outras terapias que visam diferentes tecidos e estagios de progressao
da doenca. Em contraste com TRE ou TCTH, os medicamentos TRS ndo séo
invasivos. A TRS tem sido consideradas uma boa estratégia para controlar as
manifestacdes neuroldgicas, musculoesqueléticas e oftalmolégicas ndo contempladas
pela TRE e TCTH (NAN et al., 2020).

1.6.4 Terapia génica

A Terapia Génica consiste na introdu¢cdo de uma cépia normal do gene
(através de vetores virais ou tecnologia de edicdo de genoma) que corrige 0 gene
defeituoso no genoma, fornecendo genes funcionais visando aumentar a sintese da
enzima e permitir que esta seja produzida em quantidades suficientes. Estudos com
terapia génica (pré-clinicos) tém sido realizados para MPS |, MPS II, MPS IlI-A, MPS
I1I-B, MPS VI e MPS VII (BECK, 2007; TOMATSU, 2013).

Terapias génicas utilizando diferentes tipos de vetores virais, como
adenovirus (AV), virus adeno-associado (AAV), retrovirus (RV) e lentivirus (LV), fazem

parte de inimeros estudos em estagios pré-clinicos ou clinicos com diferentes vias de
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administragao, como intravenosa ou direta no SNC via inje¢do intracerebral (FRALDI
et al., 2018).

A terapia génica para MPS ainda nao esta aprovada na pratica clinica. No
entanto, apresenta-se como uma abordagem promissora para o tratamento das MPS
e outras doencas, com expectativas de fornecer um tratamento permanente e Unico.
No entanto, as abordagens iniciais usando vetores retrovirais falharam devido a
expressdo génica de curto prazo e efeitos adversos. A aprovacdo de produtos de
terapia génica na China, Russia e Europa (SHI et al., 2009; WILLYARD, 2012;
GRUBER, 2012), e a aprovagado pela FDA (Food and Drug Administration) nos
Estados Unidos em 2017 da primeira terapia para certos pacientes com uma forma de
leucemia linfoblastica aguda, trouxeram novas esperancas para 0s pesquisadores
(FDA, 2017).

Atualmente, as duas principais abordagens da terapia génica sao: 1) terapia
génica in vivo, na qual um virus portador do gene terapéutico é injetado por via
intravenosa ou local, e o gene € entregue nas células somaticas dos pacientes; e 2)
terapia génica ex vivo, na qual o gene é traduzido em células sométicas derivadas do
paciente e depois transplantadas de volta para o receptor (figura 16). Muitos estudos
pré-clinicos in vivo ou ex vivo relatam a terapia génica para MPS usando roedores e
modelos animais de grande porte (SAWAMOTO et al., 2018; WANG D. et al., 2019).
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Figura 16 - Estratégias de terapia génica in vivo e terapia génica ex vivo.
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A terapia genética in vivo a esquerda comeca com a implantagéo
do gene terapéutico no genoma viral. O vetor viral € entdo
injetado no corpo via IV, IT, IM ou IP para transduzir as células-
alvo. A terapia genética ex vivo a direita comeg¢a com uma
extracdo de células-tronco do corpo. O virus com o gene
terapéutico transduzird as células-tronco fora do paciente. Uma
vez que o vetor viral transferiu com sucesso 0 gene para as
células, as células séo reintroduzidas no corpo via IV, IT ou IM,
onde as células-tronco podem se diferenciar e o gene pode ser
expresso (SAWAMOTO et al., 2018. Pg. 21).

Essa capacidade de corrigir o fendtipo visando populacdes de células e
orgaos especificos, juntamente com o baixo limiar terapéutico e a promessa de
fornecer uma terapia Unica e definitiva, estimulou o desenvolvimento de uma
variedade de abordagens terapéuticas para MPS. Neste contexto, estudos
promissores com a edicdo do genoma que, em comparagdo com a terapia viral ndo
integrada, como AAV, garante que as modificacdes sejam consolidadas no genoma,
sem risco de diluicdo com o crescimento do 6rgdo e sem algumas das possiveis
complica¢gBes imunoldgicas do AAV (POLETTO et al., 2020).

Os estudos que se mostraram mais relevantes para fins terapéuticos séo
baseados em nucleases programaveis e incluem o clustered regularly interspaced
short palindromic repeat (CRISPR)—Cas9, zinc finger nucleases (ZFNs), transcription
activator-like effector nucleases (TALENS). Até o momento, apenas ZFNs e CRISPR-
Cas9 foram usados para desenvolver terapias em MPS e apenas ZFNs atingiram 0s
estagios clinicos de testes em pacientes humanos (BAK et al., 2018; CHRISTENSEN
et al., 2019).

1.6.5 Chaperonas

Hartl et al. (2011) definem chaperonas moleculares como qualquer proteina
que interage, estabiliza ou auxilia outra proteina a adquirir a sua conformacao
funcionalmente ativa, sem estar presente na sua estrutura final.

Chaperonas sdo pequenas moléculas que fazem parte de uma classe proteica
gue inclui uma grande variedade de proteinas que se distinguem pelo seu mecanismo
de acéo, comportamento e necessidade de energia para o exercicio das suas funcdes
(STOLZ; WOLF, 2010; BECK, 2007). Estas moléculas protegem as proteinas

defeituosas, e atuam em uma parte do sistema celular que tem a tarefa de controlar a
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qualidade da proteina sintetizada. Assim, agem aumentando a atividade residual da
enzima deficiente (causada pela presenca de variantes missenses) como
demonstrados em alguns estudos clinicos para Alzheimer, Parkinson e DLD como
Fabry e Gaucher (SAWKAR et al., 2005; GERMAIN et al., 2009; HARTL et al., 2011).

A terapia farmacologica com chaperonas baseia-se no conceito de que as
doencgas com perda de funcdo sdo muitas vezes devidas a mutacdes missense que
causam conformacao anormal (misfolding) das proteinas mutantes. Essas proteinas
sao reconhecidas pelos sistemas de controle de qualidade do reticulo endoplasmatico
e degradadas. Assim, a perda de funcdo ndo se deve a perda de atividade catalitica,
mas € o resultado da degradacao da proteina mutante. Estudos demonstram que as
chaperonas farmacologicas podem interagir com essas proteinas, favorecendo sua
conformacado correta e aumentando sua estabilidade. Como resultado, a atividade
enzimatica da proteina mutante é parcialmente resgatada (Fig. 17) (BECK, 2007;
PARENTI et al., 2013).
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Figura 17 - A terapia farmacol6gica com chaperonas. Fonte: Parenti et al., (2013).

Estudos promissores apontam que é importante manter niveis adequados de
chaperonas nas células de pacientes com MPS pois facilita o processo de
enovelamento de proteinas. Foi apontado que o aparecimento de mutacdes impede

gue a enzima atinja sua estrutura correta e glicosilagdo adequada, o que resulta no
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direcionamento incorreto da enzima. O uso de um inibidor competitivo da enzima e o
aumento dos niveis de chaperonas foram capazes de aumentar o nivel, bem como a
atividade enzimatica (ALMECIGA-DIAZ et al., 2019; LOSADA DIAZ et al., 2019;
MATSUHISA et al., 2021).

Niveis reduzidos de chaperonas podem ser uma causa adicional da baixa
atividade ou inatividade das enzimas lisossOmicas na MPS, e que, portanto, as
chaperonas farmacologicas podem, de fato, contribuir para 0 aumento da atividade da
enzima deficiente. No entanto, esta terapia envolve a administracdo de uma
chaperona farmacoldgica especifica para uma enzima lisossémica especifica em um
Unico tipo de MPS, para que esta possa atuar na sua conformacao correta e evitar a
degradacdo da enzima, na qual mesmo um pequeno aumento em atividade pode
aliviar alguns sintomas da doenga (ZABINSKA et al., 2023).

1.6.6 Tratamento suporte

As MPS apresentam-se de forma multissistémica, gerando complicacdes em
varios tecidos e 6érgaos, exigindo desta forma um atendimento de saude
multidisciplinar ao longo de toda a vida. E necessario o acompanhamento regular por
diversas profisses da saude para verificar potenciais intervencées nas condicfes
clinicas, visando, como forma de diminuir a morbidade e prevenir a mortalidade
precoce, um cuidado multidisciplinar a fim de minimizar os sinais e 0s sintomas
causados pelas complicacdes sistémicas que o curso degenerativo e progressivo das
MPS acarreta (WRAITH; CLARKE, 2006; CAVALEIRO et al., 2013).

O tratamento de suporte deve incluir todos os tratamentos que visam a
melhora da qualidade de vida dos cuidadores e pacientes, a manutencdo de sua
condi¢do clinica, funcionalidade e interacdo social. A equipe multidisciplinar deve
contar com médicos pediatras, neurologistas, geneticista, cardiologistas, fisiatras,
pneumologistas entre outros, assim como profissionais da area de reabilitacdo como
terapeutas ocupacionais, fisioterapeutas, fonoaudiélogos, psicélogos, nutricionistas e
dentistas. (MUENZER et al., 2009; WRAITH; CLARKE, 2006; GUARANY, 2011,
GUFFON et al., 2022).

Véarias medidas de suporte podem ser tomadas para contornar as
manifestacdes clinicas da doenca, tais como: tratamento medicamentoso (problemas

cardiacos, respiratorios, neurolégicos, entre outros); uso de equipamentos de suporte,
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como aparelho de pressao positiva do ar (CPAP) e aparelho auditivo; tratamento
cirargico (hidrocefalia, hérnias, algumas alteracbes esqueléticas, adenoidectomia,
amigdalectomia, entre outras); transplante de cornea para os casos de opacificacdo
mais importantes. Nao apenas as necessidades médicas, mas também as diversas
necessidades psicossociais, educacionais, vocacionais e outras necessidades dos
pacientes e de seus cuidadores devem ser levadas em consideracéo (KING et al.,
1984; KHANGURA et al., 2016; NEVIN et al., 2020).

O continuo acumulo de GAG leva a disfuncéo imunoldgica e a inflamacao dos
tecidos, apresentando citocinas pro-inflamatdrias elevadas, sugerindo que o0s
sintomas continuos podem ser atribuidos a inflamacéo local e sistémica. Estudos com
imunomodulador estdo sendo realizados visando melhorar a doenca esquelética nas
MPS |, Il e VI. Um estudo piloto mostrou alguma melhora na funcéo fisica e na dor e,
como resultado, um estudo de fase I/ll esta em andamento (POLGREEN et al., 2017).

Considerando a evolucdo multissistémica da MPS VI, diretrizes de
monitoramento, avaliagbes e manejo de rotina foram recomendados no
acompanhamento da historia natural destes pacientes. As avaliacdes recomendadas
incluem exames clinicos, laboratoriais, radiolégicos, higiene bucal e fisioterapia
(AKYOL et al., 2019; DEMIS et al., 2021).

Além disso, na necessidade de procedimentos cirdrgicos e demais
procedimentos que necessitem de anestesia, que € altamente arriscado para
pacientes com MPS, devido a potenciais dificuldades nas vias aéreas, a relacao riscos
versus beneficios devem ser bem avaliadas. Um cuidadoso plano de manejo pré e
peri-operatério € necessario para evitar maiores complicacdes. Os procedimentos
devem ser rigorosamente monitorados e supervisionados por anestesistas
experientes (KING et al., 1984; WRAITH et al., 2008 AKYOL et al., 2019; DEMIS et
al., 2021).

Outra terapia importante para estes pacientes € a fisioterapia, pois tem por
objetivo minimizar as contraturas e rigidez articular e melhorar a forca muscular. A
fonoaudiologia e a terapia ocupacional também podem contribuir ajudando na
aquisicao de habilidades para o paciente (MUENZER, 2004; GUFFON et al., 2022).

Visando contribuir para identificagdo precoce desta doenca grave e
multissistémica este trabalho relata a apresentacao clinica, bioquimica, genotipica e

fenotipica dos pacientes com MPS no estado do Para.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil epidemioldgico, clinico, bioquimico e genético de pacientes com

Mucopolissacaridoses no Estado do Para.

2.2

Objetivos Especificos

Comparar as caracteristicas clinicas dos pacientes com MPS encontradas

neste estudo com os dados da literatura.

Identificar o perfil bioquimico dos pacientes com MPS.
Identificar o perfil molecular dos pacientes com MPS.
Avaliar a mensuracédo de GAG dos pacientes com MPS submetidos a TRE.

Investigar a associa¢do do gendtipo e fendtipo dos pacientes com MPS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizagdo da Amostra

O Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo da Universidade Federal do
Para (LEIM/UFPA) e o Hospital Universitario Bettina de Ferro Souza (HUBFS/UFPA)
sdo, atualmente, os principais centros de referéncia regional no diagndstico e
tratamento de pacientes com MPS, respectivamente.

O Laboratorio Regional de Erros Inatos do Metabolismo do Servico de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (LEIM/SGM/HCPA) tem sido
parceiro do LEIM/UFPA e do HUBFS/UFPA. Este servi¢co oferece suporte auxiliar na
identificacdo de varias doencas hereditarias metabdlicas. A parceria com este centro
foi fundamental para realizacédo deste estudo, uma vez que facilitou a identificacéo e
o diagndstico bioquimico e molecular de subtipos de MPS.

Este trabalho considerou ou dados levantados apenas de pacientes

encaminhados ao LEIM/UFPA, com suspeita clinica para MPS.

3.1.1. Estudo Epidemioldgico das MPS no Estado do Para

Para a analise epidemioldgica foram considerados 85 pacientes atendidos no
LEIM/UFPA, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2022, encaminhados com
suspeita clinica ou laboratorial de MPS. As variaveis consideradas para tracar o perfil
epidemioldgico foram: sexo; local de nascimento; idade de inicio dos sintomas e do
diagndstico; dados laboratoriais; fenotipo relatado e historia familiar. As informacdes
foram selecionadas a partir dos formularios de anamnese do LEIM/UFPA (anexo 1) e
dos prontuarios de atendimento do HUBFS.

Através da estatistica descritiva as variaveis foram resumidas, incluindo

média, mediana, intervalos, porcentagens e/ou frequéncias.

3.1.2. Aspectos éticos

O presente estudo levou em consideracdo os principios éticos basicos das

diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. As
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familias dos pacientes que aceitaram participar deste estudo receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido (anexo Il), além de informacdes sobre os objetivos
da pesquisa.

Embora alguns pacientes tivessem idade superior a 18 anos, eles nao foram
considerados seus préprios responsaveis legais, em funcéo das limitacées impostas
pela doenca, cabendo aos familiares tal responsabilidade. Este trabalho foi aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa (anexo Il1).

3.1.3. Andlise bioquimica e molecular

O ensaio enzimatico para as diferentes enzimas foi realizado nos casos que
apresentaram a excrecao urinaria de GAG elevada. Foram identificados 33 pacientes
com algum tipo de MPS. Destes, 27 fizeram diagnéstico molecular.

Apenas os pacientes com MPS do tipo I, I, IVA, VI e VII se encontram sob
terapia de reposicdo enzimatica e, portanto, 0 acompanhamento da mensuracéo da
excrecao urinaria de GAG antes e apos TRE foi realizado.

Foi realizada a coleta de sangue de familiares dos pacientes, de acordo com
0 padrdo de heranca genética do subtipo da doenca para identificacdo de possiveis

variantes. Foram analisadas 2 amostras de DNA de irmas de pacientes com MPS Il.

3.1.4. Coleta e armazenamento das amostras

O diagndstico bioquimico das MPS analisadas se deu em duas etapas:
- Foram coletadas amostras de urina (30mL) para triagem urinaria e para
quantificar os niveis de GAG nos pacientes. Estas amostras foram armazenadas a
temperatura de -20C°.
- As amostras de sangue total foram obtidas através de puncédo venosa e
colhidas em frascos de vidro de 5 a 10 mL (tipo vacutainer), contendo anticoagulante
heparina e uma parte foi impregnada em papel filtro. Os ensaios enzimaticos foram
realizados no plasma, leucocito e sangue impregnado em papel filtro (SIPF), conforme
a disponibilidade do material biolégico para cada MPS.

