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RESUMO

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas
causadas pela deficiéncia das enzimas responsaveis pela degradacéo intra-
lisossomal de glicosaminoglicanos (GAG). Essa deficiéncia é responsével pelo
acumulo de GAG em diversos tecidos e 6rgdos, promovendo uma série de
disfuncdes patoldgicas. Dentre as terapias empregadas no tratamento dos
pacientes, a Terapia de Reposicdo Enzimética (TRE) vém demonstrando
resultados significantes, no que diz respeito & melhoria das complicacdes
fisiopatolégicas, assim como na diminuicdo da excre¢cdo de GAG urinarios,
parametro bioquimico utilizado para avaliagdo e monitoramento da eficacia do
tratamento. O objetivo deste trabalho foi analisar o perfil bioquimico de
pacientes com MPS sob TRE no Estado do Para através de testes bioquimicos
qualitativos e quantitativos. Foram coletadas amostras de urina antes e
durante a TRE (1 mg de Laronidase/kg) de 02 pacientes com MPS | (P1 e P2),
1 paciente (P2) com MPS Il (1 mg de idursulfatase/Kg) e 02 pacientes (P4 e
P5) com MPS VI (1mg Galsulfase/kg). As amostras foram submetidas ao teste
qualitativo do Azul de Toluidina (AT), além da dosagem de GAG urinérios
ajustados de acordo com os valores de creatinina. Foi utilizado Bioestat 5.0
para andlise estatistica. No teste qualitativo (AT) predominou resultados
negativos para os paciente com MPS | e VI (P1, P2, P4 e P5), j& o paciente
com MPS Il (P3) continuou com resultado positivo. Os testes quantitativos
demonstraram uma significativa redugdo da excregdo de GAG nos pacientes
com MPS | 90% ap6s 100 semanas de TRE em P1 e 72% de reducdo em P2
apds 45 semanas de TRE. O mesmo ocorreu para o paciente com MPS Il (P3:
66,6%) e para os pacientes com MPS VI (P4: 67%; P5: 65%). A reducdo dos
niveis de GAG urinarios, com a reducao da reatividade das provas de triagem
bioquimica indicaram que a TRE possui eficacia no monitoramento bioquimico
de pacientes com MPS. Em conclusédo nossos achados demonstram que com a
TRE para MPS |, Il e VI obtem-se melhora nos sintomas clinicos e bioquimicos,

refletindo em melhora na qualidade de vida do paciente.



1. INTRODUCAO

1.1. ERROSINATOS DO METABOLISMO

Este conceito foi proposto por Sir Archibald Garrod, em 1908,
quando estudava pacientes portadores de alcaptonuria, pentosuria, albinismo e
cistindria, por acreditar que essas doencas eram causadas por alteracées no
metabolismo intermediario de aminoacidos e monossacarideos (CLARKE,
2008).

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) s&o um grupo de doengas de
origem genética, causadas por alteragcbes na estrutura e/ou funcdo de
moléculas protéicas importantes para rea¢des bioquimicas, e consequente
alteracdo no metabolismo humano (SAINZ et al., 2002; KARAM et al., 2001).

A maioria desses disturbios metabdlicos apresenta um modelo de
heranca autossbmica recessiva, ou seja, para que uma enzima seja deficiente
ou totalmente inativa € necessario que o alelo mutante esteja em homozigose
ou heterozigose composta. Uma pequena parcela desses distirbios pode ser
herdada de forma autossGmica dominante ou ligada ao X (Giugliani, 1988;
SCRIVER et al., 2001).

Os EIM sdo compostos por quase 600 enfermidades, cuja maioria
apresenta-se na infancia (NEUFELD & MUENZER, 2001). Apesar de terem
uma incidéncia individual relativamente baixa, os EIM s&o muito importantes do
ponto de vista de sua magnitude como problema de saude, acarretando em
transtornos neuroldgicos, baixa qualidade de vida e mortes prematuras (SAINZ
et al., 2002).

1.2. DOENCAS DE DEPOSITO LISOSSOMICO

As Doencas de Deposito lisossomico (DDL) representam um grupo
importante dos EIM e sdo causadas pela deficiéncia de uma enzima
lisossdmica responséavel por uma determinada rota catabdlica, ou, em casos

mais raros, de proteinas envolvidas na biogénese do lisossomo. O resultado da



interrupcéo da rota € o progressivo acumulo de metabdlitos (VOET et al., 2004,
MEIKLE et al., 1999).

Foram descritas mais de 50 DDL, sendo classificadas de acordo
com o tipo de substrato acumulado. Os principais grupos de DDL séo as

esfingolipidoses, glicoproteinoses e mucopolissacaridoses (WILCOX, 2004),

1.3 MUCOPOLISSACARIDOSES (MPS)

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo DDL hereditarias causadas
pela deficiéncia de uma das exoenzimas responséveis pela degradacgéo intra-
lisossomal de glicosaminoglicanos (GAG). Estes elementos séo
polissacarideos complexos distribuidos largamente nas membranas celulares e
na matriz extracelular. No caso das MPS, em funcdo de uma deficiéncia
enzimatica lisossomal, os GAG néo sédo degradados e conseqglientemente sédo
estocados nos compartimentos lisossdémicos celulares, promovendo uma série
de complicagfes patoldgicas que iniciam desde o periodo fetal, até a intensa
progresséo dos sintomas na fase infantil (SCRIVER et al., 2001).

As MPS foram descritas pela primeira vez por Hunter em 1917, mas
as bases bioquimicas s6 foram definidas a partir da década 50. Os
mecanismos moleculares envolvidos nestas desordens metabdlicas
comecgaram a ser entendido a partir da década de 90 (WRAITH, 1995).

Assim como a maioria dos EIM, as MPS sdo herdadas de modo
autossdmico recessivo, com excec¢do da MPS tipo Il, ou sindrome de Hunter,
na qual a heranca é ligada ao X (SCRIVER et al., 2001).

1.3.1 Bases celulares das MPS

Os GAG, também conhecidos como mucopolissacarideos, séo
componentes do tecido conjutivo conectivo. Uma vez produzidos os GAGs
residem primariamente na superficie da célula ou na matriz extracelular, onde
podem estar livres ou associados a proteinas formando proteoglicanos
(CLARKE,, 2008). As moléculas de proteoglianos s@o constituintes da matriz
extracelular e tém a funcdo de controlar o fluxo de &gua e nutrientes para as

células. Quando os GAG absorvem uma grande quantidade de agua, acabam



adquirindo uma consisténcia mucoide, viscosa. Este aspecto garante uma
funcdo lubrificante e de unido entre os tecidos, permitindo, por exemplo, o
movimento das articulagdes do corpo (PRYDS & DALEN, 2000).

Os principais GAG que compde proteoglicanos s&o: Condroitin
Sulfato (CD), dermatan Sulfato (DS), Queratan Sulfato (QS) e heparan sulfato
(HS). Cada um tem uma Unica estrutura constituida de unidades repetidas de
dissacarideos (BYERS et al., 1998) (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura dos glicosaminoglicanos.

Alguns proteoglicanos ainda podem estar ancorados na membrana
celular, podendo se ligar a fatores de crescimento e a outras proteinas servindo
como sinal para as células (Figura 2). Eles também podem formar géis que
atuam como um filtro para regular a passagem de moléculas através do meio
extracelular, e ainda, podem bloquear, ativar ou guiar a migragédo celular
através da matriz (CLARKE, 2008).

A degradacdo dos GAGs ocorre a partir da clivagem de moléculas de
proteoglicanos por proteases e pela remocdo de suas porgOes
endoglicosidicas. A catalise desses compostos pode, ocorrer tanto na matriz



extracelular quanto nos compartimentos lisossomais celulares (CLARKE,
2008).

Vaso

“‘ ‘ Sangiineo
. o

Células Somaticas .-~

Matriz
Extracelular

Macrofago

Lisossomo Repleto

ﬁ.f'— Glicosaminoglicanos O Citocina de GAG

Figura 2: Esquema celular das Mucopolissacaridoses. A figura ilustra os diversos processos
fisiolégicos que podem ser afetados pela deficiéncia na degradacédo de GAG, com consequente
aumento do depdsito desses compostos na matriz extracelular. (a) Macrofago disfuncional em
funcéo do acimulo de GAG nos lisossomos; (b) padréo alterado de receptores da membrana
plasmatica; (c) Alteracdo na captagdo de citocinas e fatores de crescimento; (d) alteracdo no
recrutamento de citocinas circulantes; (e) Alteracdo na apresentacdo de citocinas aos
receptores; (f) interferéncia no trafico celular; (g) Depdsito lisossémico adicional pela
interferéncia de hidrolases lisossomais; (h) interaces anormais da matriz extracelular; (i)
adeséo celular alterada. Adaptado de CLARKE, 2008.

