UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCAE
DO ADOLESCENTE

TRIAGEM PARA FORMAS ATENUADAS DE
MUCOPOLISSACARIDOSE EM PACIENTES COM
PROBLEMAS OSTEO-ARTICULARES DE ETIOLOGIA
DESCONHECIDA

DISSERTACAO DE MESTRADO
THABATA CAROLINE DA ROCHA SIQUEIRA

Porto Alegre, Brasil, 2015.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCAE
DO ADOLESCENTE

TRIAGEM PARA FORMAS ATENUADAS DE
MUCOPOLISSACARIDOSE EM PACIENTES COM
PROBLEMAS OSTEO-ARTICULARES DE ETIOLOGIA
DESCONHECIDA

THABATA CAROLINE DA ROCHA SIQUEIRA

Orientador: Dr. Roberto Giugliani

A apresentacdo desta dissertacdo é
exigéncia do Programa de Pos-
Graduacdo em Saude da Crianca e do
Adolescente, da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, para obtencéao
do titulo de Mestre.

Porto Alegre, Brasil, 2015.



CIP - Catalogagao na Publicagdo

da Rocha Sigqueira, Thabata Caroline

TRIAGEM FAPA FORMAS ATENUADAS LDE
MUCOPOLISSACARIDOSE EM PACIENTES COM FROELEMAS OSTEO-
ARTICULARES DE ETIOLOGIA DESCOMHECIDA / Thabata
Carpline da Rocha Sigueira. —-— 2015.

g o

Orientador: Roberto Giugliani,

Dissertacde (Mestrado) -— Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa
de Pds-Graduacdo em Sande da Crianca = do Adolescents,
Farto Alegre, BR-R3, Z013.

1. Erros Inatos do Metabolismo. 2.
Mucopolissacaridoses. 3. Compromstimento dsteo-
articular. I. Giugliani, Roberte, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dades fornecidos pelofa) autor{a).




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM SAUDE DA CRIANGCA E DO

ADOLESCENTE

ESTA DISSERTACAO FOI DEFENDIDA PUBLICAMENTE EM:

24 | Fevereiro / 2015

E, FOI AVALIADA PELA BANCA EXAMINADORA COMPOSTA POR:

Dr. Ricardo Machado Xavier
(Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, professor
do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Médicas da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul)

Dr2, Ursula da Silveira Matte
(Professora do Programa de P4s Graduagdo em Saude da Crianca e do
Adolescente/PPGSCA
Universidade Federal do Rio Grande do Sul)

Dr.Filippo Pinto Vairo
(Médico Contratado do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Doutor pela
Universidade Federal do Rio Grande do Sul)




Dedico este trabalho aqueles

gue tanto amo: minha familia.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof® Dr. Roberto Giugliani, gp&onfian¢ca depositada em meu

trabalho, tens minha admirag&o e carinho.
A Dr2, Carolina Fischinger de Moura, pela indesegitajuda ao final deste.

A equipe da Reumatologia Pediatrica do Hospital S&@ms PUCRS, em especial a Dr?
Mercedes Picarelli, gue me confiou os pacientespgaeuravam o ambulatério de sua

coordenagao.

A Dr2 lloite Scheibel, pela parceria ao longo degdeis anos e pelo entusiasmo na

busca de um diagndstico preciso, que muitas veeanativou a seguir minha busca.

Aos inumeros médicos e clinicas de Reumatologiartep@dia que contatei e me

atenderam com atencéo e respeito.

A Rede MPS Brasil pela competéncia, em especia [arlla e Adriana que sempre

recebiam minhas amostras com indescritivel zelo.

Finalmente, ndo menos importante, aqueles que orepanham desde sempre e sao 0

combustivel em forma de carinho: A minha familagos.
A minha mae por ser um exemplo de forca, deterrdimacfé em minha vida.
A minha doce avo que é uma fonte inesgotavel deatee amor.

Ao meu pai, por todo o apoio, incentivo e atencgionanhas necessidades. O orgulho

demonstrado é o que me fornece energia para ssgUdrente.



A minha madrasta JerGsia, pela amizade e paci@misgescutar muitas vezes meu

desabafo e me mostrar sempre a saida pela fé.

Aos meus anjos em forma de crianca, que alegramnhanvida a cada dia mais:

Béarbara, Isabela, Julia e Sophia.

A minha tia Maristela, pelo apoio nesta caminhadea fpi constituida de muitos

“estresses” diarios, porém que resultou em um fiedh

Aos meus amigos, por entenderem muitas vezes naum@ncia, em especial a minha

amiga Larissa Dornelles.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, partmizar a realizagdo deste sonho.

Ao Programa de Pé6s-Graduacédo da Saude da Criadg&dolescente, pelo auxilio da

secretaria Rosane e coordenador Paulo Carvalho.

Ao Conselho de Desenvolvimento Cientifico e Tecgmd (CNPq), pela bolsa de

mestrado.



“Bom mesmo € ir a luta com determinacao,
abracar a vida e viver com paixao, perder
com classe e vencer com ousadia, porque 0
mundo pertence a quem se atreve e a vida €

muito para ser insignificante.”

Charles Chaplin



RESUMO

Introducdo: As mucopolissacaridoses (MPS) sdao um conjunto ete sloencas
genéticas incluidas dentro das Doencas Lisossomigagpor sua vez fazem parte dos
Erros Inatos do Metabolismo (EIM). Sao doencas isaidtémicas que afetam todo o
organismo, com variagdes conforme o tipo de MP&jsgue algumas delas possuem
tratamento especifico. Quase todas comprometengrans variados, o sistema osteo-
articular, e praticamente todos 0s pacientes am@Eve excrecdo alterada de
glicosaminoglicanos (GAGs) na urina. As MPS sdondas raras que podem ser
subdiagnosticadas em fung¢do do pouco conhecimest@mbfissionais de saude sobre
elas, do pouco acesso aos métodos de triagem eddiamp e da sua ampla
heterogeneidade clinica, podendo ocorrer formasiatias nas quais pode ser dificil de
levantar a suspeita clinica de MRgaterial e métodos o presente estudo foi realizado
no periodo de marco de 2012 a janeiro de 2014ptenduido 55 pacientes atendidos
em servicos de Reumatologia e/ou Ortopedia de PAltgre, RS, Brasil e que,
apresentavam como principal queixa, manifestacfiesilares sem etiologia definida.
Esses pacientes foram inicialmente investigadosvédr da avaliacdo quantitativa e
qualitativa dos GAGs urinariosResultados e Discussdoentre os 55 casos
investigados, em 1 paciente de 15 anos de idadebf&®rvada na analise dos GAGs
urinérios excrecdo aumentada e alteracdo do papddativo, sendo posteriormente
confirmado o diagndstico de uma forma atenuada &S M, a qual ndo havia sido
suspeitada anteriorment€onclusaa embora a propor¢édo de pacientes identificados
com MPS na amostra estudada tenha sido pequeid, (@$%e estudo mostra que ocorre
subdiagnéstico dessas doencas e que a triagenm&igt® pode contribuir para a
identificacdo de pacientes, os quais podem se ibemeflas medidas de tratamento

disponiveis.