Para o diagnostico molecular, as amostras de sangue foram coletadas com

anticoagulante EDTA e/ou SIPF, as quais foram devidamente identificadas e
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armazenadas em temperatura adequada para cada tipo de amostra, até 0 momento
da extracdo de DNA.

3.2 Protocolos laboratoriais empregados na investigacao de MPS

3.2.1 Triagem Urinaria (método qualitativo)

As analises laboratoriais iniciais necessarias para o diagnostico de MPS foram
constituidas de testes de triagem urinaria compreendendo:
l. Teste do Brometo de Cetil-Trimetril-Amoénio (BCTMA) descrito por Thomas &
Howell (1973) e caracterizado por turvagédo ou precipitagdo da urina na presenca do

reagente BCTMA, como mostrado na figura 18.

Figura 18 -Turvagéo observada em urina positiva para MPS no teste de BCTMA.
Fonte: LEIM/ICB/UFPA. (A) negativo; (B) positivo

Il. Teste do Azul de Toluidina descrito por Buist (1968) e Thomas; Howell (1973)
no qual ha a visualizacdo de manchas com coloracdo purpura metacromatica em
papel filtro, como visualizado na figura 19.

Figura 19- Visualizacdo de manchas com colorag¢éo purpura metacromatica no teste do Azul
de Toluidina
Fonte: LEIM/ICB/UFPA. (A) Positivo; (B) Negativo.
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3.2.2. Quantificacdo de GAG Urinérios (método quantitativo)

A dosagem de creatinina, descrita por Dick (1970), na urina € um
procedimento inicial prévio a separac¢éo e a quantificacdo de GAG que visa estimar a
quantidade de soluto da amostra em funcao da excrecédo do metabdlito creatinina.

A dosagem dos GAG foi realizada no LEIM-UFPA através do protocolo
espectrofotométrico descrito por De Jong et al., (1989), o qual mede a absorbancia da
reacao obtida entre uma solucédo tamponada de azul de dimetileno (DMB) e os GAG
presentes na urina. O resultado é expresso em g de GAG/mg de creatinina (protocolo
anexo V). Os valores de referéncia adotados variam de acordo com a faixa etaria de
cada paciente (tabela 1) (SILVA, 2015).

Tabela 01 — Valor de referéncia para dosagem urinéria de acordo com a faixa etaria

Faixa Etaria Valor de Referéncia
(ug de GAG/mg de creatinina)
<1 ano 136 - 274

01 a 02 anos 80,4 - 264,3

03 a 04 anos 68,1-185,6

05 a 07anos 67,2-123,8

08 a 09 anos 44-106

11 a 13 anos 31-97

14 a 18 anos 27,8-96

18 a 20 anos 13-59
Acima de 20 anos 13-44

Fonte: LEIM/ICB/UFPA.

3.2.3 Eletroforese de GAG

A eletroforese de GAG foi realizada no LREIM/SGM/HCPA, de acordo com
protocolos de Pennock, (1976) e Cappelletti et al., (1979). A matriz sélida selecionada
para o procedimento € o gel de agarose. Este gel é feito com solu¢cédo de agarose 1%
em placa de vidro nivelada 12x15 cm. As amostras de GAG e padrdes precipitados
foram aplicadas em pocos feitos com pentes de impressao (protocolo anexo V). O
resultado é obtido através da observacédo de bandas de acordo com o gradiente de
densidade e tamanho especifico de cada tipo de GAG presente na amostra (figura
20).

De acordo com este procedimento, o resultado é capaz de direcionar para o

tipo de ensaio enzimatico a ser realizado. Quando a enzima deficiente € uma
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sulfatase, (como é o caso das MPS II, 1ll, IVA e VI) deve-se recomendar a mensuracao
da atividade de outra sulfatase para excluir a possibilidade diagnéstica da deficiéncia
multipla de sulfatases (PENNOCK, 1976; CAPPELLETTI et al., (1979).

s
DS

Or.
- » 1 2 3 4 s & 7 = B 10

Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose. Fonte: Neves, 2015. Pg 02.
Obs.: 4, 5, 6 e 7 mostram fracbes de GAG urinarios.
P — Padrdo de GAG: mistura de CS, DS e HS; Or. - Origem da corrida eletroforética.

3.2.4 Ensaio enzimaticos

Os ensaios enziméticos foram realizados no LEIM/ICB/UFPA e LREIM-SGM-
HCPA em amostras de leucécitos ou plasma ou SIPF, de acordo com a viabilidade da
amostra (quadro 4). A selecdo das enzimas testadas foi realizada levando-se em
consideracao a suspeita clinica e a eletroforese dos GAG. A separacgdo de leucocitos
foi realizada segundo a metodologia descrita por Skoog e Beck, (1956). A
determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia

descrita por Lowry (1951).

Quadro 4 - Amostras bioldgicas utilizadas no ensaio enzimatico para diagnostico de diferentes

tipos de MPS.
MPS ENZIMA Plasma Leuc. Fibrob. Amni. SIPF
I o~ L-lduronidase X X X X X
Il Iduronato 2 sulfatase X X X X
A Heparan-N-sulfatase X X X X
B a-N-Acetil-glicosaminidase X X X X
IIC  Acetil-CoA:a-glicosamina acetiltransferase X X X
IVA Galactose-6-sulfatase X X X X X
VI Arilsulfatase B X X X
VIl B-glicuronidase X X X X X

Fonte: Procedimento Operacional Padréo (LREIM/SGM/HCPA)
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3.2.5 Estudo Molecular

a) Extracdo do DNA:

As amostras de sangue de cada paciente com MPS e seus familiares (quando
disponivel) foram coletadas para a extracdo de DNA no Laboratério de Erros Inatos
do Metabolismo (ICB/UFPA), e extraidas com o mini kit de DNA gendémico PureLink®
invitrogen (Thermo Fisher Scientific). As extracbes foram realizadas de acordo com o
protocolo (protocolo anexo VI) e armazenado a -20 °C até o uso. A pureza das
amostras e quantidade de DNA extraidas foram avaliadas usando um

espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

b) Sequenciamento direto:

Esta etapa da pesquisa contou com a parceria do Servico de Genética Médica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA). As amostras foram amplificadas
no (lon Ampli Seq™ Thermo Scientific™) que utiliza uma estratégia de amplificacao
PCR ultra-multiplex utilizando pequenas quantidades de DNA gendmico
(BUERMANS; DUNNEN, 2014).

Os 11 genes relacionados com MPS (IDUA, IDS, SGSH, NAGLU, HGSNAT,
GNS, GALNS, GLB1, ARSB, GUSB e HYAL1) foram divididos em trés diferentes
painéis personalizados de acordo com a semelhanca das apresentagfes clinicas.
Painel 1, primeiro composto MPS tipos I, Il, VI e VIl e posteriormente foi redesenhado
para incluir MPS IX. O painel 2 incluiu todos os tipos de MPS lll e o painel 3 incluiu os
MPS IV tipos A e B. Os dados foram analisados na plataforma de bioinformética lon
Torrent Suite e lon Reporter (Thermo Sci™) versao 5.6 (BRUSIUS-FACCHIN et al.,
2018).

3.2.6. Andlise in silico de variantes novas

A fim de avaliar os efeitos de variante novas sobre a funcdo das proteinas
(enzimas deficientes nas MPS analisadas neste estudo), cinco ferramentas da
bioinformética foram utilizadas: PolyPhen-2 (polymorhism phenotyping), PROVEAN
(protein variation effect analyzer), Analise SIFT, Andlise — Mutation Taster e Analise

HOPE (human and organizational performance).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6687349/#B3
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4 Analise de dados

Os dados do sequenciamento foram analisados na plataforma de
bioinformética lon Torrent Suite e lon Reporter (Thermo Sci™) verséo 5.6.

Considerando as inUmeras variaveis encontradas em um pequeno namero de
pacientes com diferentes tipos de MPS, neste estudo optou-se pela estatistica
descritiva. Para mensuracao dos perfis clinicos e sociodemograficos dos pacientes
com MPS, foram utilizadas as seguintes variaveis: idade diagnostico, procedéncia,
idade de inicio do tratamento e fenotipo.

As frequéncias das mutagcBes encontradas (variaveis qualitativas) foram
calculadas pela divisdo do numero de alelos alterados das mesmas pelo namero total
de alelos pesquisados. Para a determinacéo dos valores percentuais, este coeficiente

foi multiplicado por 100.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Perfil Epidemioldgico das MPS no Estado do Para

No periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2022 foram atendidos no
LEIM/UFPA 85 pacientes com suspeita clinica ou laboratorial de MPS. Destes 39%
tiveram diagnostico de MPS, 24 do sexo masculino e 09 do sexo feminino: 05 MPS |,
11 MPS 1I, 01 MPSIIIA, 03 MPS 11IB, 01 MPS IIIC, 02 MPS IVA, 09 MPS VI e 01 MPS
VII.

Esses diagndsticos tiveram seu inicio no LEIM, mas em 23 casos a confirmacao
enzimatica foi realizada em parceria com o LHGMPOA, 09 casos foram confirmados
no LEIM e 1 caso em laboratério externo e depois encaminhado ao HBFS para
tratamento e ao LEIM para acompanhamento.

A MPS de menor incidéncia no estudo foi a MPS VIl com 1 caso, e a de maior
incidéncia foi a MPS Il (10 casos, 6 familias). Cerca de 57% dos pacientes nao
concluiram a investigacao laboratorial e 4% foram diagnosticados com outra patologia
(Figura 21).

ATENDIMENTOS 2003 - 2022

® MPS
m S/ DIAGNOSTICO
OUTRAS PATOLOGIAS

Figura 21: Pacientes com suspeita de MPS atendidos no LEIM/UFPA no periodo de 01/2003 a 12/2022.

Este estudo também evidenciou diagnéstico tardio na maioria dos pacientes
com MPS. Considerando que os sintomas podem aparecer antes do primeiro ano de

vida, em poucos casos somente foi possivel fazer o diagnéstico de MPS antes de um
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ano naquelas familias que ja tinham pelo menos um caso diagnosticado. A idade

meédia de diagndstico ficou em torno de 7,9 anos desvio padréo 5,3 (Figura 22).

IDADE DE DIAGNOSTICO

H <1 ano
la5anos
6 a 10 anos
>10

Figura 22: Idade do diagndstico de MPS

Os trabalhos de Wraith et al., (2008), Martin et al., (2008) corroboram a
dificuldade no diagndstico precoce, mesmo com relatos dos primeiros sintomas no
primeiro semestre de vida, sem um relato prévio de MPS na familia o diagndstico
acaba ocorrendo ap6s meia década de vida.

A triagem neonatal ou populacional, divide opiniées colocando o aspecto ético
em pauta em muitos estudos. Embora em familias de pacientes com MPS, o apoio ao
teste neonatal seja dominante, estudos mostram que identificar possiveis variantes
gendmicas de significado desconhecido, alelos de pseudo-deficiéncia ou formas de
inicio tardio da doenga, geram uma angustia familiar, fazendo-se necessaria o
acompanhamento de profissionais como psic6logos e psicoterapeutas, trabalhando
em conjunto com geneticistas, para auxiliar e esclarecer as duvidas que as familias
com diagnéstico precoce, porém nem sempre conclusivo, terdo que enfrentar
(PEAKE; BODAMER, 2016; DONATI et al., 2018).

Foi observado que 75% dos pacientes deste estudo ndo residem na capital
Belém, fato este que pode estar influenciando o retorno do paciente para dar
continuidade ao diagndstico laboratorial. O mapa do Estado do Para mostra que nao
ha correlacédo entre a idade de diagnostico e local de origem, indicando que o

diagnostico tardio de MPS ocorre independente da localidade (figura 23).
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FAIXA ETARIA DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS NO ESTADO DO PARA
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Figura 23: Faixa etéria de diagndstico de pacientes com MPS no estado do Para

Considerando que ndo houve associacdo entre o local de origem e a faixa
etaria do diagnostico do paciente, o inicio dos sintomas pode ser considerado um
parametro para avaliar a elevada taxa de diagnéstico tardio. Foi observado que a
idade relatada de inicio dos sintomas variou de 1 més a 15 anos, predominando a
faixa etéria entre 1 e 5 anos, tendo seu relato inicial mais frequente nas MPS | e |l
(figura 24). Estes achados também foram observados nos estudos de Wraith et al.,
(2008), Martin et al., (2008).
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Figura 24: Idade de inicio dos sintomas em pacientes com MPS

Os achados clinicos e a dificuldade de um diagndstico precoce sdo também
relatados por Muenzer, (2004); Sofronova, et. al., (2022), Kubaski et al., (2020). Estes
estudos relatam gque os sintomas clinicos ndo séo exclusivos de pacientes com MPS
e somado ao fato da sua heterogeneidade clinica e sua diversidade de caracteristicas
cronicas e progressivas e gendtipo apresentados, esses fatores contribuem para um

diagnéstico tardio.

5.2. Caracteristicas clinicas dos pacientes com MPS.

Neste estudo consideramos todos os sintomas relatados em algum momento
na ficha de anamnese do LEIM/UFPA e nos prontuarios de atendimento do HBFS,
independente da sua regressdo posterior. O sintoma que apresentou maior
frequéncia, independente do tio de MPS, foi as faces grosseiras presente em 81,82%
dos casos, seguidos de deformidades ésseas com 78,79%, hepatoesplenomegalia
75,76% e infeccdes respiratorias frequentes 72,73%. Ja os sintomas de menos
frequéncia foram lesdes de pele 6,06%, TEA 9,090% e convulsdes 12,12%.

Os sintomas de maior prevaléncia sdo os mesmos apresentados nos estudos
de Lehman et. al., (2011), Martins et al. (2018), Kubaski et al. (2020) e Sofronova, et.
al., 2022. Ja os de menor frequéncia, somente as lesdes de pele aparecem nos
estudos, porém como mesmo com uma frequéncia baixa TEA e convulsées foram

relatados por um percentual significativo de pacientes, com uma frequéncia até maior
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do que as lesdes de pele apontadas na literatura, podendo estar ou nao relacionado

a deficiéncia enzimatica, entendemos ser importante relatar.

Os sintomas precoces apresentados neste estudo, com relatos inferiores a

um ano de idade foram: Hernias, hepatoesplenomegalia, seguidos de cabelo grosso,

Hipertricose, ma oclusdo dental, faces grosseiras e displasia de quadril. Sintomas

estes que néo sao exclusivos das MPS.

Tabela 02- Fendtipos apresentados neste estudo que podem ser sugestivos de MPS

Fendtipos apresentados MPS | | MPSII | MPSIII MPS IV | MPS VI MPS VII
(Média % por MPS) (ABC) A* **
Faces 80 100 100 50 66,7 100
grosseiras
Cabeca Macroglossia | 20 18,1 0 50 33,3 100
Hipertricose 20 100 60 0 55,5 0
Cab. grosso
Macrocefalia 20 72.7 40 0 44,4 100
Nublado de 0 0 0 66,7 0
cérnea 40
Denticdo 81,8 20 50 444 100
anormal 40
Baixa estatura | 60 81,8 20 100 44,4 100
. Rigidez 80 72.7 60 50 66,7 100
Osteoarticulares | = o
Deformidade | 100 90,9 60 100 55,5 100
Odsseas
Méos em | 60 90,9 0 50 55,5 100
garra
ANPM 40 72.7 80 100 55,5 100
Atraso na fala | 60 72.7 100 50 55,5 0
S DI
Neurolégi . .
eurologicas Hiperativo | 20 545 | 100 100 111 0
agressivo
Convulsdo 20 9,1 20 0 11,1 0
TEA 0 20 50 0 0
Vias aéreas Infec. Resp. | 100 72.7 40 50 77,8 100
Frequente
Doenca obst. | 80 54,5 40 100 77.8 0
V. aéreas
Abdominas Hepatoesplen | 80 90,9 80 0 66,7 100
omegalia
HérniaU/I1/T | 80 81,8 20 0 444 100
Outros Alt. cardiaca | 60 36,4 20 50 55,5 0
lesdo na | 20 0 0 0 11,1 0
pele

Obs.: * 2 pacientes / ** 1 paciente
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5.2.1 MPS |

A idade de inicio dos sintomas nos pacientes com MPSI variaram de 1 més a
5 anos, com a idade de diagndstico ficando ente 0,8 a 16 anos, o que nos da uma
média de idade de diagnostico de 7,7 anos.