A auséncia ou deficiéncia de uma ou mais enzimas relacionadas ao
processo de catalise de GAG ocasiona a deposicdo destes compostos em
diversos tecidos organicos. Modelos animais tém demonstrado um excessivo
acumulo de GAG em tecidos hepaticos, renais, pulmonares, cardiacos e
esplénicos, com algum comprometimento de tecidos nervosos (LI et al., 1999;
VOGLER et al., 2001; 2005)



Como consequéncia da catalise deficiente, os GAG ndo degradados
sdo, portanto, excretados na urina, 0 que consiste em um importante parametro
para investigagdo de MPS. Dependendo do tipo de MPS, o catabolismo de
diferentes GAGs pode ser bloqueado isoladamente ou em conjunto (BYERS et
al., 1998; CLARKE, 2008).

1.3.2. Classificagao das MPS

Embora existam diferentes fenétipos clinicos para o mesmo defeito
enzimatico, bem como fenoétipos semelhantes para deficiéncias enziméticas
diferentes, as MPS podem ser classificadas quanto a deficiéncia enzimatica, ao
tipo de GAG excretado e a localiza¢do lisossdmica dos genes envolvidos, como
descrito na Quadro 1 (CLARKE, 2008).

As MPS também podem ser classificadas em dois grupos
dependendo do tipo de GAG armazenado, por exemplo, as MPS
caracterizadas pelo acimulo de QS e DS (MPS VI e IV A) apresentam graves
alteragbes esqueléticas, enquanto que na MPS caracterizado pelo acumulo de
HS (MPS Ill), nota-se principalmente envolvimento do sistema nervoso central
(SNC). Pacientes com deficiéncia na enzima de degradagdo tanto de DS
quanto de HS, podem apresentar alteragfes esqueléticas e de SNC (BYERS
et al., 1998)

1.3.3. Epidemiologia

As MPS estdo entre as DDL mais frequentes, com uma incidéncia
estimada em 1:10000 a 1:25000 recém-nascidos. As MPS | e Il sé&o
consideradas as mais frequentes, enquanto a MPS VIl parece ser o tipo mais
raro. Todas as MPS, com excegcdo da MPS Il sdo herdadas de forma
autossOmica recessiva. A MPS Il possui heranga ligada ao X (SOLYON, 1996;
MEIKLE et al., 1999).

As doengas de depdsito lisossdbmico sédo os EIM mais frequentes,
representando 59,8%, e as MPS sé&o 54,5% das DLD. A incidéncia mundial de
MPS é cerca de 1,9 a 4,5 casos por 100.000 nascidos vivos. No Brasil, a
incidéncia ainda é desconhecida. Entretanto a rede MPS Brasil identificou 249
pacientes, entre estes 60 apresentam MPS I, 82 MPS II, 31 MPS Il (7 MPS



[MA, 14 MPS 1lIB e 31 MPS 1IIC), 15 MPS IV (11 MPS IVA e 4 MPS IVB), 57
MPS VI e 4 tém MPS VII (VIEIRA et al., 2008).

Quadro 1: Classificagdo das Mucopolissacaridoses

Localizagao GAG
Classificacao Heranca Enzima deficiente génica estocado
MPS | AR o-L-iduronidase 4p16.3 DS/HS
(Hurler,
Hurler/Scheie
Scheie)
MPS I Iduronato-2 sulfatase
(Hunter) RX Xq28 DS/HS
MPS Il A Glicosamina N - sulfatase
(Sanfilippo) AR 17925.3 HS
MPS Il B a — N - acetilglicoaminidase
(Sanfilippo) AR 17921 HS
MPS Il C Acetil CoA: a — glicosamina —
(Sanfilippo) AR N acetil transferase 8pll.1 HS
MPS Il D N- acetilglicosamina-6
(Sanfilippo) AR sulfatase 12q14 HS
MPS IV A N- acetilgalactosamina-6
(Morquio A) AR sulfatase 16g24.3 QS
MPS IV B B- D - galactosidase
(Morquio B) AR 3p21.33 QS
MPS VI N-acetilgalactosamina-4
(Maroteaux- AR sulfatase 15qg12 DS/HS
Lamy)
MPS VI B- glucoronidase
(Sly) AR 7921.11 DS/HS
MPS IX glucoronato-2 sulfatase
(Natowicz) AR 3p21.1 AH

Adaptado de CLARKE, 2008. AR: autoss6mica recessiva, XR: recessiva ligada ao X,
DS: dermatan sulfato;HS: heparan sulfato; QS: queratan sulfato; AH: acido hialurdnico.

O perfil epidemiolégico de MPS no Estado do Para foi descrito por

Castro et al. (2007). Neste trabalho foram avaliados pacientes diagnosticados




no periodo de 1986 a 2005, foram encontrados vinte dois casos, destes 3
casos séo de MPS |, 5 de MPS II, 4 de MPS VI e 10 caso de MPS n&o definido.
No estado do Para, a frequiéncia para todos os tipos de MPS é de 1:192.000
nascidos vivos. Dentre as MPS mais frequentemente diagnosticadas estéo a
MPS 1l e VI (1:960.005 por nascidos vivos), seguida da MPS | (1:1.140.000 por
nascidos vivos). A freqiéncia de 1:411.430 encontrada para nascidos Vvivos
com MPS néo classificada reflete a necessidade da implantagéo de protocolos

de investigacao dessa doenca no Estado do Para.

1.3.4 Manifestacdes Clinicas

Em todas as MPS o curso € crbnico e progressivo e o envolvimento
multisistémico, sendo acometidos principalmente o sistema esquelético e
pulmonar, a cOrnea, a pele, o figado, o baco, o cérebro e as meninges. H4 uma
grande heterogeneidade fenotipica Os sintomas apresentados por pacientes
com MPS variam de acordo com o tipo (SCHWARTZ et al., 2001).

O acumulo de GAG parcialmente degradado nos tecidos causa as
manifestagbes clinicas mais comuns & maioria das MPS, como as féceis
grosseiras, ma espessamento cutaneo, hepatoesplenomegalia. O retardo
mental e o retardo no crescimento resultam de alteragdes na funcéo celular
(MATTE, 1998). As contraturas articulares, presentes na maioria das MPS,
ocorrem devido a interferéncia direta na estrutura de substéncias como o
colageno. A audigdo, visdo, respiracdo, funcdes cardiovasculares e a
mobilidade podem, também, estar eventualmente comprometidas (NEUFELD &
MUENZER, 2001).

A MPS do tipo | apresenta um amplo espectro clinico, podendo ser
classificada em Sindrome de Hurler (MPS | H, forma mais grave) de inicio
precoce, comprometimento neuroldgico e de progressdo mais rapida; Sindrome
de Scheie (MPS | S) ou Sindrome de Hurler-Scheie (MPS | H/S) nas quais as
manifestagdes clinicas variam, mas ndo h4 comprometimento do intelecto e a
expectativa de vida € maior que 25 anos (SURESH & WRAITH, 2005;
MUENZER, 2004).



Os sintomas mais comuns encontrados em pacientes com MPS do
Tipo | sdo déficit de aprendizagem, deformidades ésseas, obstrucdo das vias
aéreas superiores, turvacdo da cérnea e doencas cardiacas (WRAITH et al.,
2004).

A MPS do Tipo Il (Sindrome de Hunter) apresenta praticamente o
mesmo quadro clinico caracteristico da MPS do Tipo I, com excecdo da
opacificagdo de cdrnea e do comprometimento progressivo do sistema nervoso
central (NEUFELD & MUENZER, 2001).

A MPS do Tipo Il (Sindrome de Sanfilippo) inclui quatro subtipos A,
B, C e D, caracterizados pelo acimulo do GAG heparan sulfato e, no entanto,
por deficiéncia de enzimas lisossomais diferentes. Em todos os subtipos pode-
se encontrar um envolvimento fisico mais leve do que nas outras MPS e com
comprometimento neuroldgico mais grave. Criancas com MPS do tipo Il
geralmente apresentam dificuldade de aprendizado, e usualmente entéo,
desenvolvem um grave disturbio de comportamento (MUENZER, 2004,
WRAITH & CLARKE, 2006).