Palavras-chave Mucopolissacaridoses, Doencas de Depdsito Lisoissd

Glicosaminoglicanos, Sindrome de Hunter, Triagetetiva
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ABSTRACT

Introduction : Mucopolysaccharidoses (MPS) are a set of 7gemtigases including
Lysosomal Diseases , which in turn are part of inlirrors of Metabolism (IEM). The
MPS are multisystemic conditions that affect thérerbody, with variations depending
on the type, some of which have specific treatm@imost all affect, in variable
degrees, the osteo-articular system, and virtadllgatients have abnormal excretion of
glycosaminoglycans (GAGs) in urine. The MPS aree rdiseases that are being
underdiagnosed due to the little knowledge of heatbfessionals about them, the poor
access to screening and diagnostic methods andetkteinsive clinical heterogeneity.
Also, attenuated forms may occur in which it may dficult to raise the clinical
suspicion of MPSMaterial and Methods: The present study was conducted from
March 2012 to January 2014 and included 55 patiénoi;t Rheumatology and/or
Orthopedics services of Porto Alegre, RS, Brazd arhich had, as main complaint,
articular manifestations without defined etiologhhese patients were screened by
guantitative and qualitative assessment of urin@®dGs. Results and Discussion
Among the 55 cases investigated, in 1 patient l&rsyef age was observed in the
analysis of urinary GAG excretion and increasedngkain qualitative standard and
subsequently confirmed the diagnosis of an attexutirm of MPS II, which had not
previously been suspectedonclusiornt Although the proportion of patients with MPS
identified in the study sample was small (1/55)is tlstudy shows that occurs
underdiagnosis of these diseases and that systes@gening can help to identify

patients who may benefit from measures treatmesaitadole.
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REFERENCIAL TEORICO

Pesquisando em bancos de dados internacionais, e®ite Pubmed, pode-se
encontrar com a palavra “Mucopolysaccharidosis’8b. artigos diferentes sobre este
assunto. Quando acrescido a palavra “review” essgquisa diminui para 748 artigos.
O que nos leva a pensar que atualmente muitos osstutbvos sobre as
Mucopolissacaridoses estdo sendo desenvolvidosndQupesquisamos as palavaras
“Mucopolysacharidosis 2014” aparecem 277 artigogoasomente no ano de 2014, o
que afirma a realizacdo de novas pesquisas em Mlissgcaridoses. Este e outros
bancos de dados cientificos foram consultados esceever a presente dissertagdo.
Sendo este reconhecido pois possui artigos qualidie e de alto impacto na sociedade
cientifica. (website:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedicesso em: 04/01/2015 as 21:02

horas)

As Mucopolissacaridoses (MPS) sédo doencas de origengtica, incluidas
dentro das Doencas LisossOmicas, que compdem oo gdas Erros Inatos do
Metabolismo (EIM). Estes ocorrem a partir de aftées genéticas que afetam a sintese
ou funcionamento de proteinas, geralmente enzimgmrtantes para o metabolismo,
resultando em problemas de sintese, degradaci@spdrde ou armazenamento de
moléculas no organismo, geralmente com consequEmtinicas decorrentes dessa

alteragcao (Schwartz IV. 2001).

Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdo um grupe dbencas que
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compreendem cerca de 10 % dos disturbios genétmmsgdo em sua maioria
autossémica recessivas. Nos EIM ocorrem defeitaguiinicos causados por alteractes
em genes que codificam moléculas protéicas imp@adgmara o metabolismo humano.
Como consequéncia disto, a deficiéncia protéicalgente enzimatica, podera resultar
no acumulo ou na falta de determinadas substanoeaessarias para 0 bom
funcionamento do organismo, resultando em sintossmelhantes a “intoxicag&o”
muitas vezes. Para cada distirbio metabdlico emistananejo especifico (Sainz CM

2002, Schwartz, Souza et al. 2008, Muenzer 20ThaZiand La Torre 2014)

Os EIM tém, em geral manifestacbes sistémicas, acmmetem todo o
organismo, com inicio dos sintomas em qualquerafataria (Martins 1999, Araujo

2004, Wilcox 2004, Schwartz, Souza et al. 2008).

Como séo doencas raras, muitos médicos ndo suspdéases disturbios no
diagnéstico diferencial dos seus pacientes. Naocémum que essas doencas sejam
identificadas ou diagnosticadas de maneira equdacacreditamos que, além da
raridade dessas doencas, a baixa prevaléncia pedeexplicada devido ao
subdiagndstico, pois os pacientes procuram divegspscialidades médicas e muitas
vezes a hipdtese de um Erro Inato do Metabolisraditima a ser explorada (Jardim

and Ashton-Prolla 1996, Souza 2002, Martins 2003).

A primeira descricdo na historia foi feita pelo neédinglés Archibald Edward
Garrot, que empregou pela primeira vez o termosEimatos do Metabolismo em um
artigo publicado na revista Lancet, onde ele progpds a doenca Alcaptondria se
iniciava a partir de um blogueio metabdlico. O terBrro Inato do Metabolismo se
consagrou mais fortemente apos a publicacédo do digrGarrot em 1909, que ganhava

este titulo (Sainz CM 2002).
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Podemos dividir os erros inatos do metabolismo eis grandes grupos: o das
moléculas grandes e o das moléculas pequenas. lpo gie moléculas grandes, os
sintomas sao em geral continuos e progressivos estao influenciados pela dieta. Ja
o grupo de EIM das pequenas moléculas apresentansia semelhantes ao de
intoxicagbes e/ou deficiéncia de energia, devido aaadmulo de metabdlitos no

organismo (Wajner 2001, Amancio 2007).

Muitos pacientes ao nascimento ndo apresentam menbaracteristica de EIM,
dificultando assim a suspeita clinica nesse periddodim and Ashton-Prolla 1996,
Fumero 2003). Entretanto a maioria dos EIM apresemnifestacdes clinicas entre a
infancia e a adolescéncia, porém com muitos sirgosaanelhantes a outras patologias
que podem confundir o médico na busca pelo diagmdstdequado (Beck 2000,

Muenzer 2011, Hendriksz, Berger et al. 2015).