NoOssos pacientes tiveram o inicio dos sintomas, bem proximos aos relatados
na literatura. J& idade de diagnéstico relatada na literatura foi em média de 1 ano,
muito inferior a idade de diagndstico dos pacientes deste estudo (BECK et al. 2014;
BARONE et al. 2018). Outro ponto divergente foi com relacdo aos sintomas
neurologicos/cognitivos que nos estudos de Barone et al. (2018), Shapiro et al. (2015)
e Muenzer et al. (2009), se fazem presentes em 100% dos casos, € em nosso estudo
apresentam algum sintoma em no maximo 60% dos relatos. Os demais sintomas

estao dentro do relatado nos demais estudos.

5.2.2MPS I

A MPS Il teve um relato de inicio dos sintomas entre 1 més e 2 anos (média
1,05 e desvio padréo 0,68) e idade de diagndéstico variando entre 0,8 meses e 17 anos
(média 8,2 e desvio padrao 4,7). Estudos de Wraith et. al. (2008), Parini et al. (2016)
e Shapiro et al. (2021) relatam o aparecimento dos sintomas entre 2 e 6 anos e a
média de diagnostico entre 3 e 4 anos. Quanto aos sintomas, o comprometimento
neurolégico do nosso estudo obteve uma menor frequéncia e nenhum caso de
convulséo foi relatado. J& nos estudos de Young e Harper (1983) e Jiménez et al.
(2017) as convulsdes apresentam uma frequéncia de 60%. Os demais sintomas estéo

préximos as médias relatadas.

5.2.3 MPS 1lI

A idade relatada de inicio dos sintomas foi de 2 a 5 anos (média 3,6 e desvio
padrao 1,1), com uma idade de diagnéstico média de 8,2 anos. Nos estudos clinicos
de Ruijter et al. (2008) com 29 pacientes com MPS Il na Holanda o desenvolvimento
psicomotor foi relatado como normal em todos os pacientes durante o primeiro ano de

vida. Liang et al. (2023) em seus estudos com MPS Il na China evidenciou que 0s
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primeiros sinais clinicos da doenga foram observados entre 1 e 6 anos (média de 3,5
anos), e a média de idade de diagnostico foi de 7,6 anos, dados estes proximos aos
aqui relatados.

Nosso estudo evidenciou a maior prevaléncia de sintomas neuroldgicos do
gue osteomusculares, corroborando com os estudos de Shapiro et al. (2016), Abreu
et al. (2021), Shapiro et al. (2021), Barone et al. (2018), Cyske et al. (2022).

5.2.4 MPS IV A

Neste estudo foram diagnosticados 02 casos de sindrome de Morquio tipo A
apresentando sintomas com idade inferior a 1 ano, e diagnostico antes dos 3 anos.
Os fendtipos apresentados de forma mais precoce e com maior frequéncia foram os
osteomusculares, porém o ADNPM e hiperatividade se fazem presentes nos dois
pacientes.

Como em outras MPS a maioria dos pacientes com MPS IVA apresentam-se
sem sintomas ao nhascimento e geralmente passam a apresentar deformidades
esqueléticas dos primeiros anos de idade. Com o acumulo excessivo de KS e C6S
nos 0ssos, cartilagem e na matriz extracelular (MEC) os pacientes apresentam uma
forma especifica de displasia esquelética. A displasia esquelética com pescoco e
tronco curtos, obstrucado traqueal, pectus carinatum, frouxidao articular, cifoescoliose,
coxa valga e geno valgo séo caracteristicas comuns em uma forma grave da doenca
(Tomatsu et al. 2016: Tomatsu et al. 2012). A maioria destes sintomas foi observado
em nossos pacientes, mesmo com um diagndstico e tratamento relativamente precoce

guando comparado as outras MPS deste estudo.

5.2.5 MPS VI

Pacientes com MPS VI apresentam multiplos fenotipos clinicos em
intensidades e frequéncia bem variados (NEUFELD & MUENZER, 2001; MUENZER,
2004; KUBASKI et al., 2020). Em nosso estudo a idade de diagndstico e tratamento
variaram de 11 meses a 22 anos. Os sintomas respiratorios e osteoarticulares foram

0s mais frequentes e os menos frequentes foram os neurolégicos. Porém, de forma
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geral, todos os sintomas relatados na literatura foram identificados em pelo menos um
paciente deste estudo com MPSVI.

A TRE quanto mais precoce e continua consegue retardar o curso clinico da
MPS VI, preservando a resisténcia, destreza funcional e varias competéncias motoras
finas e grossas apés 7,7-9,8 anos de tratamento, apresentando também menor
comprometimento do crescimento, intercorréncias cardiacas e progressdo dos
fendtipos esperados no fendétipo classico destes pacientes. Porém a TRE néo parece
prevenir a progressao da doenca esquelética ou ocular a longo prazo. Garcia P. et al.,
2021.

5.2.6 MPS VII

A MPS VIl possui uma vasta heterogeneidade fenotipica onde sintomas
osteomusculares, facies grosseiras, problemas cardiovasculares, abdominais,
ADNPM entre outros séo descritos na literatura, com uma variacdo acentuada também
na idade de inicio dos sintomas que podem ser observados na gestacdo com o
aparecimento da hidropsia fetal ou nos primeiros anos de vida com sintomas mais
comuns como hernias ou baixa estatura, problemas osteoarticulares, entre outros
(MCCAFFERTY & SCOTT, 2019; KUBASKI et al., 2020 GIUGLIANI et al., 2021).

A Sindrome de Sly é considerada ultrarrara e neste estudo foi identificado um
paciente com uma nova variante patogénica (GIUGLIANI et al., 2021). Os sintomas
apresentados por este paciente foram alteragcBes osteoarticulares, abdominais e

faciais.

5.3 Andlise Bioquimica de Pacientes com MPS

5.3.1. Triagem Urinéaria

O primeiro passo apoés a suspeita clinica é usualmente a triagem urinaria para
EIM. Este procedimento laboratorial ndo é especifico para MPS, porém alguns
resultados positivos como por exemplo o BCTMA e Azul de Toluidina direcionam a
investigagdo, indicando a necessidade da dosagem quantitativa dos GAG urinarios.

Apesar de ndo definirem o diagndstico de MPS, estudos apontam o teste azul de
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toluidina e o teste BCTMA urinarios como exames iniciais para a triagem de pacientes
com suspeita de MPS (BUIST, 1968; THOMAS e HOWELL, 1973; VIANA, 2010).

Em nosso estudo o teste de BCTMA apresentou um percentual de
assertividade de 22,7% e o teste de azul de toluidina um percentual de confiabilidade
de 75%. Estes testes podem sofrer a interferéncia de varios farmacos, e, portanto, néo
sdo exames de primeira linha para deteccdo de MPS, porém podem contribuir
indicando uma possivel patologia, uma vez que sdo exames de triagem inicial e seu
resultado positivo ndo € exclusivo para MPS, uma vez que valores elevados de GAG
podem ser também observados em pacientes com diagnostico de Mucolipidose e
Deficiéncia Mdltipla de Sulfatases.

5.3.2 Dosagem de GAG

A dosagem de GAG urinério apresentou resultado de 2 a 5 vezes superior ao
valor de referéncia de normalidade por idade, em todos 0s casos positivos para MPS,

mostrando ser um importante biomarcador na identificacdo desta patologia (figura 25).
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Figura 25 - Primeira dosagem de gag urinario

Inicialmente, a quantificagcdo de GAG na urina era realizada através de técnicas
colorimétricas, identificando somente o aumento dos GAG de uma forma geral (Buist,
1968; Thomas; Howell 1973). Atualmente, varios meétodos analiticos, como a

espectrofotometria de massa, tém utilizado amostras de urina e/ou sangue em papel
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filtro, facilitando o transporte destas amostras bioldgicas, especialmente em paises
com significativas dimensdes geograficas, como é o caso do Brasil.

A sensibilidade e especificidade das novas tecnologias contribuiram néo
apenas para a dosagem de cada GAG especifico, mas também para a identificacao
de subprodutos que podem ser considerados importantes na conduta clinica (Breier,
2014; Tomatsu et al., 2014). As amostras de urina impregnadas em papel filtro séo de
facil armazenamento e facilita o transporte por ndo requerer refrigeracdo. Porém, o
elevado custo das novas tecnologias acaba comprometendo a aplicabilidade da
técnica em grande escala.

Além de sua utilidade no diagnéstico das MPS, a mensuracdo dos GAG na
urina mostrou-se eficaz também no acompanhamento apds o inicio da TRE dos
pacientes deste estudo, a saber: MPS |, I, IVA, VI e VII, indicando que a reducgao
deste metabdlito esta associada a eficacia da TRE (figura 26).

Estudos de Viana, (2010); Giugliani, (2012); Breier, (2014); Bitencourt et al.,
(2019), também relataram a dosagem dos GAG urinarios como um biomarcador Util

de facil acesso e baixo custo no acompanhamento da TRE.
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Figura 26 — Dosagem de GAG apo6s TRE

Nos estudos de Karageorgeos et al.,, (2007), os padrdes genotipicos e
fenotipicos de pacientes com o mesmo subtipo de MPS que ja se encontravam em
TRE foram descritos e indicaram que, juntamente a andlise de GAG urinarios, outros

parametros bioquimicos (mensuracdo das atividades enzimaticas residuais em
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fibroblastos dos pacientes) sdo necessarios para a determinacdo do espectro clinico
de cada paciente.

Apesar dos beneficios da TRE, a medicacdo pode causar rea¢des adversas,
como pirexia, cefaleia, dor abdominal, dispneia, calafrios, artralgia, prurido,
hipertensao/hipotensao, urticaria e exantema (rash) (GIUGLIANI et al.,2010).

Os pacientes deste estudo relatam poucas reacfes a medicacdo e de baixa
intensidade. Porém, devido as infusdes semanais intravenosas, 0 acesso venoso
acaba se tornando um empecilho a infusdo, chegando a um estado em que para a
continuacdo da TRE é fundamental para o controle dos sintomas e melhora na
qualidade de vida a implantacdo de um cateter venoso de longa permanéncia, como
o cateter de Port-A-Cath.

Os cateteres Port-A-Cath sdo dispositivos de borracha siliconada, que
possuem em sua extremidade distal uma camera puncionavel, que fica sob a pele
embutida no tecido subcutaneo na regido do implante. A veia subclavia € a mais
escolhida, por apresentar riscos reduzidos de trombose e infec¢cdo, quando
comparada as demais opg¢des, como a veia femoral e jugular interna (MACEDO et al.,
2015).

Esse cateter € uma possibilidade em tratamentos prolongados endovenosos,
por causa de sua efetividade na administracdo de medicamentos por periodos
prolongados (DAMACENA et al., 2020). O uso deste cateter tem sido cogitado pela
equipe médica em 2 pacientes do estudo, para reduzir o trauma de puncdes
malsucedidas e para possibilitar o tratamento na sua cidade natal com mais

seguranca.

5.3.3 Dosagem Enzimatica

A dosagem enzimatica em leucécitos tem sido considerado o padrdo ouro
para a definicdo do diagndstico de MPS (BREIER et al., 2014; GIUGLIANI, 2012). Em
nosso estudo, a mensuracdo das enzimas nestas ceélulas ocorreu na maioria dos
pacientes 73,3%. Apenas 20,0% dos ensaios enzimaticos foram em SIPF e 6,67% no
plasma (tabela 3). Além disso, mesmo nao sendo possivel utilizar a técnica padréao
ouro na maioria dos pacientes, nao houve nenhum prejuizo em definir o diagnéstico

guando foi possivel mensurar a enzima em plasma ou SIPF (tabela 3).
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Tabela 3 — Valores de atividade enzimatica em matérias diversos

LEUC. PLASMA SIPF LEUC. PLASMA SIPF
o— Llduronidase 0,25 ND ND 32564 68-1378 11-95A
Iduronato-2-sulfatase = ND-10.9 31-1104
Heparan-N-sulfatase 0,02 0,19082¢
- aN-Acetilglicosaminidase 0,16 ND 10 - 34~ 096-58¢
AcetiCoAa-glicosamina 5,7 14-81°
acetiltransferase
N-acetilgalactosamina6- 3,5 b8 -242°0
sulfato sulfatase
Arilsulfatase B 1.02-2312 2.7 72 - 1764~ 53-2268
B-glicuronidase 358 3030068 22948
Anmol/h/mg prot. __ B nmol/h/mL ___ Cumol/h/L ___ P nmol/17h/mg prot.

Para garantir a viabilidade das enzimas lisossomais, util como padréo-ouro no
diagndstico das MPS, é necessario que a separacao dos leucdcitos seja realizada no
maximo em 72 horas. A partir de 2019 a empresa de correios do Brasil vem atrasando
em mais de cinco dias a entrega de amostras de sangue coletado com heparina ao
Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, centro latino-
americano de referéncia para o diagnostico de erros inatos do metabolismo. Esta
situacdo vai contra ao que preconiza a Politica Nacional de Atencdo Integral a
Pessoas com Doencas Raras (Portaria 199, 30/06/2014, MS, Brasil), ou seja, acesso
ao diagnéstico e tratamento (quando disponivel) precoce de doencas raras de origem
genética. Neste caso, nosso estudo recomenda que o Ministério da Saude do Brasil
estabeleca parceria com a empresa de correios com o intuito de evitar o atraso de
amostras biologicas de pacientes destinadas a centros de referéncia no pais.

O uso de amostras de SIPF tem sido uma opcdo para o diagnostico
bioguimico e molecular de alguns pacientes deste estudo, principalmente aqueles que
residem distante do nosso Servico de Referéncia em Doencas Raras Hospital
Universitario Bettina Ferro de Souza (UFPA). Breier et al., (2014) relataram que no
campo da pesquisa genética, 0 uso de amostras bioldgicas impregnadas em papel
filtro é aceito mundialmente, visando facilitar o envio de amostras a laboratorios de
referéncia para analises que se fazem necessarias. Nosso estudo identificou dois
pacientes indigenas com MPSII utilizando amostras de SIPF que residem em reservas

indigenas de dificil acesso.
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5.4 Analise molecular

O diagnostico molecular é uma importante ferramenta para possiveis acdes
terapéuticas, como também permite a predi¢cdo dos fendtipos, pois estudos revelam
correlagdo positiva entre determinadas variantes e fendétipo clinicos apresentados,
indicando desta forma uma possivel conduta terapéutica e direcionando para o
aconselhamento genético (KUBASKI et al., 2020).