Na MPS do Tipo IV A (Sindrome de Modrquio), os pacientes
apresentam cognicdo normal, mas sdo afetados por uma grave displasia
0ssea, a qual na maioria das vezes acarreta em baixa estatura, deformidade do
térax, encurtamento do pescoco e instabilidade cervical. Na MPS do Tipo IV B,
encontra-se algumas das deformidades esqueléticas do tipo A, acrescentado
de déficit de aprendizagem (WRAITH & CLARKE, 2006).

A MPS do Tipo VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy) é caracterizada
pelo intelecto preservado, alteragBes esqueléticas acentuadas e dismorfismo
facial (NEUFELD & MUENZER, 2001).

Os pacientes com MPS VII geralmente apresentam quadro clinico
semelhante aos de MPS I. Quanto a MPS IX apenas um caso foi descrito na
literatura (WRAITH & CLARKE, 2006)

Em geral, deficiéncia mental profunda é caracteristica de pacientes

com MPS | H, com a forma grave da MPS Il e todos os tipos de MPS Ill. As



MPS VI e MPS 1l (forma moderada) n&o apresentam, geralmente,
comprometimento mental. Problemas 6sseos sdo mais comumente descritos
na MPS IV (MUENZER et al, 2004).

1.3.5. Diagnéstico

Nas MPS os GAG parcialmente degradados sdo armazenados nos
lisossomos e excretados em grande quantidade na urina. O diagndstico em
pacientes com suspeita de inicia-se com testes de triagem urindria para
direcionamento da investigacao bioquimica, os testes séo qualitativos e podem
ser baseados na turvacdo urinaria, como o Brometo de Cetil-Trimetil-Amonio
(BCTMA) ou na visualizagdo de manchas metacrométicas em papel
impregnado com corantes como o Azul de Toluidina (AT). Quando estes testes
resultam em positividade, andlises mais especificas sdo demandadas.
(SCHWARTZ et al., 2001)

Os GAG excretados na urina de pacientes com MPS podem ser
identificados pelas técnicas de cromatografia em camada delgada e
eletroforese, analises determinantes para apontar a forma de MPS
possivelmente relacionada com os GAG identificados (WAJNER et al., 2001).
Os GAG urinarios também podem ser quantificados (WRAITH 1995;
SCHWARTZ et al., 2001).

O diagnostico definitivo € dado através da dosagem das enzimas
lisossomais deficientes em cada subtipo de MPS. Os ensaios enzimaticos
podem ser processados em varias amostras biologicas, a saber: fibroblastos,
leucocitos, plasma, sangue impregnado em papel filtro, liquido amnidtico e
vilosidades coridnicas, estes dois Ultimos associados ao diagnéstico pré-natal
(BECK, 2000; NELFEUD & MUENZER, 2001; SCHWARTZ et al, 2001).

1.3.6. Tratamento



Até 1980, apenas terapias paliativas e ndo especificas foram
aplicadas para pacientes com MPS. Estas condutas terapéuticas ndo se
mostraram tao eficazes, j& que ndo produziam nenhuma mudanca muito
significativa no quadro clinico do paciente, provavelmente, por esses
procedimentos ndo atuarem sobre as enzimas deficientes (NEUFELD &
MUENZER, 2001; MUENZER, 2004).

O transplante de células hematopoiéticas (TCH) tem sido
considerado uma ferramenta terapéutica com beneficios promissores em
alguns casos especificos de MPS | e MPS VI (MUENZER, 2004). Mais
recentemente a terapia de reposicdo enzimética (TRE) tornou-se realidade
para MPS |, MPS II, MPS VI (HARMARTZ et al., 2008)

a) Tratamento néo-especifico

O tratamento ndo especifico das manifestagbes clinicas das MPS
inclui uma abordagem multidisciplinar. Este tipo de tratamento pode melhorar a
qualidade e aumentar a expectativa de vida de muitos pacientes e seus
familiares (MUENZER, 2004).

Varias medidas de suporte podem ser tomadas para as
manifesta¢fes clinicas da doencga, tais com: tratamento medicamentoso para
problemas cardiacos, respiratorios, neuroldgicos, entre outros. Tratamento
cirirgico para hidrocefalias, hérnias, algumas alteracdes esqueléticas,
amigdalectomia. Transplante de cornea para os casos de opacificagdo mais
graves (WRAITH & CLARKE, 2006).

A fisioterapia € importante para muitos pacientes com o objetivo de
minimizar as contraturas e rigidez articular e melhorar a forga muscular. A
fonoaudiologia e a terapia ocupacional também podem contribuir para o
paciente e sua familia ajudando na aquisicdo de habilidades pelo paciente
(MUENZER, 2004).



Devido & natureza progressiva da doenca, pacientes com MPS
precisam ser avaliados regularmente, com o objetivo de identificar potenciais
problemas precocemente, uma vez que a intervengdo pode diminuir a
morbidade e prevenir a mortalidade precoce (WRAITH & CLARKE, 2006).

b) Transplante de células hematopoiéticas

O transplante de células hematopoiéticas (TCH) é uma alternativa
terapeutica utilizada como tentativa de corrigir defeitos enziméaticos desde
1979. Baseia-se no fato de que a enzima produzida pelas células do doador
séo liberadas no plasma do receptor, e podem ser absorvidas pelas células
com a enzima deficiente (MATTE, 1998).

Os beneficios obtidos pelos pacientes com MPSI submetidos ao
TCH foram a rapida redugdo do acumulo de GAG, reduzindo drasticamente 0s
problemas respiratorios, a hepatoespelnomegalia, opacificacdo da cérnea e
melhora significativa nos problemas cardiacos. Para a MPS VI houve redugéo
da hepatoesplenomegalia, estabilizagdo da fung¢éo cardiopulmonar, melhora na
acuidade visual e na mobilidade articular. No caso de pacientes com MPS VII
foi ponderado que a melhora do quadro clinico dependeria da situacao
neurodlogica do paciente no momento do transplante (PETERS & STEWARD,
2003).

O entendimento dos beneficios e das limita¢cbes do transplante de
medula Ossea € acompanhado juntamente com extensivas experiéncias
clinicas com pacientes portadores de MPS e com numerosos estudos
experimentais em modelos animais. O advento do transplante de medula 6ssea
beneficiou alguns casos, principalmente, as formas graves da MPS | e MPS VI
(MUENZER, 2004). Entretanto esta associada a diversas complicagdes como,
por exemplo, as pulmonares e o indice de mortalidade associada a este

procedimento varia de 15% a 50% (COX-BRINKMAN et al., 2006)



c) Terapia de reposi¢cdo enzimatica

A Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE) repde a enzima ausente
através de infusdes intravenosas periodicas. Com o advento das técnicas de
engenharia genética, a enzima humana recombinante pdde ser gerada,
eliminando a necessidade de purificagdo da enzima de humanos ou de tecidos
animais. A maior vantagem da TRE estd no fato que ela pode distribuir mais
enzimas do que as produzidas pelo transplante de células tronco
hematopoiéticas. A TRE é indicada para um numero maior de pacientes
(MUENZER, 2004).

A maior desvantagem é que a administragcdo intravenosa da enzima
ndo ultrapassa a barreira hemato-encefalica, ndo revertendo assim danos
neurologicos (MUENZER, 2004).

A TRE com enzimas humanas recombinantes é um tratamento que
pretende fornecer enzima com atividade o suficiente para reduzir e prevenir o
acumulo de substratos ndo degradados e tem sido usada como tratamento
para varias DDL: Doenca de Gaucher, Doenga de Pompe, Doencga de Fabry,
Doenca de Niemann-Pick C e as MPS, foco deste estudo. A TRE esta
disponivel para as MPS |, Il e VI. (BRADY, 2006)

TRE para MPS |

O primeiro estudo de TRE para MPS | foi desenvolvido em 1997 e
demonstrou algumas melhoras nos pacientes que participaram (Sifuentes et al.,
2006). Apdés o estudo de fase Il (WRAITH et al.,, 2004), os resultados
apontaram para uma melhora da fungéo pulmonar, distdncia caminhada em 6
minutos, diminuicdo da hepatomegalia e da excre¢do urinaria de GAG. Nos
pacientes com a MPS | H (forma mais grave) foram observados melhora da

apnéia do sono e a flexdo do ombro.