A identificacdo de um EIM se da usualmente a pddirsuspeita clinica a ser
confirmada por testes bioquimicos especificos dyr&orio especializado através da
triagem para EIM. Exames complementares sdo gemédméteis para definir o
diagndstico preciso e a estratégia terapéutica rapispriada para cada paciente

(Wajner 2001, Cabello 2010).

Doengas Lisossomicas

Dentro do grupo dos Erros Inatos do Metabolism@orttam-se as Doencas
Lisossdmicas, que j& séo clinicamente conheciddmsi@ante tempo, inclusive antes da
descoberta do lisossomo e de serem identificaddeEneminadas anteriormente como

“Doencgas de Depdsito Lisossdmico (DDL)”, termo emte decadéncia, substituido por
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Doencas LisossOmicas. Esse grupo abrange cerc® deencas com manifestacdes
clinicas bastante heterogéneas, onde o defeitotiggngéncontra-se nos genes que
codificam, em sua maioria, hidrolases responsges degradacao intralisossomal de
macromoléculas. Mais recentemente tem se obsedefddos em receptores, proteinas
de membrana, proteinas ativadoras e/ou proteiaaspiortadoras, que também irdo
causar o acumulo intralisossomal de alguns compeseajue causam a deterioragdo

progressiva de células e tecidos (Wilcox 2004).

A frequéncia das DDL é calculada como sendo enotde 1: 7.700 nascidos
vivos (Meikle, Hopwood et al. 1999). As DDL séao deilas de maneira autossdmica
recessiva, com trés excecgdes apenas: SindromerderHMPS 1), Doenca de Fabry e

Doenca de Danon, ligadas ao cromossomo X (Vello@bp
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Mucopolissacaridoses

Atualmente, sdo conhecidas onze deficiéncias etiziasédiferentes que podem
resultar em uma mucopolissacaridose, como est&aiddina tabela abaixo (Cabello

2010, Cimaz and La Torre 2014).

MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO |

Também conhecida como sindrome de Hurler, Hurlaeigce Scheie, a MPS | é
caracterizada basicamente pela deficiéncia da @nalfa- L- Iduronidase (IDUA) e
dividida nos trés subtipos em funcdo da gravidameuwhdro. Quanto mais baixa € a
atividade da IDUA, pior é o acometimento clinicophxiente, e mais dermatan sulfato
e heparan sulfato sera acumulado intralisossomitim@Matte, Yogalingam et al.

2003, Vijay and Wraith 2005, Moore, Connock et2808).

A forma mais grave da MPS | é a Sindrome de Hudede a atividade
enzimatica encontra-se muito baixa ou ausentepsexykctativa de vida até a primeira
década (Taylor, Brady et al. 2008). A forma denada Hurler-Scheie é uma forma
intermediéria, a doenca tem inicio mais tardio slofomas e a expectativa de vida gira
em torno da segunda década e idade adulta (Halegal Pinkham et al. 2006). A
forma Scheie da MPS |, mais atenuada, muitas véze®nfundida com outras
patologias como artrite idiopatica juvenil, doera#to-imune, dermato/poliomiosite,
esclerodermia, doenca de Legg-Perthes, artite r@ishea espondiloartrite, distrofias
musculares, polineuropatia, fibromialgia, Osteogénémperfecta e outras doencas
reumatoldgicas sistémicas (Pastores, Arn et al7 286liman, Timmermans et al. 2007,

Cimaz, Coppa et al. 2009, Watson, Holley et al 4201
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MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO Il

Como excecao a regra a MPS Il é herdada de ma@ssigo ligado ao X, ao
contrario de todas outras formas de MPS onde ax¢&r@ autossémica recessiva. Por
consequéncia da deficiéncia da enzima Iduronatadfdtase (IDS) e consequente
acumulo intralisossomico de dermatan e heparamtsuld fendtipo da MPS 1l (também
chamada de Sindrome de Hunter) se caracterizagbamudades 0sseas, baixa estatura
e face infiltrada, além, é claro de todas as matafes sistémicas classicas comuns a
maioria das MPS. Na forma grave (forma neuropataemos observar acometimento
neurologico (Neufeld and Muenzer 2001, Schwartz2801, Schwartz, Ribeiro et al.

2007, Cabello 2010).

MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO Il

A MPS lll, também chamada de Sindrome de Sanfilipocausada pela
deficiéncia de enzimas diferentes, que resultamdesnbtipos da MPS lll, que séao:
MPS 1lIA (Heparan N-Sulfatase), MPS I1lIB (N-acelilgosaminidase), MPS IIIC
(acetil-CoA: glicosaminidase-acetiltransferase) MBS 111D (N-acetilglucosamina-6-
sulfatase). Todas causam a degradacéo deficientdegaran Sulfato, acumulando,
assim, este composto nos lisossomos. Os pacietdesetidos por esse tipo de MPS
nao apresentam acometimento Osteo-articular sigitifio, porém, todos apresentam
envolvimento do SNC e distlrbios de comportamefstoalmente esta sendo testado
em ratos uma terapéutica que consiste na fuséeigaate IGFIl intracerebral que esta
mostrando resultados promissores (Neufeld and MueB@01, Schwartz IV. 2001,

Vieira, Schwartz et al. 2008, Cabello 2010).
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MUPOLISSACARIDOSE TIPO IV

A sindrome de Morquio (MPS [V) apresenta impogantmanifestacoes
osteoarticulares, como baixa estatura, disosto$tgptajientre outras. Resultante da ma
degradacédo do queratan sulfato devido a defici@tasanzimas N-acetilgalactosamina-
6-sulfatase ou beta-galactosidase, que ocorrem MBS IVA e MP SIVB,
respectivamente. Sao caracterizadas pela baixaiestanao envolvimento do Sistema
Nervoso Central (Neufeld and Muenzer 2001, Chaw#32Tomatsu, Yasuda et al.

2014, Charrow, Alden et al. 2015).

Os sintomas e apresentacfes fenotipicas da siadienMorquio (MPS IVA),
tanto o seu inicio como a progressao destes sifiaisos variam muito de pacientes
para pacientes. E de extrema importancia uma agp@mianultidisciplinar para que o
paciente possa ter uma melhor qualidade de vidao teom base nas avaliacbes e
pesquisas ja realizadas em pacientes com a sindteriM®rquio, no ano 2014 foram
desenvolvidas as Diretrizes Internacionais parastd® e Tratamento da Sindrome de

Morquio A (Hendriksz, Berger et al. 2015).

MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO VI

A deficiéncia da enzima arilsulfatase B ou N-ggafactosamina-4-sulfatase é
responsavel pela MPS VI ou Sindrome de Maroteaumyl.ana qual se acumula
dermatan sulfato intralissossomicamente. Nestesemias podemos observar uma
parada do crescimento, assim como complicacoedacasl sérias, rigidez articular,
deformidades o¢sseas, sem envolvimento do SNC (Sthwe 2001, Harmatz,

Ketteridge et al. 2005, Cabello 2010).
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MUCOPOLISSACARIDOSE VI

De todas as Mucopolissacaridoses a Sindrome dé Slgue pode ser a MPS
mais precocemente detectada, uma vez que nelaopoder uma importante hidropsia
fetal. Proveniente da deficiéncia da beta-glucatase (Neufeld and Muenzer 2001),
ainda na vida intrauterina podemos observar um atoméa transluscéncia nucal e
crescimento 0sseo acelerado caso estes sintonmsstipem (forma grave da doenca)
pode ir a 6bito em poucos meses. Ja na forma atenda doenca, estes pacientes
sobrevivem até a adolescéncia, manifestando sistoelinicos de atraso de
crescimento, deformidades oOsseas, complicacbesiacas] retardo mental, face
infiltrada, macrocefalia e outros sintomas comunsdas MPS (Neufeld and Muenzer

2001, Schwartz IV. 2001, Cabello 2010).

MUCOPOLISSACARIDOSE IX

A MPS IX ocorre devido a deficiéncia enzimatica ldmluronidase, sendo
também chamada de Sindrome de Natowicz, na quateoasimulo de Condroitin
Sulfato. Podemos observar fenotipicamente baixatwest ndédulos nas articulacdes
acompanhados de episodios de dor articular e glitesafaciais leves (Schwartz V.

2001, Cabello 2010).

Manifestacdes Clinicas

Em todas as MPS ocorrem, em maior ou menor gralgmas 6sseos e/ou
articulares. Em seu conjunto, essas alteracfeslsfinadas de disostose multipla. O

acometimento, apesar de sistémico, pode variae exgrtipos de MPS, geralmente
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comprometendo a funcdo osteoarticular e, consegmemnite, a estatura do paciente. As
MPS se apresentam com particularidades, assim coamespectro de gravidade dentro
de cada tipo, com formas mais graves e formas ataisiadas, cuja sintomatologia é

mais branda e, em geral de inicio mais tardio (Bras

Pacientes com sinais de comprometimento 6sseofadi&o articular, que
apresentem ou ndo algum retardo mental, opacificdg&ornea, entre outros sintomas
clinicos compativeis com MPS e que n&o tenham ds&go de outra doenca, sédo
considerados candidatos elegiveis para triagem paranas atenuadas de
Mucopolissacaridose. A triagem € realizada pelalisnaos glicosaminoglicanos
urinarios. Caso ela esteja quantitativamente elgv@dealizada uma analise qualitativa

dos tipos de GAGs presentes e, de acordo com eské@ope com as caracteristicas

clinicas e genéticas do paciente, enzimas espesgio analisadas (Cabello 2010).

Existem variacdes das MPS em relagéo ao grau dproamtimento. Em casos
atenuados da doenca, os especialistas osteomescsiw os primeiros profissionais
procurados devido aos problemas articulares comassMPS. Estas queixas sao as
primeiras que aparecerem na maioria dos casoss Esgecialistas devem estar
preparados para reconhecer e diagnosticar uma MBSevantar esta hipbtese e
encaminhar a um médico geneticista, porém, ist@ geid um desafio, pois as formas
atenuadas das MPS se manifestam com sintomas edatisinespecificos. Cabe ao
clinico reconhecer e diagnosticar a doenca parasqjee possivel indicar a melhor
terapia para o paciente visando a ndo progressagidimmas clinicos (Cimaz, Coppa

et al. 2009).

As manifestagbes osteo-articulares sdo comuns as tasl MPS. Em algumas

(como na MPS IVA) esse comprometimento 0sseo é atessivo, se tornando assim
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mais evidente. Esses sintomas sao resultados dossaghinoglicanos que estao

depositados, como consequéncia do acumulo inwwatssal.

A rigidez articular ocorre em todos os tipos deSyIEBxceto na MPS IV onde ha
uma frouxiddo ligamentar. Essa limitagdo articutarigidez podem resultar numa

progressiva perda de funcao motora (Neufeld andniziere2001).

Formas Atenuadas das Mucopolissacaridoses

As formas atenuadas de MPS podem apresentar ujppntmriversificado de
sintomas como ja descritos e comuns a todas MP&npocom um grau de
comprometimento menor e mais lento. Essa grandabil&tade de sintomas clinicos
presente nas formas atenuadas pode dificultar gn@stico, sendo comum a procura
por médicos ortopedistas e reumatologistas, e,asviezes, o diagndstico pode ser
equivocado. As suspeitas mais comuns sao: doent@asaunes, distrofias musculares,
doengas do tecido conjuntivo, Osteogénese Imparfétdlimiosite, Dermatomiosite,
Polineuropatia, Fibromialgia, Artrite Reumatdideégsclerodermia, Artrite Idiopatica
Juvenil, Espondiloartrite, Legg-Perthes e outrasngas reumaticas sistémicas,

incluindo “dores do crescimento” (Hendriksz 2011).

Os sintomas mais frequentes em pacientes com g$oratenuadas de
mucopolissacaridose sdo 0s que acometem o sistest@®m-articular como dor,
contratura articular e deformidades ésseas. Dewidestes sintomas, pacientes sao
encaminhados a um médico reumatologista e/ou distae que identificam melhor um
caso de MPS. Em um estudo feito pelo Dr. Mange@68 mostrou que ainda assim,

apenas 13% dos reumatologistas pediatras e 19%edostologistas sdo capazes de

28



suspeitas de uma MPS. Quando foram apresentad@sos clinicos de uma menina de
8 anos e outro de uma mulher de 23 anos, onde amhas manifestacdes articulares

e sintomas classicos de MPS (Hendriksz 2011).

Os sintomas mais comumente encontrados nas foateagsadas de MPS sao

(Brooks, Gibson et al. 2005, Lehman, Miller et24111):

- Disostoses multiplas (deformidades esqueléticas);

- Deformidades 6sseas faciais;

- Comprometimento articular com ou sem sinais m#gorios;

- Infecgbes recorrentes de ouvidos, nariz e gaagant

- Baixa estatura;

- Retinopatia, glaucoma ou opacidade de cornea,;

- Hérnia presente, histérico ou histérico recometé hérnia umbilical e/ou inguinal

mesmo apods cirurgia corretiva;

- Hepatomegalia;

- Sindrome do tunel do Carpo;

- Maos e/ou pés em garras;

- Doenga Valvar Cardiaca;

- Doenca Obstrutiva de Vias Aéreas;

- Perda progressiva da audicéo.
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Muitos pacientes com formas atenuadas de MPS pageasentar os sintomas
da doenca de maneira isolada, o que levaria o médétispeitar de outras doengas que
possuem manifestacdes clinicas semelhantes. Aalistao mostra os diagndsticos mais

comumente encontrados (Cimaz, Coppa et al. 2009):

- Artrite idiopatica Juvenil,

- Doencga autoimune;

- Dermatomiosite;

- Poliomiosite;

- Esclerodermia;

- Doenca do Tecido Conjuntivo;

- Doenca de Legg-Perthes;

- Artrite Reumatoide;

- Escpondiloartrite;

- Distrofias musculares;

- Polineuropatia;

- Fibromialgia;

- Dores de crescimento;

- Outas doencas reumatoldgicas sistémicas;

- Osteogenesis imperfecta.
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Esta confusdo € explicada pelas semelhancas entoengas atenuadas de MPS
e outras doencas reumatologicas com sintomas eesxamito semelhantes, como na
radiografia abaixo, que compara forma atenuada awegwersus artrite idiopatica
Juvenil, mostrada na figura retirada do artigom(@&4, Coppa et al. 2009, Cimaz and La

Torre 2014).