Embora o ensaio de atividade enzimatica seja considerado o padrédo-ouro
para o diagnostico das MPS, testes genéticos moleculares sdo recomendados (Brady
et al. 2013 e, sempre que possivel, as conclusGes diagnosticas devem ser feitas
levando em consideracgao os resultados clinicos, bioquimicos e de genética molecular.
A analise molecular é util para:

(@) confirmacao de um diagnostico de MPS quando um ensaio enzimatico
em leucdcitos ou fibroblastos ndo é possivel, pois o diagnostico ndo pode depender
apenas dos GAG urinérios e/ou ensaio enzimatico em SIPF (GIUGLIANI et al., 2017);

(b) confirmacao de um diagndstico de MPS quando os resultados da analise
da atividade enzimatica ndo sdo claros (especialmente quando uma alta atividade
residual é observada, ou quando as condicbes da amostra para o ensaio enzimatico
nao sao as ideais);

(c) em casos com baixa atividade enzimética e excrecao normal de GAG na
urina, onde a analise molecular é necessaria para discriminar pseudodeficiéncia,
portador e normal (Bravo et al., 2017);

(d) previsédo do fenétipo, que pode ser importante para decisfes de manejo
clinico, como é o caso de algumas mutacfes que tém sido associadas a fenétipos
mais leves: MPS | (p.Ser633Trp), MPS llIA (p.Arg206Pro, p.Ser347Phe/p.Asp444Gly
e p.Glu369Lys/p.Pro128Leu), MPS IlIC (p.Gly262Arg e p.Ser539Cys). Enquanto
outras variantes foram associadas a fenotipos mais graves: MPS | (p.Trp402Ter e
p.GIn70Ter), MPS 1l (p.Ser333Leu e delecbes totais do gene IDS), MPS IIIA
(p.Arg433GIn) (PASQUALIM et al., 2015; BRUSIUS-FACCHIN et al., 2018);

(e) identificacdo da adequacdo do paciente a uma terapia especifica de
mutac&o, como interrup¢ao de leitura de cédons (KAMEI et al., 2014);

()  diagnostico pré-natal, alternativamente ou em adicdo aos exames
bioquimicos de diagndstico (LEISTNER-SEGAL et al., 2014);
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(g) diagnostico de sindromes semelhante a MPS (como MPSPS, que
resulta de deficiéncia de proteina lisossomal ndo enzimatica, aumento da excrecao de
GAG e atividade normal das enzimas relacionadas a diferentes tipos de MPS
(VASILEV et al., 2020).

Uma expressiva heterogeneidade alélica esta presente entre os genes
associados as MPS, que é a principal causa do amplo espectro observado nesses
distirbios e nem sempre pode ser correlacionada a atividade enzimatica residual
(CLARKE, 2008). Mais de 2.200 mutacdes foram relatadas em todos os 11 genes
relacionados as MPS, com a maioria dos individuos apresentando mutacdes privativas
(~70%) (AMARTINO et al., 2014; JOSAHKIAN et al., 2021). Este amplo espectro
mutacional é composto principalmente por variantes missense/nonsense (64,6%),
seguidas por pequenas delecdes/insercdes/indels (19,6%), mutaces intronicas
(8,1%), rearranjos complexos (4%), grandes delecfes/insercdes/indels (3,6%) e

defeitos em regides regulatorias (0,2%) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac).

Quadro 05- Estudo molecular

MP S Gene Cromossomo | Variantes patogénicas Tipos de Mutacgdes
MPS 1 IDUA 4p16.3 p.L3_S16del Deletao
p.P533R Missense
p-R3&3H Mizsense
P.VV4023X Stop gain
MP5S I D5 Xq28 pRAGEW Missense
P.S8TN Missense
c.380-8 A=G splice regicn
c.1181-1 G=C splice regicn
p.Q272X Delecdo
MPS 1A SGCH 17925 1080delc (p.Val351Asp) Frameshift
MPS B MNAGLL 17921 p.GIn566_Vals6ddel (17008delCAGTGCAGG) Delecdo
RE43C Missense
MPS IlIC HGSNAT ap11 ©.1348delG (p.Asp450fs) Frameshift
MPS IVA GALNS 16q24 p.G301C Misssnse
p.RO4L (281G=T) Delecio
MPS VI ARSB Sqi4 €.1143-1G=C splice region
p.L93O Missense
c.1143-8T=G splice region
c.275C=T (T92M) Delecio
MPS VI GUSE 17g21 p.L292P splice region
p.L176F Missense
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Esta heterogeneidade molecular também foi evidenciada em nosso estudo.
Foi realizada a andlise molecular em 27 dos 33 pacientes com diagndstico enzimatico
de MPS. Nao foi possivel a realizacdo da analise molecular em 6 pacientes, pois ndo
havia amostra de DNA suficiente e nem possibilidade de coleta. Nas analises
realizadas foram encontras 21 variantes patogénicas: 18 previamente descritas na
literatura e 3 ainda nao relatadas, 5 heterozigoses compostas. O quadro 05 demonstra

estes achados.

5.4.1- MPS |

Neste estudo foram diagnosticados 5 pacientes com MPS | e a analise
molecular do gene IDUA identificou 4 variantes patogénicas ja relatadas na literatura:
Neste estudo foram diagnosticados 5 pacientes com MPS | e a analise molecular do
gene IDUA identificou 4 variantes patogénicas ja relatadas na literatura:

a) A variante p.L3_S16del, & responsavel por uma pequena delegéo
(c.46_57delTCGCTCCTGGCC). Esta mutacao foi encontrada em homozigose em um
paciente. Foi relatada inicialmente por Bunge et al., (1994), posteriormente, Neufeld;
Muenzer (2001). De acordo com Bunge et al., (1994) a ampla variabilidade clinica
observada na MPS | é aparentemente um reflexo da extensa heterogeneidade
molecular. Nosso paciente apresenta fenétipo amplo (55% dos relatados neste
estudo), porém atenuado apesar de sua mutacao ser deletéria.

b) A variante p.P533R (c.1598C>G) aparece em homozigose em um paciente
e em heterozigose composta em outro paciente junto com a variante p.Arg383His
(c.1148G>A). Trata-se de uma variante patogénica e seus relatos ocorrem tanto em
homozigose como em heterozigose (ALIF et al., 1999; LARADI et al., 2005, TEBANI
et al., 2016). Na variante p.P533R ocorre uma substituicAo ndo conservativa de
aminodacidos, que provavelmente afeta a estrutura secundaria da proteina. Estudos
indicam que essa variante leva a uma reducgéo de 50% na atividade da enzima IDUA
e confere menor estabilidade termodindmica em comparacdo com a proteina do tipo
selvagem (Bie et al., 2013). O paciente em homozigose para essa variante apresenta
um fenotipo amplo (80% dos fendtipos da tabela 02) e grave, ndo sé pelo gendtipo

apresentado, mas também pelo diagndstico tardio aos 16 anos.
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c) A variante p.Arg383His (c.1148G>A) ocorre devido a substituicdo da
arginina por histidina, no cédon 383 da proteina IDUA. Essa alteracdo missense afeta
a funcéo IDUA (PMID: 12559846). Por esses motivos, essa variante foi classificada
como patogénica sendo relatada na literatura associada a pacientes com o fenoétipo
'Scheie’ atenuado (BUGE et al., 1998; KINGMA et al., 2013).

O paciente em heterozigose composta para as variantes p.P533R e p.R383H,
apresenta um fenétipo amplo e atenuado e responde muito bem a TRE.

O paciente com a variante p.Arg383His, mesmo com diagnostico tardio
apresenta poucos sintomas, osteomusculares e respiratérios, apresentando assim o
fendtipo 'Scheie' atenuado como relatados em estudos anteriores.

d) A variante p.W402X aparece com bastante frequéncia nos estudos, sendo
associada a um fenoétipo grave e muito frequente entre 0os europeus e americanos,
respondendo por 17-48% das variantes patogénicas nessas populacdes. Essa
variante resulta em um truncamento da proteina IDUA, causando perda drastica da
atividade enzimética (BUNGE et al., 1994; NEUFELD; MUENZER (2001) KINGMA et
al.,, 2013; CLARKE et al., 2019). O paciente homozigoto para a variante p.W402X,
mesmo com diagndstico aos 3 anos, idade inferior a média relatada nos casos aqui
apresentados de MPS | (7,7 anos), apresenta fenétipo amplo e grave como previsto

na literatura.

5.4.2- MPS I

a) A Variante p.R468W € missense e provoca a mudanca do residuo de
aminoacido arginina para o residuo de triptofano na posicdo 468 da cadeia
polipeptidica. Esta alteracdo causa a reducédo da hidrofobicidade, visto que ocorre em
uma regido predominante de residuos hidrofilicos, sendo o residuo mutante mais
hidrofébico do que o residuo do tipo selvagem (CROTTY et al., 1992).

Segundo Kato et al., a substituicdo do residuo carregado positivamente
Arginina para o residuo muito hidrofébicos Triptofano deve resultar na modificagéo da
geometria do sitio ativo da enzima IDS e na mudanca significativa da afinidade desta
enzima pelo substrato.

De acordo com estudos de Lin et al., (2019) e Chiong et al., (2017) esta variante

patogénica contribui para que a enzima IDS apresenta atividade muito baixa e esta
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relacionada a fenétipos graves. Os sintomas encontrados no nosso paciente com esta
variante representam um fendtipo clinico grave, evidenciando alteracdes
osteomusculares, respiratérios, abdominais, atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor e deficiéncia intelectual.

b) A variante p.S87N (c. 260G>A). Essa variante patogénica causa a
substituicdo do residuo serina pelo residuo asparagina na posicdo 87 da proteina
NRAS. A andlise in silico prediz que esta variante missense nao altera a
estrutura/funcdo da proteina. N@o foi publicado anteriormente como patogénica ou
benigna de acordo com os dados da HGDM e Clinvar. Em resumo, as evidéncias
disponiveis atualmente séo insuficientes para determinar o papel dessa variante na

doenca (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1490849).

Com base em informacgdes das plataformas CGD, ClinGen Disease Validity,
GenCC, Mondo, PanelApp e gene2phenotype, esta mutacdo esta relatada com um
significado incerto, pontuacdo 2 (Significado incerto se estiver entre 0 e 5.)
(https://ivarsome.com/variant/hg38/chr1%3A114713830%3AC%3AT?).

O paciente deste estudo com a variante p.S87N apresentou o inicio dos

sintomas aos 2 anos e diagnostico aos 7 anos. Apresenta uma grande variedade de
sintomas (65% da tabela 2) de forma acentuada, deficiéncia total de atividade
enzimatica de IDS (valor de referéncia: 122,0 — 463,0 nmol/h/mL) e elevada excrecdo
de GAGs urinarios: 405 pg/mg creatinina (valor de referéncia: 44,0 — 106,0 pg/mg
creatinina para faixa etaria de 07 a 09 anos).

c) Avariante patogénica c.880-8 A>G esté localizada no intron 6 do gene
IDS e ativa um sitio de splicing que é critico, provocando a insercéo de 7 nucleotideos
no exon 7 que consequentemente leva a um cédon de parada e uma cadeia
polipeptidica prematura. Contudo esta mutacdo esta associada a um fendtipo
clinicamente atenuado. Este estudo também reforca a importancia da analise do cDNA
na deteccdo de mutacdes intrdnicas, pois estudos que examinam apenas 0 gDNA, a
ligacdo entre gendtipo e fendtipo pode ser mal interpretada (JIN et al., 2013).

Esta variante foi encontrada em 4 pacientes de uma mesma familia, sendo uma
irma portadora e trés irmdos diagnosticados com MPSII. Destes afetados, dois
apresentam uma variedade de fenétipos classicos da MPSII repercutindo em fenotipo
grave e deficiéncia intelectual. Apenas um paciente desta irmandade apresenta
fendtipo atenuado sem comprometimento intelectual. Desta forma, € possivel

observar que a relacdo genotipo/fenétipo ndo € totalmente precisa, e que outras


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1490849
https://varsome.com/variant/hg38/chr1%3A114713830%3AC%3AT
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varidveis genéticas, ambientais, entre outros, também compdem o quadro de
evolucao da doenca.

d) Variante patogénica c.1181-1 G>C tem sido relatada em pacientes com
MPSII associadas a um fendtipo leve. Esta variante € caracterizada como aceitadora
de splice (3' splice acceptor), ou seja, ela altera a regido de duas bases na
extremidade 3' de um intron, consequentemente ocasiona a delecdo de quatro
nucleotideos devido a alteracdo no sitio de splicing critico no inicio do exon nove
(ZHAO et al., 2021). Foi diagnosticado um paciente neste estudo apresentando a
referida variante patogénica e com 60% dos sintomas relatados na tabela 2, porém
sem déficit intelectual.

e) Variante p.Q272X (c.814 G>C) é uma variante ainda néo relatada na
literatura e foi observada em 2 pacientes indigenas pertencente a etnia Munduruku.
Duas ferramentas de analise in silico foram utilizadas para analisar o efeito desta
variante na proteina IDS:

Andlise — SIFT: Esta ferramenta indicou que a substituicdo na posi¢cao 272
do residuo de aminoacido glutamina por um cédon de parada na proteina IDS esta
prevista para afetar a funcdo desta proteina e apresenta score de 0,04. De acordo
com os parametros da plataforma, aminoacidos com probabilidades < 0,05 séo

considerados deletérios (figura 27).

Predictions

Substitution at pos 272 from Q to T is predicted to AFFECT PROTEIM FUNCTIOM with a score of @.ea4.
Median sequence conservation: 3.12
Sequences represented at this position:11

Figura 27. Resultado de predicdo de efeito funcional na proteina pela ferramenta SIFT.

Andlise — Mutation Taster: De acordo com esta ferramenta a variante
analisada foi predita como causadora de doenca (patogénica). A sequéncia de
aminoacidos € alterada, o que pode afetar as caracteristicas funcionais da proteina
(figura 28).

Nt

f mutation t sting

Prediction diseas

causing Modsl: complex_aas, prob: 1 (Classification dus to NMD, aAL RIGBABIITY I3 SRoWn anyway)

Figura 28. Resultado de predicdo de efeito funcional na proteina pela ferramenta Mutation
Taster.
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Os dois pacientes com MPS |l séo indigenas pertencentes a etnia Munduruku
e residem em aldeia préximo ao municipio de Jacareacanga (PA). Um deles foi
diagnosticado aos 17 anos, apresentou atividade enzimatica muito reduzida em torno
de 0,10 nmoles/h/mg/proteina (valor de referéncia 5,0 — 24,0 nmol/h/mg/proteina). Os
sintomas iniciais observados foram facies grosseiras, labios grossos, macroglossia,
hérnia umbilical, macrocefalia, mucorréia crénica, disostose multipla com contratura
articular em membros superiores e inferiores, baixa estatura ADNPM, deficiéncia
intelectual e hepatoesplenomegalia. O outro foi diagnosticado aos 8 meses tambéem
com atividade muito baixa e apresentou os sintomas iniciais foram facies grosseira,
macrocefalia, rouquiddo e coriza frequente, hérnia umbilical, hepatoesplenomegalia,
ADNPM e deformidade 6ssea.

E importante o diagndstico de novos casos e identificagdo de mulheres
portadoras. A populacdo do estado do Para apresenta elevada miscigenacéo
indigena, no entanto pouco tem sido abordado quanto a investigacdo de doencas
genéticas nestas populacdes. Politicas de saude apropriadas, respeitando os tracos
culturais destas populacdes, sdo importantes para as medidas de diagnostico,

tratamento (quando disponivel) e aconselhamento genético.

5.4.3- MPS 1l

a) Variante 1080delc (p.Val361Asp) MPS llIA. De acordo com informagdes
disponiveis na plataforma ClinVar, esta variante gera um cédon de terminacédo
prematuro (frameshift) e consequentemente gera uma proteina truncada ou ausente
(WEBER et al., 1997; Zanetti et al., 2019)

Nos estudos de Valstar et al., (2010) a mutacdo ¢.1080delC foi relatada como
frequente e relacionada a um fenétipo classico grave. Esse estudo evidenciou também
que ha uma grande amplitude dos fenétipos relacionados a diferentes mutacdes na
MPS IlIA.