Com estes resultados a laronidase (Aldurazyme™, da Biomarin
Phamaceutica Inc., EUA e Genzyme Corporation, EUA), primeira enzima
disponivel para o tratamento de MPS, foi aprovada para uso em pacientes com
MPS | na Unido européia (EMEA) e nos Estado Unidos (FDA). No Brasil, o
Aldurazyme® foi aprovado pela ANVISA em 2006.

TRE para MPS |I

Um estudo de fase I/l (MUENZER et al., 2006) demonstrou a
seguranca e eficacia da idursulfatase (Elaprase™ Shire Huma Genetics
Therapies, EUA) atualmente aprovada para uso nos EUA e na Unido Européia.
O estudo de avaliagdo foi conduzido com 96 pacientes, em trés grupos:
placebo, pacientes que recebiam a droga semanalmente e outro que eram
medicados quinzenalmente. Melhoras foram encontradas em relagdo a funcao
pulmonar, distdncia caminhada em 6 minutos, diminuigcdo da excrecdo urinéria
e da organomegalia (MUENZER et al., 2006).

TRE para MPS VI

A TRE para MPS VI, a arilsulfatase B recombinante humana
(RhASB) (Naglazyme ™, da Biomarin Phamaceutica Inc., EUA ) ja é uma
realidade nos EUA e na Europa. Estudos de HARMARTZ e colaboradores
(2006 e 2008) demonstraram a efichcia e segurangca no tratamento de

pacientes com MPS VI.

d) Novas alternativas de tratamento

Como futura opcédo de tratamento para as MPS, estdo sendo
desenvolvidas técnicas que envolvem as terapias de inibicdo da sintese do
substrato e a terapia génica (ETO & OHASHI, 2000)



Enquanto a TRE objetiva a remoc¢do do material acumulado dentro
do lisossomo, a terapia de inibicdo da sintese do substrato tem como meta
inibir parcialmente o ciclo da biossintese para reduzir a entrada de substrato

para os lisossomos (BECK, 2006).

A terapia génica consiste na inser¢cdo de fragmentos normais do
gene defeituoso, através de vetores, dentro do organismo para permitir que
sejam produzidas quantidades suficientes de enzima. Estudos de terapia
génica in vitro e/ou in vivo tém sido desenvolvidos para MPS |, MPS I, MPS Il
A, MPS 1l B, MPS VI e MPS VIl (BECK, 2006).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a excregdo de glicosaminoglicanos em pacientes com

Mucopolissacaridoses sob terapia de reposi¢cdo enzimética no Estado do
Para.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar qualitativamente o padrédo de excregcdo de GAG em pacientes com
MPS | 1l e VI antes e durante a TRE;

Avaliar quantitativamente o padrdo de excregdo de GAG em pacientes com
MPS |, Il e VI antes e durante a TRE.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA DE PACIENTES cOM MPS

A selecdo das amostras consistiu na andlise do perfil clinico e nos
resultados dos testes bioquimicos de triagem e confirmacdo do diagndéstico
para cada paciente, realizados no Hospital Universitario Bettina de Ferro Souza
da Universidade Federal do Pard (HUBFS/UFPA), no Laboratério de Erros
Inatos do Metabolismo da Universidade Federal do Para (LEIM/UFPA) e no
Laboratério de Referéncia em Erros Inatos do Metabolismo do Servico de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — LREIM/SGM/HCPA.

Foram selecionados 5 pacientes com MPS: 02 com MPS | (P1 e P2),
01 com MPS Il (P3) e 02 com MPS VI (P4 e P5) encaminhados pelo o Hospital
Universitario Bettina Souza Ferro (HUBSF), local onde recebem a terapia de

reposicdo enzimatica.

3.2. ASPECTOS ETICOS

Este estudo procurou levar em consideragdo os principios éticos
bésicos das diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos: autonomia, beneficéncia, ndo malevoléncia e justica. As
informacdes sobre o projeto foram fornecidas as familias participantes. As
familias que expressaram concordancia com o estudo assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido.

3.3. CRITERIO DE INCLUSAO DAS AMOSTRAS

O critério fundamental para a inclusdo dos pacientes na amostra foi 0
diagnéstico clinico e bioquimico de MPS. O diagnostico foi dado mediante

andlise das enzimas lisossomais especificas para cada subtipo da doenca: a-L-



Iduronidase, IDUA (enzima deficiente em pacientes com MPS 1), Iduronato
sulfatase, IDS (enzima deficiente em pacientes com MPS ll) e Arilsulfatase B,
ARSB (enzima deficiente em paciente com MPS VI). Os critérios de inclusdo
laboratorial obtidos no diagndstico estdo descritos na tabela 1 e os dados
clinicos pré- terapia e epidemioldgicos dos pacientes em estudo encontram-se

na tabela 2.

Tabela 1: Caracterizacdo do Diagndstico Bioquimico dos pacientes com MPS.

Pacientes AT GAG Valores de Atividade Valores de
urinarios referéncia enzimatica em referéncia
(mg/mmol (mg/mmol leucdcitos (nmoles/h/mg
CREA) CREA)* (nmoles/h/mg prot)
prot)
Paciente 1 + 76,4 15-7,0 0,03** 6,8-13,7
(MPS 1) (18-20 anos) (IDUA)®
Paciente 2 + 18,2 34-11,0 0,25 32-52
(MPS1) (< 14 anos) (IDUA)
Paciente 3 + 12,4 52-12,0 ND 31-110
(MPS 1) (< 9 anos) (IDS)
Paciente 4 + 31,9 34-11,0 8,0 72-176
(MPS VI) (< 14 anos) (ARSB)
Paciente 5 + 26,92 34-11 10,0 72-176
(MPS VI) (< 14 anos) (ARSB)

CREA: Creatinina; GAG: glicosaminoglicanos; prot: proteina; ARSB: arilsulfatase b; NAGLU:
N-acetil-glicosaminidase; IDUA: a-L-iduronidase; ND: ndo detectavel. *Os valores de
referéncia de GAG urinarios correspondem a faixa etaria de cada paciente no momento da
realizacao da Erimeira dosagem. **Valor de atividade enzimatica dosada em plasma
(nmoles/h/mL). “Valores de referéncia em plasma humano (nmoles/h/mL). Fonte Prontuérios
LEIM/ICB/UFPa e LREIM/SGM/HCPA.




Tabela 2. Perfil Clinico e Epidemioldgico dos pacientes com MPS

Pacientes Sexo Idade Consangiinidad ID s IUA  Altur Opacificagd Dano
(anos) e (anos) (meses)  (anos) a o cornea cardia
(cm) [
Insuf
Pacene w21 Sim 16 <6 20 138 T Mitr I
(MPS ) Adrtica
Insuf.
Pac'ze”te M 15 N&o 11 60 15 152 ++ Mitral
(MPS 1)
Insuf.
Pacente M 09 N&o 7 36 8 104 . artica
(MPS 11)
Insuf.
Pacf”te F 16 N&o 9 14 16 1215 +++ Mitral
(MPS VI) adrtica
Insuf.
Pac'se”te F 14 Na&o 7 24 14 1215 ++ Mitral /
(MPS Vi) Adrtica

IIS: Idade do inicio dos sintomas; ID: Idade de diagnéstico; IUA: Idade da ultima avaliacéo.
++++: grave; +++: moderada; ++: branda; - ausente.

3.4. COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostras de urina (30mL) dos pacientes com MPS |, Il e VI foram
coletadas antes do comecgo da TRE e semanalmente antes de cada infusdo de
reposicdo enzimatica. Os periodos de coleta foram determinados de acordo
com o tempo de tratamento de cada paciente, na maior parte das vezes

semanalmente. As amostras foram estocadas a -20°C até a analise.

3.5. TESTE DO AZUL DE TOLUIDINA (METODO QUALITATIVO)

Tanto para as analises laboratoriais iniciais visando o diagndstico de
MPS quanto para o monitoramento bioquimico da excrecdo de GAG nos
pacientes foi utilizado o teste de AT, um dos testes de triagem urinaria, descrito
por BUIST (1968) e THOMAS & HOWELL (1973) no qual ha a visualizacao de
manchas com coloracdo purpura metacromética em papel filtro quando na

presenca de GAG.



3.6. DOSAGEM DE CREATININA

A dosagem de creatinina, descrita por DICK (1970), na urina € um
procedimento inicial prévio a separacdo e a quantificacdo de GAG que visa
estimar a quantidade de soluto da amostra em funcdo da excrecdo do

metabdlito creatinina.