Mucopolysaccharidosis | Juvenile Arthritis

b

Phogo: . Edmond Wrailh

Phatin: Bianca Link Phodo: J. Edmond Wraith Photo: Rolendo Cimaz
Attenuated Severa

Figura 1 Comparacdo das manifestacdes clinicas danupaciente com forma
Atenuada de MPS | versus Artrite Idiopatica Juvenil Retirado de Cimaz R, 2009

(Cimaz, Coppa et al. 2009).

Epidemiologia

As Mucopolissacaridoses sdo doencas raras em qda Aa poucos estudos
epidemiolégicos sobre sua prevaléncia e incidénEstima-se que este grupo de
doencgas consideradas relativamente raras tenha&idéneia conjunta de 1:25.000
nascidos vivos, e acredita-se que este valor estdjastimado uma vez que muitos

pacientes chegam a Obito sem o diagnéstico pre&tsalmente, sdo conhecidas onze
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deficiéncias enziméaticas diferentes que podem taesuuma mucopolissacaridose,

como ja foi descrito na tabela apresentada anteeiote (Cabello 2010).

Entre 1982 e 1995 foi realizado um estudo com IDfcientes que tinham
suspeita de algum Erro Inato do Metabolismo (Eih) Laboratério de Erros Inatos do
Metabolismo do Servigo de Genética Medica do Hatplié Clinicas de Porto Alegre.
Em 647 pacientes foi diagnosticado bioquimicameidgeim EIM: desse total 59,8%
tinham doencas de depdsito lisossémico e as musepcaridoses compreendiam

48,6% desses pacientes (Coelho, Wajner et al. 1997)

Diagnéstico Laboratorial

Em todas as MPS podemos constatar o aumento isggivib dos
glicosaminoglicanos urinarios. Por este motivoriagem para o diagndstico de MPS
tem seu inicio na dosagem dos GAGs urinarios juetdencom a eletroforese, exames
gue avaliam de forma quantitativa e qualitativespeetivamente, esses compostos

(Beck 2000, Schwartz IV. 2001).

Ap6s o inicio da investigagdo se dar pela quatéda qualidade destes
compostos na urina com o objetivo de guiar o psafisal para o diagndstico preciso e
definitivo mostrando qual GAG esta aumentado, t& febmo passo posterior de carater
confirmatdrio, a dosagem enzimatica. Esta podeesdizada em plasma, leucécitos ou
fibroblastos. Também é possivel dosar a atividaderdima em material volicoridnico
e liquido aminidtico quando durante a gestacdo Isuspeita de MPS (Beck 2000,

Neufeld and Muenzer 2001, Schwartz 1V. 2001).

O laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo doPHCG: um servigco de
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referéncia internacional no diagndstico dessas icoes. Em anexo esta o
procedimento operacional padrao (POP) para a dosageeletroforese de GAG

urinario, assim como o POP da dosagem enzimatica.

O diagndstico molecular identifica mutacdes no Disses pacientes, ou seja,
serve para identificar qual o tipo de mutacdo quescu o fenétipo de MPS. Por isso,
apos a triagem e definicdo do tipo da MPS atrawsmsaios enzimaticos é que
podemos caracterizar qual o defeito molecular pteseo paciente com MPS. O
diagnostico molecular pode auxiliar na identificagde novos pacientes na familia

(Lehman, Miller et al. 2011).

Tratamento

O tratamento de um paciente com MPS deve ocorrer nthneira
multidisciplinar, ou seja, com profissionais dei&arareas engajados para melhorar a
qualidade de vida do paciente. Além de aparelhagiderte como auditivos e o uso do
CPAP (pressao positiva de ar) para corrigir as iaprfeequentemente comuns nesses
pacientes, tratamentos cirargicos e tratamentos oamedicamentos para as
manifestacbes clinicas que sdo apresentadas, cowldempas cardiacos, otites
recorrentes, alguns casos de transplante de cdmedo a opacificagdo progressiva,
entre muitos outros sinais clinicos que atravéstrdtamento medicamentoso pode
contribuir muito para a qualidade de vida do paeietda pouco tempo atrds era
somente esta opcao que havia para manejar esenfga@penas tratamentos paliativos
e de suporte; hoje em dia temos diferentes op¢c@és especificas para que possamos
estagnar ou até mesmo regredir a evolucdo destga@aemo a Terapia de Reposi¢cédo
Enzimatica, que hoje é realidade para os tipos I, IV, VI e VIl de
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Mucopolissacaridose (Muenzer 2004).

TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

O transplante de células tronco hematopoiéticaSTH) foi o primeiro
tratamento mais especifico para as MPS, pois temo aubjetivo substituir células do
paciente pelas células do doador, que por ser gaugdéoduz de forma eficiente as
enzimas que o paciente produz de forma deficiemteuta. Desta forma, o TCTH tem
este objetivo "substituir’ as células doentes gaie produzem normalmente as enzimas
lisossbmicas, por células “saudaveis” que produzeommalmente as enzimas

lisossdmicas (Matte 1998, Peters, Steward et 8820

Segundo um trabalho publicado em 2003 por Petetseen pacientes com MPS
I, o TCTH mostrou melhora significativa no quadiistoutivo do sistema respiratério,
diminuicdo da hepatoesplenomegalia, diminuicéoifstgiiva da excrecdo de GAG
urinérios, melhora da audicdo, problemas cardi@&cagpacidade de cornea (Peters,

Steward et al. 2003).