Apesar da literatura correlacionar esta mutagdo a um fendtipo grave, nosso
paciente apresenta 30% dos sintomas relatados neste estudo. O inicio dos sintomas
ocorreu aos 3 anos e o diagnostico aos 7 anos. O quadro clinico apresentou RDNPM,
facies grosseiras, deficiéncia intelectual, hiperativo/agressivo, infec¢des respiratorias
frequentes, hepatoesplenomegalia com queixa frequente de diarreia.

b) Variante p.GIn566_Val568del MPS I1IB (17008delCAGTGCAGG). Trata-se
de uma nova variante que esta localizada no exon 6 do gene NAGLU. Para predizer
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sua patogenicidade foram utilizadas 2 ferramentas como  segue:
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000108784-NAGLU).

PROVEAN: Os resultados obtidos através das analises in silico apontaram que

esta variante deve ser considerada como deletéria, uma vez que esta alteracdo
apresentou um score de -12.876, de acordo com os parametros da plataforma, uma

variante com score igual ou inferior a -2.5 é considerada DELETERIA (figura 29).

- Duery seguence (fastal
- Supporting seguence set used Ffor predictiomn

Mumber of sequences: 90 (fasta, E-wvalues)
NMumber of clusters: F0
- Score Tthresholds for prediction

Default threshold is -2.5, that is:

riants with a score egual to or below -Z.5 are considered “"deleterious,™
i nts with a score abowve -2.5 are considered "neutral.”

{27 How to use a more stringent threshold.

566, AN, . -12_ 876 Deleterious

Figura 29. Resultado de predicao de efeito funcional na proteina pela ferramenta PROVEAN.

Mutation Taster: Quanto o resultado de predicdo obtido pela ferramenta
Mutation Taster, a variante analisada foi predita como causadora de doenca
(patogénica) (figura 30). A sequéncia de aminoacidos é alterada, o que pode afetar
as caracteristicas da proteina. Na posi¢do que a delecdo ocorre, ja existe uma variante
causadora de doenca conhecida (HGMD CM175634).

Muts
f mutation t sting
Prediction: Deleterious Permmalink
Summary: = Amino acid segquence changed = Model. complex_aae
+ Known disease mutation at this position (HGMD CM175634) = Tree vote: 187|13 (del | benign)
» Protein features (might be) affected
Analysed issua Analysis result
Phys_ location chr 1T 406095724 _40695732delCAGT GCAGG show variant
Gene symbol MAGLL
ExAC LOF metncs LOF: 0.00, misssense: 1.45, synonymous: -0.38
Ensembl transcript |10 ENSTOO0D0ZZ2592TF
Genbank transcript ID M 000263 (exact from MAME)Y
UniProt peptide Eo4802
Wariant type Deletion
Gene region cDs

Figura 30. Resultado de predicéo de efeito funcional na proteina pela ferramenta MUTATION
TASTER.

Neste estudo foram identificados 3 pacientes com a nova variante, cujos
genotipos foram: p.Q566_V568del/p.Q566 V568del (P1); p.Q566_ V568del/? (P2);


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000108784-NAGLU
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p.Q566_V568del/R643C (P3). Apesar dos pacientes P1 e P2 residirem no mesmo
municipio (Abaetetuba — PA) ndo sao relacionados entre si e, em ambos, o inicio dos
sintomas foi entre 3 e 4 anos, sem atraso nos marcos de desenvolvimento até esta
idade.

P1 — Sexo feminino, diagnosticada aos 7 anos e filha de pais consanguineos
(primos de primeiro grau). Foi relatado pela mé&e que o tio paterno e o primo materno
apresentam caracteristicas semelhantes as apresentadas pela P1l. Apresentou
valores de GAGs elevado 435 pg/mg/creatinina (valor de referéncia: 44 - 106 pg/mg
creatina para faixa etaria de 07 a 09 anos). Atividade da enzima NAGLU (Alfa-N-
Acetilglicosaminida) foi muito baixa: 0,13 nmol/h/mL (valor de referéncia: 11,0 a 37,0
nmol/h/mL). Os sintomas apresentados foram RDNPM, facies grosseiras, nariz em
sela, hipertricose, hepatomegalia, rigidez articular, dificuldade na fala, deficiéncia
intelectual e irritabilidade.

P2 - Sexo masculino, diagnosticado aos 7 anos. Apresentou elevada excrecao
de GAGs em torno de 242,27 pg/mg/creatinina (valor de referéncia: 44,0 a 106,0
pg/mg creatinina para faixa etaria de 07 a 09 anos). Atividade da enzima NAGLU foi
também muito baixa: 0,14 nmol/h/mL (valor de referéncia: 11,0 a 37,0 nmol/h/mL). Os
sintomas apresentados foram facies grosseiras, nariz em sela, macrocefalia, RDNPM,
deficiéncia intelectual, hipertricose, disfagia, infeccbes respiratorias frequentes,
doenca obstrutiva das vias aérea, problemas cardiacos, irritabilidade/agressividade,
convulséo, distarbios do sono, baixa estatura, rigidez articular, deformidades 6sseas,
pescoco curto, perda da capacidade motora evoluindo para o uso de cadeira de rodas.

A heterozigose no P2 ndo elimina a possibilidade da existéncia de outras
variantes patogénicas em uma regido gendmica nao contemplada pelo painel, como,
mutacdes intronicas profundas, na regido promotora, repeticdes, grandes dele¢des ou
duplicacdes e outras variantes estruturais ndo detectadas por essa técnica.

Os achados clinicos (fenotipo e evolugdo da doenca) para a variante
p.Q556_V568del relatados em nosso estudo estdo de acordo com outros achados,
(ABREU et al., 2021; HERON et al., 2011; BARONE et al., 2018; VALSTAR et al.,
2010; SHAPIRO et al., 2021; CYSKE et al., 2022).

Considerando que a MPSIIIB é uma doenca genética ultrarrara, a presenca

de uma nova variante no gene NAGLU em pacientes que residem na mesma
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localidade (P1 e P2), porém sem parentesco, e o relato de sintomas nos familiares da
P1, € possivel supor que existam outros casos subdiagnosticados no municipio.

O paciente P3 apresentou a variante nova em heterozigose composta com a
variante R643C (p.Arg643Cys), j& relatada na literatura também como patogénica. P1
e P2, além da nova variante, apresentaram também duas variantes benignas:
p.Serl41Ser e p.Arg737Gly, esta Gltima também observada em P3.

A Variante patogénica R643C (p.Arg643Cys): Esta variante resulta na
substituicdo do residuo de aminoacido arginina pelo residuo de aminoacido cisteina
na posicdo 643 da cadeia polipeptidica (Weber et al., 1999). Esta variante promove
uma alteracdo ndo conservativa de aminoacidos localizada na enzima NAGLU,
dominio C-terminal da sequéncia de proteina codificada. Cinco ferramentas in silico
preveem um efeito prejudicial da variante sobre a funcéo da proteina, confirmando sua
patogenicidade. Na Holanda esta mutacdo apresenta uma elevada frequéncia,
exibindo geralmente um fenétipo atenuado de progresséo lenta (WEBER et al., 1999;
VALSTAR et al., 2010; MEIJER et al., 2016).

P3 — Sexo feminino e natural de Belém (PA). Os sintomas iniciaram por volta
dos 4 anos de idade, o diagnostico foi muito tardio, proximo dos 15 anos e néo
apresenta parentesco com P1 e P2. Apresenta gendtipo em heterozigose composta:
p.Q566_V568del/R643C. Esta variante missense é correlacionada na literatura a um
fenotipo atenuado. A excrecao urinaria de GAGs foi elevada e em torno de 115 ug/mg/
creatinina (valor de referéncia: 13,0 a 59,0 pg/mg/creatinina para a faixa etaria de 14,0
a 18,0 anos). A atividade de da enzima NAGLU em amostras de SIPF nao foi
detectada (valor de referéncia:11,0 a 37,0 nmol/h/mL). Os principais sintomas
encontrados foram: facies grosseiras, denticdo anormal, hipertricose, macrocefalia,
deformidades Osseas (braquidactilia), deficiéncia intelectual, hiperativatividade,
agressividade e TDAH e com uma intensidade forte nos sintomas neurolégicos e
menor intensidade nos osteoarticulares.

b) Variante patogénica c.1348delG (p.Asp450fs) MPS IlIC: A variante se
caracteriza pela delecdo de uma guanina no exon 13 do gene HGSNAT que resulta
em um frameshift, introduzindo um cédon de parada prematuro, resultando em
truncamento de proteina. Esta alteragédo no fenétipo bioquimico causa geralmente um
fendtipo grave (MARTINS et al., 2019).
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Um paciente do presente estudo apresentou a variante em homozigose com o
inicio dos sintomas e diagndstico aos 5 anos. Ha a presenca de uma ampla variedade
de sintomas ja relatados em outros estudos (NEUFELD & MUENZER, 2001
SOFRONOVA, et al., 2022): fendétipos osteoarticulares e neurologicos graves, facies
grosseiras, RNPM, deficiéncia intelectual, hiperatividade/agressividade, TEA,
deformidades d&sseas (pectus carinatum, giba), rigidez articular, hérnia e
hepatoesplenomegalia. A excre¢do urinaria de Gags é elevada, resultante da

baixissima atividade da enzima acetilCoA: alfa glicosamina acetiltransferase.

5.4.4- MPS IV A

a) Variante patogénica p.G301C: Kato, et al., (1997) descreveram esta
variante no exon 9 do gene GALNS com alta prevaléncia em pacientes colombianos.
Essa variante missense promove a substituicdo do residuo de aminoacido glicina para
o residuo de aminoécido cisteina na posicao 301 da cadeia polipeptidica, uma regido
de dominio catalitico importante da proteina resultando em uma alteracdo nao
conservativa de aminoé&cidos localizada na sulfatase. O efeito da variante resulta em
uma diminuicdo menor que 10% da atividade normal da enzima GALNS. A andlise de
haplétipos por polimorfismos de comprimento de fragmento de restricdo no gene
GALNS sugere que G301C se originou de um ancestral comum, provavelmente nativo
americano (Zanetti et al (2019).

A andlise in silico demonstrou um efeito prejudicial da variante na funcédo da
proteina. O alelo variante foi encontrado com uma frequéncia de 0,00011 em 111042
cromossomos de controle. Com base nas evidéncias descritas acima, a variante foi
classificada como patogénica (Kato 1997, Bunge 1997, Dung 2013).

No Brasil, esta mutacédo foi a segunda mais encontrada (13,3% de todos os
alelos brasileiros) e também foi responséavel por 46,6% e 12,4% dos alelos relatados
na Colémbia e no Canad4, respectivamente (MOISAN et al., 2020; MORENO et al.,
2018; TAPIERO-RODRIGUEZ et al., 2018).

Nos estudos de MORENO et al., (2018) a variante patogénica G301C
apresentou atividade enzimatica de GALNS bem abaixo do intervalo de referéncia
normal, 0,06 nmol/mg prot/h (valores de referéncia: 2,0 a 35,9 nmol/mg prot/h).

O paciente portador da variante G301C apresentou inicio dos sintomas no
primeiro ano de vida e foi diagnosticado aos 3 anos. Apresentou excrecdo urinaria de

GAG pouco elevada, em torno de 129,0 ug/mg creatinina (valor de referéncia: 44,0 a
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106,0 ug/mg creatinina para criancas com idade abaixo de 9 anos). Foi observada
uma deficiéncia da atividade da enzima GALNS, 3,5 nmol/17h/mg proteina (valor de
referéncia: 58,0 — 242,0 nmol/17h/mg proteina). Os sintomas observados foram
macroglossia, denticdo anormal, mao em garra, baixa estatura, deformidades dsseas,
ADNPM, agressividade, infeccdes respiratorias recorrentes, alteracdes cardiacas,
facies pouco infiltrada, geno vago, pectus carinatum, pescoco curto.

b) Variante patogénica R94L 281G>T: E uma mutacéo missense que
causa a substituicdo do amino&cido arginina por leucina na posicdo 94 da cadeia
proteica. Estd associada a baixa atividade enzimatica e a um fendtipo grave
(SUKEGAWA et al., 2000; RIVERA-COLON et al., 2012).

Em pacientes MPSIVA com esta mutacdo apresentam prevaléncia de
sintomas musculoesqueléticos e articulares, tendo poucos relatos de
comprometimento neuroldgico (TOMATSU et al. 2016: KUBASKI et al., 2020). Em
nosso estudo a paciente com esta patologia relata inicio dos sintomas aos 6 meses e
diagnéstico aos 2 anos. Apresentou niveis de GAG iniciais pouco elevados, 28,3
mg/mmol creatinina (valor de referéncia: 5,1 a 17,6 mg/mmol de creatinina para a faixa
etéria entre 1 a 2 anos de idade) e valores enziméticos ndo detectaveis. O quadro
clinico foi caracterizado pela presenca de sintomas neurolégicos (TEA, ADNPM, DI e
hiperatividade), osteomusculares (displasia de quadril caracteristica da MPS V), baixa
estatura, rigidez articular e pescoco curto. Os sintomas neurolégicos ndo sdo comuns
em pacientes com MPS |V, desta forma estes sintomas podem ou néo estar ligados a

patologia ou mutacao apresentada.

5.4.5- MPS VI

a) Variante patogénica c.1143-1G>C: Essa variante ocorre em sitio de
splicing promovendo a dele¢céo do exon 06 no gene ARSB e produzindo um frameshift
que resulta na codificagdo de uma proteina truncada. Com base no impacto drastico
na funcéo da proteina ARSB, esta variante foi classificada como patogénica para MPS
VI (GARRIDO et al., 2007)

Esta mutacao foi relatada em quatro estudos nos quais € encontrada em pelo
menos 14 pacientes com MPS VI, incluindo um homozigoto e 13 heterozigotos

compostos, apresentando fenétipos clinicos variaveis de intermediario a grave e niveis
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enzimaticos baixos (GARRIDO et al., 2007; KARAGEORGOS et al., 2007; GARRIDO
et al., 2008; GIRALDO et al., 2016).

Nosso estudo relata um paciente com esta mutacdo em homozigose. Paciente
teve o inicio dos sintomas com 1 ano e 3 meses e diagndstico aos 3 anos. Apresenta
um fenotipo variavel e contendo cerca de 76,2 % dos sintomas demonstrados na
tabela 2 para MPSVI. grave comprometimento osteoarticular, comprometimento
respiratério, cardiaco, facies grosseira e opacidade de cornea, sem comprometimento
intelectual. Estes sintomas sdo comumente encontrados em outros estudos
(KUBASKI et al., 2020).

b) Variante patogénica p.L98Q: Esta variante promove a substituicdo do
residuo de aminoacido leucina para o residuo glutamina na posicdo 98 da cadeia
proteica. De acordo com o relatério gerado pela ferramenta de bioinformatica Human
and Organizational Performance (HOPE), o residuo mutante é maior que o residuo
selvagem e o residuo selvagem é mais hidrofébico. Além disso, essa variante converte
o residuo de tipo selvagem em um residuo que nao prefere a-hélices como estrutura
secundaria.

A variante p.L98Q de acordo com os estudos de Karageorgos et al., (2007),
Richards et al., (2015) e Tomanin et al., (2018) esta localizada no exon 1, missense e
provavelmente patogénica. No nosso estudo foram encontrados 3 pacientes com esta
variante em homozigose: duas irmas e um primo. Ha um outro caso de MPSVI nesta
familia (primo) confirmado pelo quadro clinico, aumento de GAGs e diminui¢do da
atividade de ARSB. No entanto, o diagnéstico molecular ainda néo foi realizado.

As duas irmas tiveram seus diagnosticos com 7 e 9 anos, respectivamente.
Apresentaram 71,4% dos sintomas relatados na tabela 2, ndo apresentando
comprometimento neuroldgico, como previsto na literatura para esta patologia. Ambas
sao responsivas a TRE, porém a infusdo venosa esta se tornando cada vez mais dificil
em uma das pacientes devido a dificuldade de um bom acesso venoso, sendo
sugerido a implantacdo do Port-A-Cath para a realizacéo das infusdes.