3.7. SEPARACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS (GAG)

A separacdo de GAG é um procedimento anterior a técnica da
cromatografia em camada delgada. Este método proposto por DIFERRANTE
(1967) tem por finalidade separar os GAG urinarios de sua parte protéica para
que estes sejam aplicados puros em uma cromatoplaca de camada delgada

como discutido em seguida.

3.8. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada é uma técnica que pode indicar
0 tipo ou conjunto de MPS através da visualizagdo de padrdes de bandas de
heparan sulfato (HS), dermatan sulfato (DS), condroitin sulfato (CS) e queratan
sulfato (QS). Este método descrito por LIPIELLO & MANKING (1971) e
HUMBEL et al. (1972) consiste na aplicagdo de 8mL de GAG em cromatoplaca
de celulose. Esta placa é colocada em um solvente contendo acido acético
0,5N, etanol absoluto e acetato de célcio a fim de que ocorra a migragédo dos
GAG e a formagdo de bandas de acordo com o gradiente de densidade

especifico para cada tipo de GAG

3.9. DOSAGEM DE GAG URINARIO

A dosagem de GAG urinario consiste em um método simples e de
facil emprego, comumente utilizado por laboratorios que realizam a triagem
urinaria para investigacdo de MPS. Esse método produz resultados mais
confidveis em relacdo a falsos-negativos e indica a quantidade de GAG

excretados na urina do paciente através do método espectrofotométrico



descrito por DE JONG et al.. (1991), o qual mede a absorbancia da reacgéo
obtida entre uma solugéo tamponada de azul de dimetileno (DMB) e os GAG
presentes na urina. O resultado é expresso em mg de GAG / mmol de

creatinina ou ug de GAG / mg de creatinina.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Calculou-se a média e o desvio padréo da excrecdo de GAG a cada
guatro semanas de tratamento, assim como a variacdo em percentual dos
valores encontrados durante a TRE em relagédo aos encontrados antes do inicio
do tratamento. Para a analise dos resultados das dosagens bioquimicos
(variaveis quantitativas) foi utilizado o teste t de Student.. Todas as analises
foram feitas utilizando o aplicativo Biostat 5.0 (AYRES et al., 2008).

Para a andlise do teste qualitativo Azul de Toluidina foram
considerados os valores percentuais para cada resultado (positivo, negativo ou

duvidoso).



4. RESULTADOS

4.1. DESCRICAO DA TRE EM PACIENTES cOM MPS |, Il E VI:

Todos os pacientes recebem, por infusdo, 1 mg de enzima/kg
corpéreo. Os pacientes P1 e P2 (ambos MPS [) receberam a enzima
laronidase; P3 (MPS II) recebe idursulfatase e os pacientes P4 e P5 (ambos
MPS VI) recebem a galsulfase.

P1 comegou a receber a TRE em 2007. Inicialmente realizava
infusdo enzimatica uma vez a cada dez dias, durante dez semanas. Depois
deste periodo inicial, por problemas na obtencdo da medicagdo, passou doze
semanas sem recebé-la. Apds isto, comecou a receber TRE uma vez por

semana.

P2 iniciou a TRE em 2008 com TRE semanal, o tratamento foi
interrompido desde maio deste ano até o presente momento, neste periodo foi

colhida uma amostra de urina.

P3 comegou a receber enzima no fim de 2008, porém aos 24

semanas de tratamento houve interrupgéo.

P4 e P5 recebem TRE uma vez por semana desde 2004. Durante o
segundo més em que foram acompanhadas por este estudo, houve uma

semana na qual ambas nao receberam a enzima.

4.2. RESULTADOS OBTIDOS PARA MPS | (P1E P2)

O teste de AT para P1 mostrou-se negativo em 71% das amostras de
urina analisadas e em alguns casos (13%) forneceu resultados positivos. Para
P2, apesar do alto nimero de resultados positivos (26%), foi predominante os
resultados negativos em 63% das amostras de urina analisadas. Em ambos os
pacientes, os resultados do teste qualitativo, mostraram uma significativa

diminuicdo na excrecao urinaria de GAG (Figura 3).
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Figura 3. Resultados do Teste do Azul de Toluidina (AT) empregado na
analise qualitativa da excrecdo de GAG urinarios de P1 e P2 (MPS I) durante a TRE

Na cromatografia em camada delgada observou-se o padrdo de
bandas dos GAG heparan sulfato (HS) e dermatan sulfato (DS) nas urinas
desses pacientes, 0 que corresponde ao padrdo de excre¢cdo de GAG
caracteristicos de pacientes com MPS | (Figura 4).

DS

HS

CN P1 P2

Figura 4. Cromatografia em camada delgada revelando padrées de migracao de GAG. CN

(controle negativo). P1 e P2: padréo positivo para MPS |, indicando a presenca de HS (heparan
sulfato) e DS (dermatan sulfato). Fonte: LEIM/ICB/UFPA.

A analise quantitativa de GAG urinarios demonstrou uma reducao
significativa da excre¢cdo de GAG em todos os pacientes com MPS |
submetidos & TRE em relagédo aos niveis anteriores a terapia. Em P1, (Figura
5) os niveis de excrecdo de GAG chegaram ao valor de referéncia a partir da

24° semana em tratamento.



O nivel de excrecdo de GAG antes do inicio da terapia era de 76,38
mg/mmol de CREA, havendo uma reducdo de aproximadamente 85%
(p<0,001) na taxa de excrecdo de P1 durante as 16 primeiras semanas de
TRE. Essa redugdo se tornou mais evidente nas semanas posteriores,
chegando a 90% a partir da 44% semana e se manteve em niveis relativamente

constantes até o final do periodo analisado (Figura 6).
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Figura 5: Valor da dosagem inicial de GAG urinarios e valores médios
da excregdo urinaria de GAG de P1 (MPS I) a cada quatro semanas de TRE
comparados com os valores de referéncia para a faixa etaria (18 4 20 anos: 1,5
— 7 mg/mmol).
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Figura 6: Porcentagem de excregdo urinaria de GAG de P1 (MPS I) no
intervalo de quatro semanas em relacdo aos valores de GAG urinarios obtidos
antes do inicio da TRE.



Em P2 (MPS I) observa-se significativa reducao inicial, alcangando o

valor de normalidade também a partir da 24° semana de tratamento (Figura 7).

Em relacdo a concentracdo de GAG obtida antes do inicio da TRE, houve uma

reducdo inicial de aproximadamente 47% (p<0,05). Esses valores oscilaram

acentuadamente, aproximando-se do valor de GAG antes do inicio da TRE na

16° semana e retornando a valores menores durante a 20* e 24* semana

(p<0,05). Houve interrupc@o da terapia ap0s a 45° semana de tratamento. A

concentracdo de GAG urinario encontrada na 56° semana corresponde ao

GAG excretado pelo paciente sem receber a enzima (Figura 8 ).
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Figura 7: Valor da dosagem inicial de GAG urinarios e valores médios
da excrecdo urinaria de GAG de P2 (MPS I) a cada 4 semanas de TRE
comparados com os valores de referéncia para a faixa etaria. (10 & 14 anos:
3,4 — 11 mg/mmol; 15 4 18 anos: 2,6 - 9 mg/mmol)
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Figura 8: Porcentagem de excrecao urinaria de GAG de P2 (MPS I) no
intervalo de quatro semanas em relagdo aos valores de GAG urinario obtido
antes do inicio da TRE.

4.3. RESULTADOS OBTIDOS PARA MPS Il (P3)

Nas amostras de urina de P3 (MPS ll), foi encontrado, em sua
maioria, padrdes positivos para o teste AT antes e durante a TRE,
comprovando a existéncia de GAG em elevada concentracdo, mesmo apos 0
inicio da terapia.

A cromatografia em camada delgada revelou a presenca dos GAG
dermatan sulfato e heparan sulfato nas amostras de urina de P3, o que condiz

com o padréo de excre¢édo de GAG em pacientes com MPS II (Figura 9).

DS

HS

CN P3

Figura 9. Cromatografia em camada delgada revelando padrdes de migracdo de GAG. CN
(controle negativo). P3: padrdo positivo para MPS I, indicando a presenca de HS (heparan
sulfato) e DS (dermatan sulfato). Fonte: LEIM/ICB/UFPA.