TERAPIA DE REPOSICAO ENZIMATICA (TRE)

A terapia de reposi¢do enzimética consiste nadiafustravenosa da enzima que
esta deficiente em cada tipo de MPS, tendo conmetivbjauxiliar na rota metabdlica de
degradacdo dos compostos intralisossdmicos. Astalpies da TRE seriam a
incapacidade de atravessar a barreira hemato-énagfapossivel desenvolvimento de
anticorpos contra a enzima infundida e também iaullifade de atingir tecidos muito
especificos, como por exemplo, o tecido 6sseo. 1@dsE que um aumento de 1-5% na
atividade enzimatica ja € capaz de regularizar rgda lisossémica (Wilcox 2004,

Vellodi 2005).

O uso da terapia de reposicédo enzimatica (TREYHmsos anos tem mostrado

34



melhora significativa das respostas do pacientexaecicio melhorando a flexibilidade
dos ombros e, consequentemente, melhor desempeshoatividades diarias. O
diagndstico precoce permite que se inicie o magledpossivel a TRE, maximizando
assim as respostas a medicacao (Pastores 200Be Gldraith et al. 2009, Hendriksz

2011).

Atualmente temos disponivel TRE para MPS |, Il e ¥ estudos para uma
terapia que pudesse trazer exogenamente a enziitiare na MPS | iniciou em 1997
e mostrou melhoras. Em consequéncia deste estodugsor Wraith ET AL em 2004
mostrou que realmente a capacidade pulmonar, diat@aminhada em 6 min, indice
de Apnéia/Hipopnéia e rotacdo de ombro se apraseméthor apos as infusdes. Assim
como a hepatoesplenomegalia e excrecdo dos Glidosglinanos urinarios
diminuiram significativamente. Aqui no Brasil fopravada em 2006 a medicacéo
Aldurazyme, da empresa Biomarin Pharmaceutica W8A e Genzyme Corporation,

Usa (Wraith, Clarke et al. 2004, Sifuentes, Doreskbal. 2007).

Para MPS Il (Sindrome de Hunter) hoje temos dismbnia enzima
recombinante Elaprase, da empresa farmacéutica Sliman Genetics Therapies. A
aprovacao desta terapia se deu apos um estudraceabm 2006, com 96 pacientes que
recebiam a droga semanalmente, quinzenalmente acehum. Os pacientes que
recebiam a medicacao tiveram uma significativa orallma capacidade pulmonar, na
distancia caminhada em 6 min, diminuicdo da heppteromegalia e excre¢do de

GAGs urinarios (Muenzer, Wraith et al. 2006).

TERAPIA GENICA

O objetivo da terapia Génica se da a partir de copé|a do gene normal onde o

gene alterado poderia ser corrigido desempenhasslma sua funcdo corretamente.
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Esta copia normal do gene é introduzida no orgamigrpartir de vetores virais ou nao
virais. Apesar de parecer simples a ideia centralpratica surgem as dificuldades
como, por exemplo, garantir a expressao adequadartoe certificar que sera passado

para as células filhas a alteracdo benéfica.

A promessa da terapia génica € motivo de grandesieastno para o manejo e
tratamento de varias doengas ndo s6 MPS, mas camigém para o0 cancer, outras

doengas monogénicas e doencas vasculares. (Nebdjra et al. 2002, Wilcox 2004).

Deste modo, este trabalho teve como interesseipaina busca de novos
pacientes, para que estes se beneficiem dos trai@endisponiveis adequado a sua

patologia.
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JUSTIFICATIVA

Pacientes que procuram os centros de ReumatoloQidopedia apresentando
queixas articulares com rigidez ou n&o, apresentamd ndo inflamacdo podem,
eventualmente, apresentar alguma forma atenuaddRf Muitos destes sintomas
clinicos de MPS podem ser confundidos com os cassaor outras doencas. O
diagndstico preciso nesses casos pode trazer tiesefios pacientes, através das
medidas de suporte ou mesmo de terapias especifica® a terapia de reposi¢ao
enzimética. Além disso, o diagndstico encerra acduse uma explicacdo para o
problema, que se constitui em uma preocupacacoadicpara o paciente e sua familia.

Ainda assim, as familias afetadas podem se beaefloiaconselhamento genético.

O Servigo de Genética Médica do Hospital de Clmida Porto Alegre é um
centro de referéncia para diagndéstico e tratamdaso Mucopolissacaridoses e pode
também contribuir na identificagdo de pacientes @snformas mais atenuadas da

doenca, usualmente atendidos em outros servigos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta os seguintes olgetivo

Geral

Investigar a presenca de uma forma atenuada de pdlissacaridose (MPS) em

pacientes com problemas articulares sem etiolagfiaida.

Especificos
1) Avaliar a frequéncia de individuos com formasnaadas de MPS entre os pacientes
que procuram servicos de reumatologia e ortopedrappoblemas articulares sem

etiologia definida;

2) Definir se pacientes com problemas articulaess stiologia definida constituem um

grupo de risco para o diagnéstico de formas atexsude MPS.
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METODOLOGIA

Inicialmente enviamos um e-mail-convite a 4 hospitde Porto Alegre que
possuiam ambulatérios de Reumatologia e OrtopEdiam eles: Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Hospital Conceicdo, Santa Caddigericérdia e Hospital Sdo Lucas-
PUCRS, destes em trés tivemos um retorno positwo a inclusdo de pacientes na
pesquisa. Foram convidados 51 médicos, entre Relogatas e Ortopedistas de
consultorios particulares de porto alegre a pddiinformacdes existentes em bases de
dados fisicas e eletrbnicas, apenas 13 respondesmail-convite onde se mostraram
interessados na pesquisa, e apenas 4 incluiramnpegina pesquisa. Entramos em
contato por telefone, dando informacdes resumiddsesa pesquisa e enviando
informagdes mais completas por e-mail (modelo aea#g-convite anexado ao final

desta dissertagao).

A partir do interesse demonstrado pelo médico edtinica foi feito

guestionamento sobre a existéncia de paciente®s@®guintes critérios:

. Dor articular;

. Rigidez articular;

. Aumento do volume articular de consisténcia enddae@®ssea);
. Sindrome do tunel do carpo em criancas (<16 anos);

. Dedo-em-gatilho em criancas (<16 anos);

. Contraturas articulares;
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. Alterac@es radiograficas sugestivas de osteo-argesundaria.

A existéncia de diagnostico de artropatia inflamatdu de osteo-artrose

priméria foi considerada critério de excluséo.

Para formalizar a parceria do profissional ou ciriom a pesquisa, foi assinado
um Termo de Concordancia para a participacdo efetprde pesquisa. Este contém
dados de identificacdo do parceiro como nome, respel, endereco, telefone e e-

mail.

Foi explicado verbalmente a todos os possiveiscpaahtes sobre os objetivos e
procedimentos desta pesquisa. Os pacientes fordnidas apés assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e foemam uma amostra ocasional de
urina para que pudéssemos dosar os GAGs urindgssn como realizar a eletroforese
dos GAGs na mesma amostra de urina. A confirmagiisagem enzimatica em sangue
heparinizado era realizada, como teste confirm@todaso a dosagem e/ou a

eletroforese dos GAG urinario se mostrasse comapaalterado.