Os primos tiveram inicio dos sintomas e diagnéstico no primeiro ano de vida.
Os pacientes apresentam poucos sintomas (19,0 a 40,0% como demonstrado na
tabela 2) sem comprometimento neurologico ou osteomuscular devido a identificacéo
e tratamento precoce. Relato esse que também estd de acordo com a literatura
(KUBASKI et al., 2020).
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C) Variante patogénica c.1143-8T>G: Esta variante foi relatada por Petry
et al., (2005), apresentando grande frequéncia nos estudos com pacientes espanhois
e argentinos com MPS VI. A anélise de RNA demonstrou que a variante leva skipping
(salto) do exon 6 do gene ARSB, com consequente mudanca da matriz de leitura e
geracédo de codon de parada prematuro. A combinacdo do mecanismo molecular, com
interrupc@o precoce da tradugdo proteica, caracteristica da regido onde ela se
encontra e a correlacdo deste gene com os sintomas clinicos, indicam que esta
variante seja patogénica (Garrido et al., 2007; KARAGEORGOS et al., 2007).

Foram identificadas duas irmés com esta variante em heterozigose composta
com a mutacdo p.T92M. Ambas tiveram diagnoéstico tardio aos 12 e 22 anos,
respectivamente. Apresentaram quadro clinico considerado leve com 19,0% e 33%,
respectivamente, dos sintomas demonstrados na tabela 2: hepatoesplenomegalia,
infeccBes respiratorias frequentes e rigidez articular, sem sintomas neuroldgicos ou
deformidades ésseas.

d) Variante patogénica c¢.275C>T (T92M): Esta variante promove a
substituicdo do aminoéacido treonina no cédon 92 por metionina. A treonina na posicao
92 ¢é bastante conservada nas diversas espécies biolégicas e programas
computacionais de predicao in silico de patogenicidade sugerem que sua substituicdo
por metionina seja potencialmente deletéria. Esta variante esta presente em
heterozigose em 3 em cerca de 96.000 individuos na populacdo mundial e ja foi
previamente descrita na literatura associada ao quadro de MPS VI (LITJENS et. al.,
1996; TOMANIN et al., 2018). Esta variante foi encontrada em heterozigose composta
nas duas irmas com a variante ¢.1143-8T>G ja mencionadas.

5.4.6- MPS VII

a) Variante patogénica p.L292P: Esta nova variante esta localizada no exon 5
do gene GUSB. Para predizer sua patogenicidade foram utilizadas 5 ferramentas
como segue: (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000169919-GUSB).

Andlise - Poliphen-2: Variante (p.Leu292Pro): Quanto o resultado de predicéo

obtido pela ferramenta Poliphen-2, a nova variante foi considerada potencialmente
prejudicial, com um score de 1.000 (sensibilidade: 0,00; especificidade: 1,00)

conforme (Figura 31).


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000169919-GUSB
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This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

.08 0.20 .48 8.60 0.80 1.00

Figura 31. Resultado de predigdo de efeito funcional na proteina pela ferramenta Poliphen-2.

Andlise — PROVEAN: Os resultados obtidos através das andlises in silico
apontaram que a variante ¢.875T>C (p.Leu292Pro) deve ser considerada como
deletéria visto que esta alteragdo apresentou um score de -3.480. De acordo com 0s
parametros da plataforma, uma variante com score inferior a -2.5 € considerada

deletéria (figura 32).

PROVEAN Prediction - Job ID: 347297292226531

« Query sequence (fasta)
* Supporting sequence set used for prediction
Mumber of sequences: 107 (fasta, E-values)
Mumber of clusters: 30
+ Score thresholds for prediction
(1) Default threshold is -2.5, that is:
-Variants with a score equal to or below -2.5 are considered "deleterious,”
-Wariants with a score above -2.5 are considered "neutral.”
{2) How to use a more stringent threshold.

PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5)

L292pP -3.480 Deleterious

Figura 32. Resultado de predi¢&o de efeito funcional na proteina pela ferramenta PROVEAN.

Andlise - SIFT: Variante (p.Leu292Pro): A substituicdo na posicdo 292 de L
para P esta prevista para afetar a funcao da proteina e apresenta score de 0,00. De
acordo com os parametros da plataforma, aminoacidos com probabilidades < 0,05 sédo

considerados deletérios (figura 33).

Predictions

Substitution at pos 292 from L to P is predicted te AFFECT PROTEIN FUNCTION with a score of @.@8.
Median sequence conservation: 3.56
Sequences represented at this position:7

WARMING!! This substitution may have been predicted to affect function just because

the sequences used were not diverse enough. There is LOW CONFIDENCE in this prediction.

Figura 33. Resultado de predigcdo de efeito funcional na proteina pela ferramenta SIFT.
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Analise — Mutation Taster: A variante analisada foi predita como causadora
de doenca (patogénica). A sequéncia de aminoacidos é alterada, o que pode afetar

as caracteristicas da proteina e sitios de splicing (figura 34).
Figura 34. Resultado de predigao de efeito funcional na proteina pela ferramenta MUTATION TASTER.

Andlise - HOPE: Esta ferramenta obteve as seguintes informagoes:
a) Propriedade dos aminoacidos: O residuo mutante € menor que o residuo do tipo
selvagem. A diferenca de tamanho notada tem o potencial de causar possivel perda

de interacdes externas (figura 35).

OH

N
OH
H,N H &

O

Figura 35. Estrutura esquematica do residuo de aminoéacido Leucina e do residuo de aminoacido
mutante Prolina, na posi¢do 292. A espinha dorsal, que é a mesma para cada aminoécido, € de cor

vermelha. A cadeia lateral, Unica para cada amino&cido, € de cor preta.

b) Conservacédo e Dominios: O residuo do tipo selvagem é muito conservado, mas
alguns outros tipos de residuos também foram observados nesta posi¢éo. O residuo
mutante ndo estava entre 0s outros tipos de residuos observados nesta posi¢cdo em
outras proteinas homoélogas. No entanto, foram observados residuos que possuem
algumas propriedades em comum com o seu residuo mutado. Isso significa que, em
alguns casos raros, sua mutacado pode ocorrer sem danificar a proteina. Além disso,
o residuo mutante esta localizado préximo a uma posicéo altamente conservada. O
residuo mutado esté localizado em um dominio que é importante para a atividade da
proteina e em contato com outro dominio que também € importante para a atividade.
E possivel que essa interacdo seja importante para a funcdo correta da proteina.
Adicionalmente, a interacdo entre esses dominios pode ser perturbada pela mutacéo,

0 que pode afetar a funcéo da proteina (figuras 36 e 37).
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Figura 36. Representacdo em 3D da proteina mutada: A. Visdo geral da proteina na apresentacdo de
fita. A proteina é colorida por elemento; a-helix=azul, B-fita = vermelho, volta=verde, 3/10 helix=amarelo
e bobina aleatdria= ciano. Outras moléculas no complexo s&o coloridas de cinza quando presentes. B.
Viséo geral da proteina na apresentacéo de fita. A proteina é de cor cinza, a cadeia lateral do residuo
mutante é de cor magenta e mostrada como pequenas bolas.

 /

A B €

Figura 37. A. Close da mutacéo. A proteina esté colorida em cinza, as cadeias laterais do tipo selvagem
e do residuo mutante sdo mostradas e coloridas em verde e vermelho, respectivamente. B e C. Close
da mutacao, vista de um angulo ligeiramente diferente.

A caracteristicas fenotipicas mais frequentemente relatadas em pacientes
com MPS VIl sédo facies grosseira, sobrancelhas grossas, tronco curto e pescogo
curto, baixa estatura, disostose multipla e baixa estatura (MONTANO et al. 2016,
KUBASKI et al., 2020).

Nosso estudo identificou um paciente heterozigoto composto para esta
variante: ¢.526C>T (p.Leul76Phe)/c.875T>C/(p.Leu292Pro). A mutacédo c¢.875T>C
(p.Leu292Pro) nao foi relatada anteriormente na literatura. Este paciente apresentou

fenétipo moderado. Os primeiros sintomas aos apareceram aos 6 meses e diagnoéstico
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aos 2 anos de idade. Os sintomas iniciais foram ictericia persistente,
hepatoesplenomegalia e hérnia umbilical, posteriormente, apresentou caracteristicas
faciais grosseiras, macroglossia, marocefalia, denticdo anormal, baixa estatura,
rigidez articular, deformidades &sseas (pescoco curto, pés tortos) e atraso no
desenvolvimento neurolégico. Parte destes sintomas neste paciente foram relatados
por Giuliani, et al., em 2021, baseado na condi¢cdo do paciente até aquele momento,
sendo crdnica e com uma condi¢do clinica frequentemente evoluindo. A analise e
descricdo continuas da evolucédo clinica do paciente sdo importantes para futuros
estudos.

Essa heterogeneidade clinica e o fato da maioria dos pacientes com MPS VII
serem homozigotos, dificulta estabelecer um padrdo fenotipico ou correlacdo
gendtipo-fendtipo para uma mutacdo tdo rara. A nova variante c.875T>C
(p.Leu292Pro) foi relatada no paciente deste estudo por, Giugliani, et al., 2021.

b) Variante patogénica ¢.526C>T (p.L176F)

As modificacdes provocadas pela variante p.Leul76Phe ja foram descritas no
estudo de KHAN et al. (2016), assim como outras variantes para MPS VII. Essa
alteracao foi relatada como prejudicial devido causar o aumento da estabilidade em
uma regido muito conservada. Tal aumento da estabilidade que provocaria
patogenicidade dessa variante em virtude do aumento da forca das ligacBes de
hidrogénio. No entanto, a causa real da maior expressdo ainda se mostra
desconhecida. Esta variante foi encontrada no paciente MPS VIl heterozigoto

composto com a variante L292P, descrito acima.

6. CONCLUSAO
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Nosso estudo evidenciou um diagndstico tardio, e prejudicial ao tratamento.
Atribui-se a este fato a semelhanca dos sintomas com outras patologias e a auséncia
da testagem neonatal.

Observou-se também uma possivel subnotificacdo de casos na MPS Ill B,
pois além de ser muito rara, uma nova mutacao foi descrita em 3 pacientes sem
consanguinidade relatada: dois naturais de Abaetetuba e um de Belém. Sendo um
heterozigoto, um homozigoto e um heterozigoto composto.

Na MPS Il a nova Variante p.Q272X, foi identificada em 2 irmdos da etnia
Munduruku (Aldeia Jacareacanga, Municipio de Itaituba, Pard). Sendo esta patologia
com padrdo de heranca ligada ao cromossoma X, com a chance de transmisséo de
50% em caso de nascimento de menino. Considerando a cultura indigena de
casamentos consanguineos, e considerando também que a populacédo do estado do
Pard apresenta elevada contribuicdo indigena, acredita-se que existe uma grande
subnotificacdo de casos nesta populacao. Politicas de saude apropriadas, respeitando
0os tragcos culturais destas populagcbes, sdo importantes para as medidas de
diagnéstico, tratamento e aconselhamento genético.

A sintomatologia apresentada pelos pacientes neste estudo € ampla e possui
intensidade muito variada, porém esta dentro do descrito em outros estudos.

Testes bioquimicos de triagem urinaria (azul de toluidina e dosagem e
cromatografia de GAG), foram efetivos tanto para o diagndstico como para o
acompanhamento dos pacientes. Ja o teste de triagem urinaria BCTMA, indicado na
literatura como um indicador relacionado a MPS mostrou-se positivo em apena 12%
dos casos. Os testes enzimaticos (para cada subtipo de MPS), em plasma e
leucdcitos, tiveram 100% de assertividade, ja os mesmos testes em SIPF, que néo é
a técnica padréo-ouro, porém em muitos casos € a Unica op¢ao de amostra biolégica

devido a dificuldades geograficas, mostrou-se efetivo em 99% dos casos. Acreditamos
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que considerando a extensdo geogréfica do nosso pais e a dificuldade de acesso a
inUmeras regides, seria de grande importancia investir em padronizacado de técnicas
em SIPF e UIPF, para facilitar e ampliar o diagnéstico.

A avaliacdo molecular € fundamental para prever o curso da doenca e para o
aconselhamento genético, porém devido a raridade da doenca a relacdo genotipo-
fenotipo é prejudicada, uma vez que a alta variabilidade clinica muitas vezes em
apresentacoes diferentes para o mesmo gendtipo dificulta a obtencdo de um padréo
confiavel.

A TRE mostrou-se efetiva em todos os pacientes a ela submetidos, retardando
o0 curso natural da doenga e melhorando alguns sintomas, porém ainda ndo contempla
todos os tipos e subtipos da doenca, seu desempenho endovenoso ndo € muito eficaz
nas complicag6es osteomusculares e ndo é eficaz no SNC. Além da dificuldade de
acesso aos centros de terapia no Estado do Pard, outro ponto levantado neste
trabalho, ainda néo relatado por outras literaturas em MPS, foi a dificuldade a acesso
venoso para a aplicacao das infusdes. Sendo estas semanais, 0 acesso endovenoso
passa e ser cada vez mais dificil e desconfortavel para o paciente. Como em outras
terapias endovenosas prolongadas, o implante de cateter totalmente implantado (Port-
A-Cath) é uma opcéo a ser considerada.

As MPS tém apresentacao clinica multissistémica, necessitando, portanto, de
um acompanhamento multidisciplinar, tanto para os pacientes como também para os
familiares que tendo que enfrentar essa condi¢ao rara e permanente, muitas vezes
deixam de lado o seu bem-estar priorizando o ente querido e muitas vezes adoecendo.

Contudo, observamos que o diagndstico e tratamento adequado no estado do
Para ainda estd muito distante de atender as necessidades reais da populacéo e que
acOes de divulgacao em todas as midias possiveis e a conscientizacado, orientagao e
treinamento do maior publico possivel da area de saude € um trabalho urgente e
fundamental para que possamos diminuir a subnotificagédo de casos e levar tratamento

adequado aos pacientes com MPS.
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ANEXO I: CHECKLIST - LABORATORIO DE ERROS INATOS DO METABOLISMO
(LEIM-UFPA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA N®

CENTRO DE CI!‘EHEIAS BIOLOGICAS - DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
LABORATORIO DE ERROS INATOS DO METABOLISMO

FICHA DE SOLICITACAD | EXECUCAD DE EXAMES
{nao preencha os campos sombraados)

Momee: Sexo: 2oF 1 oM | Idade:

Servico requisitante: 10 SUS 2 o PRIVADG

Enderego para contato: Cidadea: | Fone:

FI

ncipal motivo para o exame

Facies sindrdmico
Convulsdes
ADNPM =fou na linguagem
RNPM
Deficiéncia de crescimento
Hepato &'ou esplenomegalia
lctericia
Diarréia a/ou vamitos
Distdrbios hidroeletroliticos
Distirbios osteoarticulares
Deficiéncia wisual
Malformacio congénita
12 O baixo peso
14 Odisturbio na aprendizagem
15 O distirbio d emarcha
18 O owtro {especifique)

l{‘ll.‘ﬂ"-\-lﬂdi.ﬂ-'lldh-'l—‘
ooooooooooot

=]

EXAMES SOLICITADOS: MATERIAL (coleta [ |}
10 Teste de triagem O O Urina O Ssngue
20 Cromatografis de aminodcidos O m|
30outros O O
O o O
OBSERVACOES:
[ TESTE DE TRIAGEM NA URINA: I CREATIMNINA: mgll
10 Benedict  { } 50 Mitrosonaftol (] 90 Mitroprussisto de pratal
20 Brometo de CTMA( ) &0 Erich (] 10 O azul d= toluidina
30 Cloreto Férrico (] 70 p-Hitroanilina (]
40 Dinitrofenilhidrazin { } 50 Cianeto Mitroprussiato | ) Resultades | 0 O negative 1 0 positive