Apesar de poucas semanas de tratamento analisadas, foi possivel
verificar uma diminuicdo significativa da excrecdo de GAG de P3 apds a 12
infusdo enzimatica (p<0,001). O valor inicial de 12,41 mg/mmol CREA (antes

da terapia) decaiu para 6,1 mg/mmol CREA na 52 semana, 0 que corresponde



a uma diminuicdo de, aproximadamente, 66% em relacdo a dosagem inicial
(Figura 10).
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Figura 10: Valor da dosagem de GAG urinéario de P3 (MPS II) antes da
TRE e 5 semanas ap0s o inicio da TRE comparados com os valores de
referéncia para a faixa etéria. (7 & 9 anos: 5,2 — 12 mg/mmol)

4.4. RESULTADOS OBTIDOS PARA MPS VI (P4 E P5)

Os pacientes com MPS VI fizeram parte do estudo de HARMARTZ et
al. (2004), onde foi relatada uma diminui¢cdo progressiva na excrecao de GAGs
(71% na 24° semana e 76% na 48°) em relagéo ao valores encontrados antes
do inicio da terapia. As amostras analisadas no presente estudo foram obtidas

a partir da 192° semana de tratamento.

No teste de AT foi observado, na maioria das amostras de ambas as
pacientes padréo negativo (P4: 57%; P5: 72%), porém em P4 encontrou-se um
ndamero significante de positivos comparado a P5 (P4: 38%; P5: 16%),
evidenciando ainda, a presenca de GAG (Figura 11). Na cromatografia, foram
detectadas bandas correspondestes ao GAG dermatan sulfato e heparan
sulfato nas urinas das mesmas, estando de acordo com o padrdo de excrecéo
de GAG em pacientes com MPS VI (Figura 12).



g 80 -
l<_£ 60 -
[
o 40 - m Paciente 4
-% Paciente 5
= 20 A
=]
& ol =
Positivo Duvidoso Negativo

Figura 11: Resultados do Teste do Azul de Toluidina (AT) empregado na

analise qualitativa da excrecdo de GAG urinarios de P4 e P5 durante a TRE.
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Figura 12: Cromatografia de GAGs de P4 e P5 evidenciando o padréao de

bandas compativel a excrecdo de GAG em MPS VI. Fonte: LEIM — ICB/UFPA.
DS: Dermatan Sulfato; HS: Heparan Sulfato.

A concentragdo de GAG urinéario de P4 e P5 (MPS VI) também
estava significativamente reduzida no periodo analisado em relagdo ao valor de
antes do inicio da TRE (Figura 13 e 15). Em relacdo a P4, a dosagem inicial de
31,9 mg/mmol foi reduzida a 5,45 mg/mmol na 192° semana, representando
uma reducdo de, aproximadamente, 82% (p<0,01). Esses valores
permaneceram relativamente constantes até a 2162 semana, quando foi
observado um discreto aumento na concentragdo, porém néo-significativo em
relagdo a dosagem inicial (Figura 14).
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Figura 13: Valor da dosagem inicial de GAG urinarios e valores médios
da excrecdo urinaria de GAG de P4 (MPS VI) a cada 4 semanas de TRE
comparados com os valores de referéncia para a faixa etaria ( 10 &4 14 anos:
3,4 — 11 mg/mmol).
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Figura 14: Porcentagem de excrecdo urinéria de GAG de P4 (MPS VI)
no intervalo de 4 semanas em relacdo aos valor de GAG urinarios obtido antes
do inicio da TRE.

Em relacdo a P5, foi observada uma taxa reduzida de excregao de

GAG em direcdo ao limite aceitavel de normalidade (Figura 15). O nivel de

GAG urinario antes do inicio da terapia era de 26,92 mg/mmol de CREA,

havendo uma reducgéo de aproximadamente 87% (p<0,001) nesta taxa desde o

inicio da nossa analise (196° semana). Esse nivel manteve-se constante até a

216° semana, quando foi observado um discreto aumento, seguido de uma

reducdo e novamente de uma elevacdo, chegando ao final do periodo

analisado com uma reducgéo de 62% (Figura 16).
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Figura 15: Valor da dosagem inicial de GAG urinarios e valores médios
da excrecdo urinaria de GAG de P5 (MPS VI) a cada 4 semanas de TRE
comparados com os valores de referéncia para a faixa etaria ( 14 4 18 anos:
2,6 —9 mg/mmol)
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Figura 16: Porcentagem de excrec¢do urinaria de GAG de P5 (MPS VI)
no intervalo de quatro semanas em relag@o aos valor de GAG urinarios obtido
antes do inicio da TRE.



5. DISCUSSAO

A dosagem da excrecdo total de GAG na urina fornece forte
evidéncia bioquimica de um efeito estavel, dependendo da dose de TRE
administrada nesses pacientes. A dose mais elevada de 1.0 mg/kg, como
esperado, é mais eficaz do que doses mais baixas na diminuicdo da excre¢éo

urinaria de GAG em pacientes com MPS (Harmartz et al., 2004).

E importante ressaltar que apesar de todos os pacientes deste
estudo terem mais de 5 anos e apresentarem a doenca em estagio avancado,
a TRE tem trazido beneficios & qualidade de vida destes pacientes. No entanto,
é esperado que a TRE quando administrada precocemente evite a progressao
da doenca. Estudos utilizando modelo felino demonstram que quanto mais
cedo for o iniciado o tratamento, havera um efeito mais profundo nas patologias
esqueléticas (Crawley et al., 1997), em que o tratamento prévio antes do
aparecimento dos sintomas irreversiveis da doenga maximizara os beneficios

da terapia.

A terapia precoce depende da triagem eficiente em recém-nascidos
e identificagdo de pacientes com risco de ter a doenca. Programas para
triagem de recém-nascidos tem sido propostos (MEIKLE et al., 1999; Whitley et
al., 1989; 2002), mas ainda estdo em desenvolvimento e ndo estdo disponiveis

para uso.

5.1 MONITORAMENTO DA EXCRECAO DE GAG

5.1.1 Pacientes com MPS | em TRE

A reducéo de GAGs encontrada em P1 de 85% em 26 semanas e
97% em 52 semanas e de P2 em 74% na 26° semana que até a 52° semana se
manteve constante, foi superior a descrita na literatura, que varia entre 54,1%
e 59,7% em 26 semanas, mantém-se 59,1% em 52 semanas e alcanca
patamares entre 69,1% e 88,4% em um estudo que durou seis anos (Sifuentes
et al., 2006; WRAITH et al., 2004; 2007).



Em tais estudos, por outro lado, a quantidade de enzima por kg
corpéreo aplicada por infusdo foi menor — 0,58mg/kg, enquanto neste estudo
aplicou-se 1mg/kg. Em pacientes que receberam 1,06mg/kg corpéreo, WRAITH
et al. (2007) relataram em 52 semanas uma reducdo média de 67,7% - valor
ainda inferior ao encontrado no presente estudo, mas superior ao encontrados

no mesmo estudo com uma dosagem inferior da enzima.

Por outro lado, diferentemente do relatado na literatura (Sifuentes et
al., 2007; WRAITH et al., 2004; 2007), a quantidade de GAGs excretada na
urina dos pacientes continuou acima do patamar normal por um periodo maior
do que o esperado. Para a faixa etaria de P1 (19 anos), os valores de
referéncia sdo entre 3,5 e 7 mg / mmol de creatinina; ja para P2, entre 3,4 e 11
mg / mmol de creatinina (13 anos) (Fonte: Hospital de Clinicas de Porto

Alegre).

Houve uma interrupgéo da TRE para P1 (MPS 1) durante dois meses.
Neste periodo foi observada uma pequena elevagéo dos niveis de GAG na 122
semana apos o inicio da TRE. No entanto, este incremento néo foi significativo
(p>0,01) quando comparado com a ultima dosagem realizada na 4° semana de
tratamento. Foi também observada uma interrup¢do da TRE para P2 (MPS 1)
durante 10 meses, porém, também os valores encontrados de GAG né&o

diferiram estatisticamente da ultima infus&o (p>0,01).

Tais resultados sugerem que a enzima recombinante apresenta
atividade residual por um tempo ainda ndo conhecido. Na literatura ha poucos
artigos relatando efeitos da descontinuidade do tratamento. Anbu et al. (2006)
relataram uma grande regressdo clinica em uma paciente que teve a TRE
suspensa apos 80 semanas de tratamento. Neste caso, a interrupcdo foi por

um periodo muito mais longo — 2 anos.