Delineamento

Trata-se de um estudo transversal de uma amosti@da de pacientes com
problemas articulares sem etiologia definida. Aetabldos dados foi em um momento

Unico, ndo tendo havido periodo de seguimento.
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Amostra Estudada

Foram incluidos pacientes que procuraram 0s se&rvi® Reumatologia e
Ortopedia queixando-se de dores articulares eedgiguie ndo se enquadravam em
nenhuma doenca reumatolégica e/ou ortopédica bémidée Apos a consulta usual
com o médico reumatologista ou ortopedista e etetenha definido um diagndstico
etioldgico, convidamos 0 paciente ou responsavehréicipar do estudo, explicando
sobre a pesquisa verbalmente no mesmo local apdéssalta com o seu médico. Para
formalizar a participagdo no estudo, 0s responsévei o paciente (caso este fosse
maior de 18 anos) assinaram o Termo de Consentnhént e Esclarecido, seguido de
um questionario verbal sobre informacgfes relevastése a historia clinica e outros

questionamentos relevantes para contextualizanacsio clinica deste.

Aspectos Eticos

Os servigos que aceitaram participar do presesttgle assinaram um Termo de
Concordancia para Participacdo em Projeto de PssdiAinexo). Os pacientes que
concordaram voluntariamente em participar do estmmmentaram a concordancia
por meio da assinatura do Termo de Consentimem@ ld Esclarecido (Anexo) para
pacientes adultos ou os responsaveis legais (130s da& pacientes menores de idade) e,

também, do Termo de Assentimento dirigido a crigAgeexo), para pacientes criancgas.

Os pesquisadores que estiveram envolvidos no pragtinaram um Termo de
Compromisso para Utilizagdo de Dados (anexo), poo mo qual se comprometeram a

preservar a identidade dos pacientes.

41



O presente projeto e todos os documentos contidiesforam aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisis&raduacio do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (GPPG/HCPA).

Testes Realizados

Apébs o processo de consentimento e preenchimentorohmlario de coleta de
dados, foi coletada uma amostra de urina ocasiangljal foi encaminhada a Rede
MPS Brasil (projeto GPPG n° 11-0557) para a dosagemglicosaminoglicanos
(GAGSs), conforme protocolo do Laboratorio de Refei@ em Erros Inatos do
Metabolismo (LREIM) do Servi¢co de Genética MédicaHbspital de Clinicas de Porto
Alegre (anexo). O médico assistente assim comaprior paciente, foram informados
sobre o resultado do exame téo logo ele estivasperivel. As informacdes coletadas
relativas a historia médica, histérico do diagrudse dados demograficos no prontuario
do Servigo onde o paciente € acompanhado foramrmlsfizadas aos profissionais que
realizaram os testes laboratoriais através da dptacdo Formulario para Coleta de
Dados (anexo). Além disso, com a mesma amostraida previamente coletada foi
realizada, adicionalmente, uma eletroforese de Géd@dorme protocolo do LREIM
(anexo) a fim de direcionar a investigagdo. Uma siraode sangue venoso para o
ensaio enzimatico seria coletada, caso necesgaia,que pudéssemos confirmar os

achados pela determinagdo da atividade enzim&jpecica.
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RESULTADOS

Foram incluidos 55 pacientes sendo 28 (50,9%) xlo s&sculino e 27 (49,1%)

do sexo feminino com média de idade de 9 anosps@mehas 2 maiores de 18 anos.

Destes, 75% apresentaram altura normal para a s#ayendo critérios médicos
e curva de crescimento: 34,7% relataram que algamenpe préximo também

apresentava algum tipo de manifestacao clinicaoasteular.

Todos os pacientes relataram dor em articulac®@s386 apresentavam rigidez

articular.

Os resultados da triagem para MPS nos pacientesdgugnham diagndstico de
outra patologia que pudesse explicar as manifestag8teo-articulares presentes esta

relatado na tabela l.

Tabela 2 Resultados da Triagem para Mucopolissacalose

Variaveis n=55 IC 95%
GAG urinério — n(%)

Normal 49 (89,1) 78,7 -955
Alterado 6 (10,9) 45-21,3
Eletroforese — n(%)

Padrao Normal 54 (98,2) 91,4-99,9
Padrao Alterado 1(1,8) 0,1-8,6

Legenda: n (%) = numero total e porcentagem; IGeryalo de confianca de 95%

Ao final, um paciente foi diagnosticado como algunfarma de
Mucopolissacaridose. As variaveis quantitativasarfordescritas por média, desvio

padrdo e mediana. As variaveis categoricas forasuriti@és por freqiiéncias absolutas e
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relativas.

Para estimar parametros populacionais, o interdal®5% de confianca foi

utilizado.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e adises foram realizadas no

programa SPSS versao 18.0.
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DISCUSSAO

Através deste estudo obtivemos resultados que deyasnos expressivos, uma
vez que as Mucopolissacaridoses sdo doencgas f@oas,sua incidéncia varia de
1:10.000 a 1:25.000 nascidos vivos, onde podemoshaf que pacientes com
problemas osteo-articulares que procuram o0s cemteoseumatologia e ortopedia,
constituem sim um grupo de risco para as Mucomalasdoses merecendo um cuidado
especial e atencdo a esta enfermidade (Cabellg.28tt@vés deste, também tivemos a
oportunidade de levantar a hipétese que esta @msial pode estar aumentada quando
buscamos estes casos em uma amostra de converpamngidPS, uma vez que estes
pacientes que ja buscaram todos os provaveis diigp® para suas manifestacfes
clinicas e néo tiveram sucesso. Sendo assim, apuligsacaridose poderia explicar as
manifestacbes clinicas encerrando a busca pelon@itigo. Para que possamos
confirmar a hipotese levantada com esse estuda, desejavel um estudo com um n

amostral maior.

Do total de participantes deste estudo, 50,9% @w@rsexo masculino e 49,1%
do sexo feminino. Os pacientes foram escolhidos\agp@or critérios clinicos, nédo
importando variaveis como sexo, pois as Mucopatesdoses podem acometer ambos
0S sexos (exceto a MPS 1, ligada ao X e raramieletatificada em meninas) (Cabello

2010).