100 Cromatografia de aminoacidos na urina: 110 Cromatografia de aminodcidos no sangue:

O TRIAGEM SEM ALTEHAC&EE. DADOS CLINICOS E LABCRATORIAIS NAC SUGEREM EIM
O RECOMENDADA REFETICAD DE EXAMES O no mesmo material
O RECOMEDADOS EXAMES ADICICNAIS O no mesmo material

ESPECIFICAR RECOMENDAGOES:

O em nowo material
O em nowo material

o REPET";H.D DE EXAMES, EXAMES ADICIONALS, OUTRAS OB SEFHI’ACEFE 5: VIDE VERS0.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE ERROS INATOS DO METABOLISMO
DATA:
IDADE:

NR:

1. Identificacéo

Nome:
DN: /| Sexo: Sexo: o 2-F o 1-M Nat.:
Mae: Natural:
Profissdo: Idade: anos
Escolaridade: o 0- Ndo sabe ; o 1-Analfabeto;
o 2- 1°G comp; o 3- 1°G Incompleto;
o 4- 2°comp.; o 5- 2°G incompleto;
o 6- superior; o 7- Pés graduacao
Pai: Natural:
Profissdo: Idade: anos
Escolaridade: o 0- Ndo sabe ; o 1-Analfabeto;

o 2-1°G comp; o 3- 1°G Incompleto;
o 4- 2°comp.; o 5- 2°G incompleto;
o 6- superior; o 7- POs graduacgao
2. Fonte de encaminhamento
10UBS

2[Hospital

3l Instituicdo

4[] Consultério

[l Pediatra [JClinico [ Enfermeira [ Especialista [1QOutro

4, Historia: sinais e sintomas
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Quem compareceu a entrevista?
1- M&@e () 2-Pai() 3-Tiooutia() 4-Avos () 5-Outro Familiar () 6-Outro

5. Antecedentes Gestacionais/-G___ A P

5.1- Fez pré-natal 1 Sim () 0 Ndo () 2N&o Sabe() N° consultas_~
5.2- 1-[] Gestagdo programada  2- [] Gestag¢do ndo programada

5.3-Ameaca de aborto :1-Sim () [1 Espontaneo [ Uso de droga abortiva
Periodo em que ocorreu: _ Alt. Apresentadas:

0-Ndo ()  2-Nao Sabe()
5.4-Desenvolvimento gestacional: 1- [1adequado  0O- [ inadequado
5.5- Interc.Gest: Sangramento: 1- Sim () 0- Ndo 2- () Ndo Sabe() HAS: 1- Sim() 0- Ndo 2- () Nao Sabe()
Infec¢do: 1- Sim () 0- Ndo 2- () N&o Sabe() Uso de drogas : 1- Sim () 0- Ndo 2- () Néo Sabe()
Medicamentos: 1- Sim () 0- Nd&o 2-() N&o Sabe() Diabetes: 1- Sim () 0- N&o 2- () N&o Sabe()
outra 1- Sim () 0- Ndo 2- () N&o Sabe() Qual?

5.6-Movimentos fetais: més 1-[] Ativos 2-[] Inicial / ativos 3-[] Hipoativos 4 (] -Hiperativos 5- (] N&o sabe
5.7-Parto: 1- [1 Espontaneo 2- [ Férceps 3-[] Cesareo Condig0es: 1- [1 chorou 0- (] ndo chorou
1-termo 2- [Ipré-termo  3-[]po6s-termo  4- [ ndo sabe 1- (1 corado 0- [ cianético

6- Antecedentes Neonatais
6.1-Pesoaonascer:_ g Estaonascer: __cm PC:__ cm Apgar:1°min: __ Apgar: 5° min;___
PL_ . kg; P2, kg, P3___ , kg Al . cm A2, cm A3___ , cm
6.2-Intercorréncias: Cianose: 1- Sim () 0- Ndo () 2- Néo Sabe()

Ictericia: 1- Sim () 0- N&o () 2- Ndo Sabe()

Sepsis : 1- Sim () 0- Ndo () 2- Nao Sabe()
6.3- DistUrbio metabdlico: 1- Sim () 0- Nao () 2- Néo Sabe():
6.4- Disturbio respiratorio: 1- Sim () 0- Ndo () 2- Ndo Sabe():
6.5- Problema neurolégico: 1- Sim () 0- Ndo () 2- Nao Sabe():
6.6- Outro problema ou doenga neonatal: 1- Sim () 0- N&o () 2- Néo Sabe()
6.7- Ficou Internado? 1- Sim () 0- N&o () 2- Nao Sabe() Idade:_ tempo: _ 0- [JBercéario ou 1-[1UTI

Dados complementares:

7- Evolugéo do paciente

7.1- InfeccOes frequentes: 1- Sim () 1-[1 pneumonia 2-[]otite 3-111TU 4[] outra
0- Néo () 2- N&o Sabe()

7.2- Outras doencas: 1- Sim () 0- N&o () 2- N&o Sabe():

7.3- Internagdes:1- Sim () n°___ motivo:

0-N&o () 2- N&o Sabe()

7.4- Convulsdes: 1- Sim () Id. de inicio:

101 febril 2 [1afebril  3() To6nico 4[] Clonicas 5 [ Ténico-clénicas 61 Mioclonicas 7[]Espasmos em flexdo 8[1de
dificil controle  Descricdo:
0- Ndo () 2-Néo Sabe()

7.5-Uso de medicacdo 1- Sim (') Qual?
0- Nao () 2- N&o Sabe()
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7.6-Problema de alimentagdo? 1- Sim () qual?
0-Ndo () 2- Néo Sabe()

7.7- Dieta especial: 1- Sim () Qual?
0- Nao 2- () Néo Sabe()

7.8- Habito intestinal: 1- o normal; 2- o problema, Qual?

7.9- Aleitamento materno: 0- o ndo mamou; D <1més; 2-o>la6meses; 3-o0>6alano;

4- o >1ano; 5- g ainda mama; 6-0 ndo sabe
7.10- Qual alimentagdo atual? 0- oNdo descrito 1- o Frutas e verduras; 2- o cereais; 3- 0 leguminosas; 4- oCarnes,
peixes, aves; 5- o leite e derivados; 6- o aleifamento materno Descreva:
7.11- Realizou o Teste do Pezinho? 1- Sim () 0-N&o () 2-N&oSabe()  3-N&o lembra ()
Qual foi o0 Resultado? 1- o Positivo; 2- O negativo

Para que serve o Teste do Pezinho?

8. Antecedentes Familiares

8.1-Pais consangiiineos: 0- (1 Ndo 1- [J Sim 2- [J Ndo Sabe — Grau de Parentesco

8.2-Casos semelhantes ao do paciente na familia: 0- [1-N&o 1- [ Sim 2- [ N&o sabe — Grau de
Parentesco
8.3- Outras doengas na familia: 1-[] MFCI 2-[] MFCM 3-[1 DM 4-[1DV 5- [ DA 6-[] Deficiéncias Mdltiplas

7-[] Distarbio de Desenvolvimento 8- Distlrbio de aprendizagem.

9[1 OQutras doengas:

8.4-Composicdo racial: 107 Indigenas 2[1 Orientais 3 [ Europeus 401 Negros 50 Outra:
Irmandade

GESTACAO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NV, NM, AE, AP
IDADE GEST.
SEXO: M, F, |
Parto: C, Esp, Fo
Peso Nascimento
Est. Nascimento

DATA MES

OBITOS

Causa dos 6bitos

Séo todos os filhos do mesmo pai? [1 Sim [ N&o - Especifique na irmandade

Heredograma:
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9. Desenvolvimento : 9.1-Que acha (ou achou) do desenvolvimento do paciente ao longo da vida?

9.2-Sustentou cabeca3 a4 m- 1-osim 0-0ndo 2- ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- 0 ainda ndo esta na idade
Rolou 5a 6 m- 1-o0sim 0- 0 ndo 2- ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- o ainda ndo esta na idade

Sentou 7 a 9 meses- 1-o sim 0- 0 ndo 2- ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- o ainda ndo esta na idade

Arrastou 7 a 9 meses-1-0 sim 0- 0 ndo 2- Ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- O ainda n3o estd na idade
Engatinhou 10 a 12 meses- 1-0 sim 0- 0 ndo 2- ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- o ainda ndo estd na idade
ficou de pé10 a 12 meses -1-o sim 0- o ndo 2- ondo sabe 3- 0O ndo lembra 4- 0 ainda ndo esta na idade
Andou 13 a 18 meses- 1-0 sim 0- o ndo 2- ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- 0 ainda ndo esta na idade
Linguagem13 a 18 meses-1-0 sim 0- o ndo 2- ondo sabe 3- 0 ndo lembra 4- o ainda ndo esta na idade

9.3- Boa interagdo 1- Sim () 0- Ndo() 2- Nao sabe() N&o interage 1- Sim () 0- N&o() 2- Néo sabe()
visdo preservada 1- Sim() 0- Ndo() 2- Ndosabe () audicdo preservada 1- Sim() 0- Nao() 2- Ndo sabe()
9.4-AVDS: [ independente [1 dependente [ semi-dependente
9.5-Distarbio do sono 1- Sim() 0-Ndo () 2-N&osabe() Qual?

9.6-Escolaridade:1-/Normal 2-[1 Especial
9.7-Comportamento: 1-1 Normal 2- [] Irritado 3- [ Agressivo 4-[] Autista 5 -1 Autista like

6- [ Hiperativo 7-[10utro

10. Condic¢es Ambientais / Econémicas / Atengdo
10.1-Moradia: 1-[1 Alvenaria 2 -1 Madeira 3-[] Outro
Piso:1-o lajota; 2-0 cimento; 3-0 madeira; 4-0 outro N° de compartimentos:

10.2- 1-[14qua rede publica 2-[1 &gua de pogo 3- [1 Outra fonte

10.3-1- [J Pai do paciente c/ trabalho remunerado; 2-1 Mée do paciente c/ trabalho remunerado; 3-[1 Outro familiar do
paciente c/ trabalho remunerado; 4- [ Paciente com trabalho remunerado; 5- [1 ninguém trabalha

O paciente tem beneficio? 1Sim() ON&o () Qual?

11. Renda familiar:
11.1-N° de salarios minimos/més: N° de pessoas dependentes: Renda per capita
11.2-Acesso a servigo de salde: 1[] Plano de salde 2 [ SUS 3 [J Outro:

11.3-O paciente tem cartdo da crianga? 1-Sim () 0- Ndo () 2-N&o sabe ()
11.4- Vacinas estdo atualizadas 1-Sim() 0-N&o() 2-()N&osabe () ;

Foi acompanhado desenvolvimento?1-Sim() 0-N&o() 2- N&do sabe();
Foi acompanhado crescimento? 1-Sim() 0-Ndo () 2- N&o sabe ()

11.5-Quem cuida da crianga? De dia: 1-omae; 2-Opai; 3-0outros

E a noite? 1-omde; 2-opai; 3-ooutros

11.6-Que idade tinha o paciente quando percebeu seu problema?

11.7-Quem observou que o paciente tinha problema? 1omae; 2opai; 3oavos; 40 parentes; 50 médicos;
6- o outros; 7- [] ndo sabe

11.8-Realiza algum tratamento especial? 1- (1 SIM 0- 1) NAO 2 - o N4o sabe

Qual o tratamento? 1- [] Fisioterapia 2- [ Terapia ocupacional 3- ] Fonoaudiologia 4-71Psicologia 5-[

Acompanhamento com neurologista 6-[ nutricionista 7-[] Outro: 8- [1nenhum
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ANEXO Il :TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIE[\ICIAS BIOLOGICAS |
LABORATORIO DE GENETICA HUMANA E MEDICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: Avaliacdo epidemioldgica, genética, molecular e bioquimica de
pacientes com mucopolissacaridoses (MPS) na Regido Norte do Brasil.

PESQUISADOR RESPONSAVEL : Luiz Carlos Santana da Silva, Universidade Federal do
Pard, Instituto de Ciéncias Biologicas, Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo. Rua
Augusto Correa, 01 - Cidade Universitaria Prof. José da Silveira Netto, Laboratério de
Genética Humana e Médica, Guama, CEP 66075970, Belém, PA.

Nome do paciente:

Endereco:

Cidade: Estado CEP Fone:(—)
Email:

Responsavel: Idade:

RG: Grau de parentesco:

Justificativa e objetos do estudo

As mucopolissacaridoses sdo doencas genéticas de curso progressivo e muitas vezes de diagndstico dificil.
Com o objetivo de diagnosticar corretamente os pacientes afetados, permitindo que recebam as medidas de
tratamento disponiveis em cada situacéo, foi elaborado um projeto para avaliar clinica e laboratorialmente os
pacientes com suspeita de apresentar uma mucopolissacaridose. Os casos identificados serdo referidos a
centros regionais que possam realizar o manejo adequado e oferecer as medidas de prevencdo de novos casos
para a familia. O estudo pretende identificar as mucopolissacaridoses mais frequentes em nossa regido, bem
como incentivar a pesquisa sobre essas doencas no Brasil.

Procedimentos a que serdo submetidos os pacientes

Os pacientes com suspeita de apresentar uma mucopolissacaridose serdo submetidos a uma avaliacdo clinica.
Caso a suspeita persista, serdo coletadas amostras de urina para analise bioquimica e amostras de sangue para
andlises bioquimicas e/ou molecular. A investigacdo molecular inclui a analise de DNA, atraves de
procedimentos técnicos de biologia molecular visando a identificagdo de mutagdes presentes nas
mucopolissacaridoses. Eventualmente, poderdo ser solicitadas amostras de familiares de pacientes para o
esclarecimento do caso, identificacdo de familiares portadores de mutacdes, aconselhamento genético e
diagndstico pré-natal. Os resultados das analises serdo encaminhados ao médico do paciente, ficando sob
responsabilidade deste a informacéo do resultado ao paciente e/ou familiar.
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Armazenamento de dados e amostras

Os dados clinicos e laboratoriais serdo registrados em um banco de dados e as amostras ficardo armazenadas
em um banco de material biologico. Essas amostras poderdo ser utilizadas em estudos sobre
mucopolissacaridoses que estejam vinculados a este projeto.

Beneficios esperados

Com o diagndstico do tipo de Mucopolissacaridose, o paciente podera se beneficiar das medidas de tratamento
eventualmente disponiveis, além de possibilitar aconselhamento genético.

Caso tenha alguma duvida ou queira algum esclarecimento adicional, contatar:

Concordo em participar do projeto de pesquisa “Avaliacdo epidemioldgica, genética,
molecular e bioquimica de pacientes com mucopolissacaridoses (MPS) na Regido Norte
do Brasil” e autorizo a utilizacgio das minhas amostras bioldégicas em estudos
relacionados com este projeto.

Data; / /

Paciente ou responsavel:

Responsavel pelo estudo:




ANEXO lll: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UFPA - INSTITUTO DE

CIENCIAS DA SAUDE DA W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil

PARA
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da Mucopolissacanidose no Brasil

Pesquisador: MISLEME CISZ

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 257343119.2.1001.0018

institulgdo Proponente: Instituio de Clenclas Bloldgicas
Patrocinador Principal: Universidade Federal do Para

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 4.003 806

Apresentagéo do Projeto:

As Mucopolissacaridoses (MPS) comespondam & um grupo de doengas lisossbmicas de depdsito (DLD),

congistem em um raro grupe de doengas metabdlicas hereditarias e s80 causadas pela deficiéncia de
enzimas lisossomais especificas responsdvels pela degradacio de glicosaminoglicancs (GAG). Uma vez
n&a degradados, os GAG acumulam-se em varios tecidos e drglos, levando ao deservolvimento de uma
doenga crénica de carater progressive e multisistémico. Este trabalho propde analisar o perfil
epidemicligico, genético, bioquimico & molecular de pacientes com Mucopolissacanidoses no Estado do
Para.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Prim&rio: «Analisar o perfil epldemicldgico, genético, bioquimico & malecular de paclentes com
Mucopolissacaridoses no Estado do Pard.