5.1.2 Paciente com MPS Il em TRE

A reducédo de GAGs encontrada em P3 de 66% em 5 semanas, foi
superior a descrita na literatura de 49% apo6s a 48 semanas (MUENZER et al.,

2006). Este mesmo trabalho relata uma redugdo na hepatoesplenomegalia



apds 24 semanas, que esta de acordo com observado em P3. No presente
estudo, apds 20 semanas de tratamento, foi observado melhora principalmente
na mobilidade articular e reducdo da hepatoesplenomegalia. Porém com a
longa interrupgéo do tratamento (cerca de 28 semanas) houve regressado dos

sintomas.

5.1.3 Pacientes com MPS VI em TRE

Como dito anteriormente as pacientes com MPS VI do nosso estudo
fizeram parte do estudo de HARMARTZ et al. (2004) no inicio do tratamento,
onde foi relatada uma diminuic&o progressiva na excregao de GAGs (71% na
24° semana e 76% na 48°) em relagdo ao valores encontrados antes do inicio
da terapia. Nossos resultados demonstram que esses valores reduzidos
mantiveram-se relativamente constantes como uma média de 71% em P4 e
86% em P5 até a 262° semana. A auséncia de estudos dos efeitos da
galsulfase na excrecdo de GAG a longo prazo torna os resultados aqui

encontrados particularmente relevantes.

BYERS et al. (1998) relataram em estudos preliminares que a inje¢céo
de rhASB nas jungdes 6sseas de gatos auxilia na preservacao da cartilagem. O
dado mais relevante desse estudo foi o achado de que essas injecoes
poderiam ser administradas em um curto intervalo de tempo, dando a esta
terapia potencial de uso em humanos. Simonaro et al. (2001) descreveram a
diminuic&o da liberagdo de 6xido nitrico e de fatores de necrose tumoral em
cultura de condrdcitos das articulagbes de humanos com MPS VI, sugerindo
que a TRE deve atuar reduzindo a inflamagéo ao redor das jun¢des. No estudo
de Harmartz et al. (2008) foi observada regressédo nos sintomas referentes as

jungdes com diminuigéo da dor e melhora na capacidade de movimento.

Nas pacientes desse estudo foi observada redugdo da
hepatoesplenomegalia, melhora na mobilidade articular, reducdo da

opacificagdo de cornea e da apnéia.



5.1.4. Testes qualitativos para a detecgédo de GAG: Azul de Toluidina

Na literatura ha alguns dados sobre a confiabilidade do teste de azul
de toluidina como de Pennock (1976) que relatou grande incidéncia de falsos
negativos; ja Goldenfum (1990) relatou menor incidéncia de falsos negativo
quando comparado a outros testes, confirmando ser o mais sensivel e
especifico na deteccdo de pacientes com MPS. Jong et al. (1991) observou
grande incidéncia tanto de falsos negativos quanto de falsos positivos. Mabe et

al. (2004) relataram grande grau de confiabilidade no teste.

No presente estudo, os resultados de AT foram coerentes com a
reducdo de GAG observada na dosagem quantitativa, j& que a maioria dos
resultados nos pacientes aqui analisados foram negativos. Porém néo foi
possivel tracar uma correlagdo entre o teste quantitativo (Dosagem de GAG) e

qualitativo utilizado (AT)

5.2 PERSPECTIVAS E CONSIDERAGCOES FINAIS

E importante frisar que o monitoramento da TRE através da dosagem
de GAG ressalta a importancia dos marcadores bioquimicos para a avaliagdo
da efichcia da TRE. O monitoramento clinico dos pacientes com MPS
submetidos a TRE, salientando a reducdo da progressao ou estadiamento
desta doenca de depdsito lisossdmico, representa um pardmetro muito mais

significativo para a qualidade de vida dos pacientes.

A continuagdo do monitoramento dos GAG dos pacientes com MPS
submetidos a TRE é muito relevante, uma vez que mensura as possiveis
flutuacdes destes metabdlitos urindrios em fungdo da interrupcdo do
tratamento, visto que ainda ndo se sabe o quanto de atividade residual das
enzimas recombinantes pode permanecer nas ceélulas, nem 0s mecanismos

implicitos neste processo.



6. CONCLUSOES

6.1 EM RELAGAO A ANALISE QUALITATIVA (AzUL DE TOLUIDINA E CROMATOGRAFIA):

Pacientes com MPS | (P1 e P2)
8 Na cromatografia de camada delgada observou-se o padrdo de
banda caracteristico de pacientes com MPS 1.
8 No teste de Azul de toluidina em amostras de pacientes com MPS

| resultados negativos foram predominantes: 71% em P1 e 63%
em P2.

8 Os resultados do teste qualitativo indicam que houve diminui¢céo

na excrecdo urinaria de GAG ap6s o inicio da TRE.

Paciente com MPS Il (P3)

8 Na cromatografia de camada delgada observou-se o padrdo de
banda caracteristico de pacientes com MPS II.
8 No teste de Azul de toluidina na amostra do paciente com MPS Il

mostrou-se positiva mesmo apoés o inicio da TRE.

Pacientes com MPS VI (P4 e P5)

8 Na cromatografia de camada delgada observou-se o padrdo de
banda caracteristico de pacientes com MPS VI

8 No teste de Azul de toluidina em amostras de pacientes com MPS
VI predominaram resultados negativos. P4: 57%; P5: 72%

8 Os resultados do teste qualitativo indicam que houve redugcéo na

excrecao urinaria de GAG ap0s o inicio da TRE.

6.2 EM RELAGAO A ANALISE QUANTITATIVA (DOSAGEM URINARIA DE GAG):



MPS |: A excrecao de GAG reduziu em 90% ap6s 100 semanas de TRE em
P1. Em P2 a reducéo foi de 72% em 45 semanas de TRE.
MPS Il: Em P3 houve reducdo de 66,6% da excrecdo de GAG até a 5°

semana de TRE.
MPS VI : Em P4 ap6s 256 semanas de TRE a excrecdo de GAG reduziu

em 67%, e 65% em P5.

Em conclusdo nossos achados demonstram que com a TRE para
MPS |, Il e VI obtem-se melhora nos sintomas clinicos e bioquimicos, refletindo

em melhora na qualidade de vida do paciente.
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8. APENDICES OU ANEXOS

Carta de aceite do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

Carta Provisoéria: 183/08 CEP-ICS/UFPA Belém, 19 de novembro de 2008.

Ao:
Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da Silva

Senhor Pesquisador,

Temos a satisfacéo de informar que seu projeto de pesquisa “Caracterizacéo
molecular e bioquimica de pacientes com mucopolissacaridose” protocolo n°172/08
CEP-ICS/UFPA, foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Pard, na reunido do
dia 11 de novembro de 2008.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar o relatério parcial do
mesmo no dia 20 de janeiro de 2010, no CEP-ICS/UFPA, situado na Cidade Universitaria
Professor José da Silveira Netto - Guama, Campus profissional, no Complexo de sala de
aula do ICS — sala 13 (Altos).

Atenciosamente,

Prof. Dr.

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Para
" (CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Cidade Universitaria Professor José da Silveira Netto, n® 01,
Guama — CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel./Fax. 3201-8028/3201-7735 E-mail: cepccs@ufpa.br



6.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

INFORMACOES PARA OS PAIS OU RESPONSAVEIS LEGAIS

TITULO DO ESTUDO: “CARACTERIZACAO MOLECULAR E BIOQUIMICA
DE PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSES”

O QUE SAO MUCOPOLISSACARIDOSES: Mucopolissacaridoses s&o
doengas genéticas raras, causadas pela auséncia ou insuficiéncia de enzimas
responsaveis pela quebra dos mucopolissacarideos. Também s&@o conhecidas
por: MPS, Sindrome de Hurler (MPS-IH), Sindrome de Scheie (MPS-IS),
Sindrome de Hurler-Scheie (MPS-IHS), Sindrome de Hunter (MPS-II),
Sindrome de Sanfilippo (MPS-IIl), Sindrome de Morquio (MPS-1V), Sindrome
de Maroteaux-Lamy (MPS-VI) e Sindrome de Sly (MPS-VIl). Os
mucopolissacarideos - atualmente denominados GAGs ou glicosaminoglicanos
- ndo sao corretamente processados nem eliminados pelo organismo. O
acumulo dessas substancias causa disturbios, incluindo o progressivo mau
funcionamento fisico e/ou mental. Os sintomas podem aparecer nos primeiros
meses de vida ou demorar alguns anos, a medida em que mais e mais células

sao danificadas.

QUAIS AS CONSEQUENCIAS DESSA DOENCA?: Uma das caracteristicas
de muitas dessas sindromes pode ser observada nas méos que ficam com
dedos "encurvados" para dentro e "grossos". Sao frequentes algumas
alteragbes no rosto, enrijecimento das articulagdes, dificuldades respiratorias e
cardiacas, altera¢des no crescimento, deformagdes ésseas, aumento do figado
e baco e das mucosas em geral. Deficiéncia visual, auditiva e retardamento

mental também podem ocorrer.

COMO O MEDICO FAZ O DIAGNOSTICO?: O diagndstico para MPS é
realizado através de uma triagem inicial na urina do paciente. Caso a triagem
detecte alteragbes indicativas de uma excrecdo excessiva de GAG

(caracteristico em pacientes com MPS), testes mais especificos (ex.: dosagem



enzimatica em leucocitos do sangue periférico) s@o realizados para

confirmacéo do diagnostico.

COMO SE TRATA?: A Terapia de Reposicdo Enzimética (TER) consiste no
principal tratamento para pacientes com MPS. O tratamento, entretanto, s6
esta disponivel atualmente apenas para alguns tipos de MPS (MPS |, Il e VI). O
procedimento terapéutico consiste na administragdo semanal de uma enzima
recombinante intravenosamente. Esta enzima ir4 atuar de forma semelhante a
enzima deficiente, causando um melhora significativa do quadro clinico geral
do paciente, apesar da enzima recombinante ndo possuir efeito na reversdo de
quadros com comprometimento 0sseo ef/ou neurolégico. O controle do
tratamento consiste na medida semanal dos niveis de GAG na urina do

paciente em tratamento.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?: O objetivo desse
estudo é identificar a causa genética (mutacdes — alteracdes no DNA) e sua
possivel correlagdo com os sintomas clinicos apresentados pelos pacientes
com MPS.

COMO E ONDE ESTE ESTUDO SERA REALIZADO?: Deverdo participar
deste estudo pacientes do Estado do Para. Os pacientes selecionados seréo
solicitados a fornecer informagdes sobre sua histéria médica. Se vocé permitir,
estas informacdes poderdo ser obtidas através do seu médico ou de registros
médicos hospitalares. O seguinte procedimento sera realizado: Coleta de
sangue (5 a 10mL) e Coleta de urinas (30 mL): O material coletado seréa
processado e analisado no Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo da
UFPA.

QUAIS OS RISCOS DESTE ESTUDO? A coleta de sangue podera causar um
desconforto temporario por causa da picada de agulha, hematoma e
raramente, infeccdo. As vezes, uma pessoa pode ficar tonta ou desmaiar
quando o sangue for coletado.

QUAIS SAO OS BENEFICIOS DESTE ESTUDO?: Como esse diagndstico,
poderd ser possivel estabelecer correlagdo com a gravidade da doenga. Além

disso, para as familias interessadas, este estudo pode ser oferecido para



encontrar pessoas portadoras da mutagdo, ou seja, identificar pessoas da
mesma familia que tém o risco de ter um filho com MPS.

POSSO RECUSAR A PARTICIPACAO? Seu filho ndo é obrigado a participar
deste estudo. A sua participagdo neste estudo € voluntaria. A recusa em
participar ndo tera consequéncias para os seus cuidados presentes e futuros.
Seu filho poderé se retirar do estudo a qualquer momento.

TENHO QUE PAGAR PARA PARTICIPAR? Nao ha nenhum custo para
participar dessa pesquisa. Seu filho ndo seré pago para participar deste estudo.
E SE EU / MEU FILHO FOR PREJUDICADO?: O Dr. Luiz Carlos Santana da
Silva devera ser notificado se vocé suspeitar que seu filho foi prejudicado por
estar no estudo.

AS INFORMAGOES SOBRE MEU FILHO SE TORNARAO PUBLICAS? A
identidade de seu filho e outras informagbes pessoais obtidas neste estudo
serdo confidenciais. Informacdes cientificas e médicas obtidas neste estudo,
das quais a identidade de seu filho ndo podera ser revelada, deverdo ser
apresentadas em encontros e publicadas a fim de tornar as informacdes
obtidas neste estudo de beneficio para os outros.

COM QUEM POSSO TIRAR DUVIDAS?: Vocé esta livre para fazer perguntas
sobre este estudo. Quando vocé tiver duvidas relacionadas a este estudo,
poderd falar com: Dr. Luiz Carlos Santana da Silva e/ou Mestrando Gustavo
Monteiro Viana.

Lab. Erros Inatos do Metabolismo, Instituto de Ciéncias Biolégicas. UFPA. Av.
Augusto Correa, S/IN, Guama, CEP. 666075900 Belém-Pa. Fone: 32018030; e-
mail: Icss@ufpa.br



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PACIENTE)

Eu manifesto

meu consentimento com envolvimento do meu(minha) filho(a) no projeto de

pesquisa intitulado: “CARACTERIZACAO MOLECULAR E BIOQUIMICA DE

PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSES”".

1. A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha de
informagao em anexo, foram explicadas a mim. Eu compreendo e concordo
em participar.

2. Eu compreendo que meu (minha) filho (a) podera néo ter beneficio direto
por participar do estudo

3. Eu entendo que os possiveis riscos e/ou efeitos adversos, desconforto e
inconveniéncias, como foi destacado na folha de informacdes, foram
explicadas a mim.

4. Eu compreendo que, apesar das informacdes obtidas no estudo poderem
ser publicadas, elas seréo confidenciais e meu (minha) filho(a) ndo sera
identificado(a) a partir delas.

5. Eu compreendo que posso retirar meu (minha) filho(a) do estudo em
qualquer etapa e que isto ndo ira afetar os cuidados médicos ou quaisquer
outros aspectos da relagéo recebidos a ele(a).

6. Eu compreendo que ndo haver4 pagamento para meu(minha) filho(a) por
participar deste estudo.

7. Eu tive a oportunidade de discutir a participagdo de meu(minha) filho(a)
neste projeto de pesquisa com um membro da familia ou amigo e/ou tive a
oportunidade de ter um membro da familia ou amigo presente enquanto o

projeto de pesquisa estava sendo explicado pelo pesquisador.



8. Eu estou ciente de que devo guardar uma copia do Termo de
Consentimento, quando completo, e da folha de Informacdes.
9. Eu concordo que o material (sangue e urina) coletado de meu(minha)

filho(a) seja utilizado no projeto acima.

Assinatura do Responsével:

Relagado de parentesco com o paciente:

Nome completo do paciente:
Data: _ /__ [/ __
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(FAMILIAR DO PACIENTE)

Eu manifesto

meu consentimento em participar do projeto de pesquisa intitulado:
“CARACTERIZACAO MOLECULAR E BIOQUIMICA DE PACIENTES COM
MUCOPOLISSACARIDOSES".

1. A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha de
informag&o em anexo, foram explicadas a mim. Eu compreendo e concordo em
participar.

2. Eu compreendo que poderei ndo ter beneficio direto por participar do estudo.
3. Eu entendo que os possiveis riscos e/ou efeitos adversos, desconforto e
inconveniéncias, como foi destacado na folha de informagdes, foram explicadas
amim.

4. Eu compreendo que, apesar das informagdes obtidas no estudo poderem ser
publicadas, elas serdo confidenciais e eu ndo serei identificado(a) a partir
delas.

5. Eu compreendo que posso me retirar do estudo em qualquer etapa e que
isto ndo ird afetar os cuidados médicos ou quaisquer outros aspectos da
relagdo recebidos.

6. Eu compreendo que ndo haver4 pagamento em nenhuma espécie por
participar deste estudo.

7. Eu tive a oportunidade de discutir a minha participagdo neste projeto de

pesquisa com um membro da familia ou amigo e/ou tive a oportunidade de ter



um membro da familia ou amigo presente enquanto o projeto de pesquisa
estava sendo explicado pelo pesquisador.

8. Eu estou ciente de que devo guardar uma coépia do Termo de
Consentimento, quando completo, e da folha de Informacdes.

9. Eu concordo com a utilizacdo do meu material bioldgico (sangue) como

amostra do projeto acima citado.

Assinatura do Participante:

Nome do paciente do qual possui parentesco:

Grau de parentesco:
Data: _ /__ [ __