Objetivo Secundario: =Analise molecular do gene IDUA em pacientes com MPS |;=Andlize molecular do gene
IDS em pacientes com BMPS Il;*Analise molecular do gene NAGLU em pacientz com MFS [IE:;-Andlise
mobecular do gens ARSE em pacientes com MPS Vi <Avaliar o padrao de excrecio de GAG dos pacientes
com MPS | e V] antes & durante a TRE;*Avaliar a eficacia da TRE em pacientes com MPS | e Vi através do
monitoramento bloguimico da dosagem urinaria de glicosaminoglicanos;*\erificar possivels comelagtes
entre o perfil bioguimico (excregdo de GAG) & o gendtipo apresentado pelos pacientes com MPS | &
Vi*Iinvestigar o perfil epidemicldgico da
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HE
Ma Regito Morte do Brasil,

HAvallagdo dos Rlscos e Beneficlos:
Riscos: Os exames realizedos nao trazem riscos &06 pacientes, akém dos incbmodos eventuals de uma
colata de sangue & uring.
Beneficios: Os pacientes terdo seu diagndstico confirmado por sequenciamento.Os dados referentes 4 TRE
gludaram no controle @ evolugdo dos pacientes e serviram de referéncia pare os demais casos
similares Afravés do estudo epidemioldgico teremos o perfil dos pacientes com suspeita de MPS na Regigo

Morte do Brasil.

Comentaries & Conslderagdes sobre 8 Pesqulsa:
0 profocolo encaminhado dispte de metodologia e critérios definidos conforme rescluglo 46612 do
CHSIMS. Trata ainda em resolver pend&ncias clitadas no parecer n"3.608.060, que depols de analisadas
gste colegiado entande como satisfaténa e aceita.

Conalderagdes sobre o8 Termos de apressentacio obrigatdria:
0= terrmos apresentados, nesta versao, contemplam of sugendos pels sisterma CEF/CONER.
Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadeguagdes:
Diante do exposto somos pela sprovaco do protocodo. Este & noaso parecer, SMU.
Conslderactes Finals a critério do CEP:

g

Este paracer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Docurmento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas|PE_INFORMAGUES BASICAS DO P | 1704/2020 Aceilo
do Projeto ROJETO 995814, 233542

LE | Termos de T 03032020 |MIGLENE CISZ Aceio
Aszsentirmento | 10:34:12
Justificative de
| AusEncia _ : _
Oustros termo_de_consentiments_institucionalp| 16112019 [MISLENE CISZ Acedo
df 01246
Owiros 18Mmo_de_compromissa.pdt 16112010 |MISLENE CISZ Aceito
do0s:29
Owitros declaracao_lsencao_de_onus.pdf 15117219 |MISLENE CISZ2 Acedto
23:51:48
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ANEXO IV: PROTOCOLO DE DOSAGEM DE GAG NA URINA

) REAGENTES:

1. Condroitin sulfato A (se usa o0 A — 0 B é o dermatan)
2. Tampao formato de sédio

3. Corante DMB

4. Tris

II) PREPARO:

1. Condroitin sulfato- SOLUCAO MAE:

a) Pesar 20 mg de condroitim sulfato e diluir em 10 ml de 4gua destilada (baldo
volumétrico)

b) Diluir 1/10 solucdo mae: 1mL + 9 mL de agua dest (baldo volumétrico) — aliquotar
(solucao de uso)

c) Guardar no freezer armazenado em eppendorfs.

2. Tampao formato de sédio pH 3,3 55mM:

a) Pesar 3,749 de formato de sédio e diluir em 1000ml de agua destilada.
b) Acertar o pH para 3,3 com acido férmico.

c) Guardar na geladeira.

3. Corante DMB:

a) Pesar 10,7 mg do corante DMB e diluir em 100 ml de Tampé&o formato de sédio.
b) Congelar como solucéao estoque 10 vezes concentrada.

¢) Diluir na proporc¢éo1:10 com o Tampéo formato de sédio na hora do uso.

4. Tris hidroximetil aminometano:
a) Pesar o Tris de acordo com a quantidade de corante a ser usada e diluir com agua
destilada na hora do uso, utilizando agitacdo sem aquecimento.

| 1ml Tris — 10 ml DMB |

| 2,422g Tris — 10ml agua destilada |

[I) PROCEDIMENTO:

1. Fazer uma curva padrdo com 6 pontos de diluicdo e 1 tubo branco. No branco,
colocar apenas agua. Nos demais, colocar condroitim sulfato diluido conforme o
esquema:

CS (ul) |Agua (ul) Concentr.

branco 0 500 -

2 10 490 2

3 20 480 4

4 40 460 8

5 60 440 12

6 80 420 16

7 100 400 20

2. Centrifugar cada amostra de urina por 10 minutos a 2000/3000 rpm para precipitar
o sedimento. (PS: Amostras de liquido amnidtico ndo devem ser centrifugadas).
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3. Diluir 250 pl de urina centrifugada em 250 pl de agua destilada.

4. Agitar em vortex os tubos das amostras e os tubos da curva para homogeneizar.
5. Adicionar a cada tubo 2,5 ml da solucdo do corante DMB diluido 10 vezes em
Tampao formato de sédio junto com o Tris diluido em agua na hora da leitura.
Adicionar e ler no mesmo momento em espectrofotdbmetro com absorbancia de 530
nm, ou seja, a adicdo do DMB é feita um a um no momento da leitura.

IV) CALCULOS:

1. Descontar o branco de cada amostra, inclusive as da curva.

2. Fazer o célculo do Qm de cada tubo da curva, dividindo a concentracdo pela
(absorbancia — branco).

3. Calcular o Qm médio da curva.

4. Célculo da amostra:

| (absorbancia — branco) X Qm X 4000 / creatinina = resultado em ug/mg creat

Resultado em mg/g / 8,84 = resultado em mg/mmol
CREA

5. O resultado é expresso em ug/mg creat
6. Resultado em mg/L (controle de qualidade):

‘ (absorbancia — branco) X Qm X 4 ‘

V) DILUICAO

Para leituras acima de 0,300 de Abs, o método ndo detecta. Para estas amostras,
fazer uma diluicao:

a) Diluic&o 1/5: Diluir 100ul de urina em 400pul de 4gua destilada; pipetar 250ul dessa
amostra e 250pul de 4gua destilada. Multiplicar o calculo por 5.

b) Diluicdo 1/10: Diluir 100ul de urina em 900ul de agua e pipetar, entdao, 250l dessa
amostra com 250ul de agua destilada. Multiplicar o calculo por 10.

VI) INTERPRETACAO

Comparar o resultado obtido com a tabela de valores padronizados da excrecao de
GAGS na urina, de acordo com a idade do paciente. Resultados que se apresentam
mais altos do que o padrao pode indicar um acumulo de GAG, podendo diagnosticar
uma mucopolissacaridose.

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA:

De Jong J. G. N., Wevers R. A. Liebrand-van Sambeek R. Measuring urinary
glycosaminoglycans in the presence of protein: an improved screening procedure for
Mucopolysaccharidoses based on dimethylmethylene blue. Clin. Chem.,1992, 38/6,
803-7.
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ANEXO V: PROTOCOLO PARA ELETROFORESE DE GLICOSAMINOGLICANOS
NA URINA ELETROFORESE DE GLICOSAMINOGLICANOS

Adaptado do protocolo descrito por Alfredo Uribe

Principio

A separacao de glicosaminoglicanos (GAG) por este método, baseia-se na separagao
de cada um dos componentes dos GAG urinarios (condroitin sulfato,queratan sulfato,
heparan sulfato e dermatan sulfato) em um campo elétrico descontinuo sobre um gel
de agarose, usando também as propriedades de solubilidade diferencial em
concentracdes de etanol.

Amostra
Glicosaminoglicanos extraidos e purificados a partir da amostra de urina (reportar-se
a técnica da cromatografia de glicosaminoglicanos).

Material

. Placa de vidro 12x15cm

. Nivelador e pente de impressao

. Agarose 1% em acetato de bario 0,15M pH 5,0

. Acetato de bério 0,3 pH 5,0 acidificado com acido acético glacial

. Acetato de bario 0,15M pH 5,0 acidificado com acido acético glacial
. Etanol p.a. 50% em acetato de béario 0,15M pH 5,0

. Etanol p. a. 35% em acetato de béario 0,15M pH 5,0

. Azul de toluidina 1% em etanol : agua : acido acético (66,5:28,5:05)
. Padr@es: Condroitin sulfato, drmatan sulfato, queratan sulfato e heparan sulfato:
2mg/ml agua dest.

10. Papel Whatmann

11. Microseringa para aplicacdo das amostras

OCO~NOOOTA,WNPEF

Preparo dos reagentes

1. Gel de agarose 1% (no momento do procedimento)

e Pesar 800mg de agarose + 80ml de acetato de bario 0,15M pH 5,0

e Levar ao microondas até a completa dissolugao da agarose

e Nivelar a placa de vidro com nivelador

e Derramar o gel de agarose no centro da placa até preenché-la completamente.

e Colocar o pente para a formagéo dos pogos e aguardar a solidificagdo (x 10 min.)
e Apds retirar o pente com cuidado

2. Acetato de bario 0,3M (P.M. 255,439)
e Pesar 76,639 de acetato de bario e diluir em 1 litro de agua dest.
e Ajustar pH 5,0 com acido acético glacial

3. Acetato de béario 0,15M

e Pesar 38,319 de acetato de bério e diluir em 1 litro de 4gua dest.
e Ajustar pH 5,0 com acido acético glacial

4. Etanol 50%
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e 250ml de etanol p.a. + 250ml de acetato de bario 0,15M

5. Etanol 35%
e 175ml de etanol p.a. + 325ml de acetato de bario 0,15M

6. Azul de toluidina 1%
e Pesar 2,59 de azul de toluidina e adicionar 166ml de etanol p.a. + 72ml de agua
dest. + 12ml de 4cido acético.

PROCEDIMENTO

Preparo da placa

1. Organizar as amostras a serem aplicadas

2. Aplicar 5ul de amostra em cada poco

3. Aplicar, no 1° poco das extremidades, o padrdo de condroitin sulfato e no poco
central o padréo de queratan sulfato

4. Colocar a placa na cuba de eletroforese centralizando-a

Migracao (“corrida”)

1. Colocar tampdo acetato de bario 0,3M pH 5,0 nos compartimentos da cuba de
eletroforese

2. Colocar a placa, com as amostras e padrdes ja aplicados, na cuba centralizando-a
3. Encostar tiras de papel Whatmann nas extremidades da placa para que o tampao
entre em contato com o gel (umedecer bem o papel com o tampéao evitando derramar
sobre o gel)

4. Programar a fonte na voltagem de 70 a 100volts/60-70 mA

5. 12 corrida em torno de 1 hora e apoés retirar a placa da cuba de eletroforese e
mergulha-la na solucao de etanol 50% por 15 min.

6. Apos lavar a placa com agua da torneira, secar a parte posterior e recoloca-la na
cuba de eletroforese e recolocar tb as pontes de papel Whatmann

7. 22 corrida em torna de 1h e 30min.. Apds retirar a placa novamente da cuba e
mergulha-la na solu¢cdo mde etanol 35% por 15min.

8. Idem ao item 6

9. 32 corrida = 3 horas

10. Colorir aplaca com azul de toluidina 1% por 15min.

11. Descorar com agua da torneira até uma boa visualizacdo das bandas (overnight).
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Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo
Protocolo Operacional Padrio (POP)

N*do POP: 03 Data de elaboragdo; 05/08/2016

Técnica: Extragdo de DNA de sangue total - Kit Purelink Invitrogen
Responsével: Maria Helena Mala/ Jodo Marcos

I.  Equipamentos necessérios:
Luvas de Iatex, gorro e mascara + Pipeta de 1000 p!
Racks para tubo falcon e » Descarle de sangue,
éeppendor, «+ Descarte de ponteiras.
« Eppendorfs de 2 ml autoclavados; « Piceta com dicool 70%
« Pipeta de 100~ 1000 p; * Piceta com hipoclorito a 2,5%
« Pontelras autoclavadas de 200 pl e + Papel toalha
1000 pl; «  Microcentrifuga
« Pipeta de 100 pl + Banho maria
Il. Método:

1° Etapa: Lise de Hemacias

8.

. Ajuste 0 banho-maria ou bloco térmico para 56°C.

Em um tubo de microcentrifuga estéril, adicione quantidade menor ou igual a 200 pl da
amostra de sangue fresco ou congelado (se usar menos de 200 pl, complete o volume do
tubo para 200 pl usando PBS),

Adicione 20 pl de Proteinase K (fomecida com o kit) @ amostra.

Adicione 20 pl de RNAse A (fornecida com o kit) & amostra, misturar bem com auxilio do
vortex e incubar em temperatura ambiente por 2 minutos.

Adicionar 200 pl do Purelink® Genomic Lysis/Binding Buffer e misturar bem com auxilio
do vortex para se obter uma solugo homogénea.

Incubar em 56°C por 10 minutos para promover a degradagdo das proteinas,

. Adicionar 200 pl de &lcool 96 ~ 100% 2o lisado. Misturar bem com o auxilio do vértex por §

segundos para se obter uma solugdo homogénea,
Proceder imediatamente para a proxima etapa: Ligagao do DNA,

2° Etapa : Ligagdo do DNA - Kit Purelink®

1. Remover Purelink® Spin Column em um tubo coletor do pacote.
2. Adicionar o lisato (aproximadamente 640 pl) preparado com o Purelink® Genomic
Lysis/Binding Buffer e etanol & Purelink® Spin Column,

3. Centrifugar a coluna em 10.000 rpm por um minuto em temperatura ambiente.
Nota: Se vocé esta processando mais de 200 pl de um matenial inicial como
sangue, swabs bucais ou Oragene™ preserved saliva, vocé precisa realizar o
carmegamento muttiplo do lisado por transferéncia de qualquer lisado restante para
a mesma Purelink® Spin Column (acima) e centrifugar a 10.000 rpm por 1 minuto,
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4, Descartar o tubo coletor e colocar a coluna dentro de um novo tubo coletor formecido

com o kit
5. Proceder para a préxima etapa: Lavagem do DNA.

3° Etapa: Lavagem do DNA - Kit Purelink®

1. Adicionar 500 pl do Wash Buffer 1 preparado com etanol & coluna,

2, Centrifugar a coluna em temperatura ambiente a 10,000x por 1 minuto.

3 Descattarotubocolelouodowacolunaemunnovowbooolotorfomeddooomokit
4, Adicionar 500 il do Wash Buffer 2 preparado com etanol & coluna.

5. Centrifugar @ coluna em velocidade maxima por 3 minutos em temperatura ambiente.
Descartr tubo coletor, (- 099)

6. Proceder para a préxima etapa: Eluicéo do DNA.

4° Etapa: Eluigdo do DNA - Kit Purelink®

1. Colocar a coluna em um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5mL.
2. Adicionar 25 - 200 pl do Purelink® Genomic Elution Buffer & coluna. Veja os parametros
de eluicao para escolher a o volume adequado de eluigdo para o que vooé precisa.

! 1 minuto. Centri
3. Incubar em temperatura ambiente por 1 m nirifugar a coluna Wmm.m i)
méxima por 1 minuto em temperatura ambiente. O tubo contém DNA gendmico purificado.

Armazenamento do DNA

* Armazenar o DNA purificado em -20°C ou use 0 DNA para a finalidade desejada.

* Para armazenamento de longo prazo, armazene 0 DNA em Purelink® Genomic Elution
Buffer em -20°C, j4 que o DNA armazenado em 4gua é submetido a hidrolise acida.

* Para evitar ciclos repetidos de congelamento e descongelamento de DNA, armazene 0
DNA em 4°C para uso imediato ou faca aliquotas do DNA, e armazene o restante @

temperatura de -20°C para longo prazo de armazenamento.