Todas as formas atenuadas de MPS podem ter o ddsisintomas em qualquer
faixa etaria de idade, pois ainda ha uma atividamg@matica residual minima que é

inversamente proporcional ao acumulo de GAG isiaomico. Sendo assim, o grau
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de comprometimento sistémico € menor do que emo®utasos de MPS. O
comprometimento osteo-articular € comum a todadR$S, incluindo: dores articulares,
rigidez articular, deformidades Osseas leves, secde cabeca de fémur, entre outros.
Devido a isso, a procura por médicos reumatolagjist@rtopedistas € comum nesses
pacientes, constituindo assim, um grupo de conmei@épara a busca de uma forma

atenuada de MPS (Hendriksz 2011).

Um paciente do sexo masculino apresentou alterajgeicativas na dosagem
de glicosaminoglicanos urinarios e padrfes alterguioa a eletroforese deste mesmo
composto. Conforme observado em sua histéria médicaascimento pesava 3,2 kg e
comprimento de 49 cm, parametros normais para génraascido. Ainda no periodo
perinatal foi internado por 12 dias devido a cooggldes cardiolégicas, e aos 2 meses
de vida iniciou com infec¢gBes recorrentes de viaieas superiores e aumento das
amigdalas. As infeccbes foram cada vez ficando espacadas, e aos 6 anos de idade
eram raras. Hoje, com 15 anos pesa 43,4kg e tema ale 1,56m, medidas abaixo dos
padrbes para idade. Exames adicionais como espgniameletrocardiograma de
repouso, testes de funcao pulmonar, ecografia aipdbra teste de caminhada de 6

minutos tiveram resultados normais para a idade.

Este paciente apresentava uma escapula aladdicsitiva restricdo articular de
maos, bragos e punhos, limitagdo de extensao dios diégado palpavel a 5¢cm, discreta
hipoplasia tenar, discreta limitagdo de extens& p#anas e face ligeiramente tosca.
Portanto, além dos problemas articulares, apresertatros sinais e sintomas de
mucopolissacaridose, confirmando o caradter muidisico da doengca. O
encaminhamento e realizacdo dos testes de triageen MPS na urina através da
dosagem de Glicosaminoglicanos urindrios e eletsfn destes mesmos compostos

confirmaram o diagnéstico de Mucopolissacaridoaadlesagem dos GAGS urinarios se
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mostrou alterada, com 147ug/mg de creatinina (galde referéncia para menores de
18 anos: 13-59 ug/mg de creatinina). A eletrofordseglicosaminoglicanos urinarios
mostrou um padrao alterado, com excesso de dermsalf@to e de heparan sulfato, o
que é observado nas MPS |, Il e VII. Ap6s esteciramento, foram realizadas
dosagens enzimaticas em sangue heparinizado canfgmotocolo utilizado no
Laboratério de Referéncia em Erros Inatos do Mdisio do Servico de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, ouiicou uma atividade enzimatica
deficiente de Iduronato sulfatase (1,3 mmol/h/mg pileteina, sendo o valor de
referéncia de 31 a 110 mmol/h/mg de proteina), o concluir pelo diagnéstico de

Mucopolissacaridose tipo Il (forma ndo neuropata).

O presente trabalho mostrou que 10,9% dos pasiapessentaram discreta
elevacdo na quantidade de GAG excretado na uriobhada para o qual néo
encontramos uma relagdo patogénica, uma vez queutras patologias podemos
observar a elevacdo de GAG urinario, como doengasato urinario inferior. Cabe
ressaltar que nao foram investigados todos os tiigoMPS (por exemplo, MPS IX
ficou fora do painel de doencas investigadas)imassemo 0s pacientes que ja possuiam
diagnostico de alguma outra doenca reumatologicanfoexcluidos das andlises,
entretanto o diagndstico de outra patologia natueadVlucopolissacaridose, podendo

explicar esse achado.
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CONCLUSOES

Este estudo foi o primeiro estudo realizado no iBa® busca de formas
atenuadas de MPS em pacientes com manifestacoes-avtitulares. Os seus
resultados encorajadores abrem perspectivas desoasitudos sobre a presenca de
formas atenuadas de MPS em grupos de risco. Rassalta importancia do melhor
preparo dos profissionais médicos para suspeitandedoenca rara, pois acreditamos
gue muitos casos de formas atenuadas de MPS pestansendo subdiagnosticados.
Acreditamos que este trabalho possa ser usado conauita médica na suspeita clinica
de uma Mucopolissacaridose. Enfatizamos a impadeéshe diagndstico precoce para
proporcionar um melhor manejo para o paciente, algisns tipos de MPS ja possuem
terapias especificas ou medidas gerais de manej@ltgram positivamente a histéria

natural dessas doencas progressivas.
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Abstract

Introduction The mucopolysaccharidoses (MPS) are 11 genetosbmal storage
diseases (LSDs) that are included in the Inboror&rof Metabolism (IEM). These
diseases are multisystemic conditions that affexzentire body, with variations in the
clinical presentation and specific treatments avdd depending on the type of MPS.
Nearly all MPS disorders compromise the osteoddrcsystem in different ways, and
virtually all patients have altered urinary exavatiof glycosaminoglycans (GAGS).
MPS are rare diseases that are underdiagnoseao thealth care professionals’ lack of
awareness, poor access to screening and diagneettiods, and their extensive clinical
heterogeneity; attenuated forms may also occuiwban make diagnosis of MPS
more difficult. Methods This study was conducted from March 2012 to Janp@l4

and included 55 patients at rheumatology and/dropedics services in Porto Alegre,
Brazil. The screened patients presented with daticuanifestations with no defined
etiology. These patients were tested by quantéaid qualitative assessment of
urinary GAGs Results and DiscussioAmong the 55 cases investigated, one 15-year-
old patient exhibited increased urinary GAG exometithis patient was subsequently
diagnosed with an attenuated form of MPS Il, whi@s previously undetected.
Conclusion Although the proportion of patients with MPS itiéad in the study

sample was small (1/55), this study shows thatetldeseases are underdiagnosed and
that systematic screening can help identify pasierito may benefit from the treatments

available for several MPS types.

Keywords: Mucopolysaccharidosis, Lysosomal Stofageases, glycosaminoglycans,

Hunter Syndrome, Selective Screening
Synopsis: Because attenuated forms of mucopolyasaddses may be difficult to

diagnose, selective screening in high-risk patiemy help identify affected patients

who could benefit from specific therapies availdoleseveral MPS types.
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Introduction

The mucopolysaccharidoses (MPS) are inborn erifarsetabolism involving
the glycosaminoglycans (GAGSs), which are formedibygar chains bound to a protein
core structure and are a major component of thaaxive tissue matrix. Deficiencies
in the enzymes involved in GAG degradation leatheoaccumulation of GAGs in the
lysosomes, particularly in organs such as the,ls@een, heart, and cornea, among
others, and result in marked osteoarticular impaimiNeufeld and Muenzer 2001).

With the exception of MPS II (Hunter syndrome,enited recessive X-linked
mode), all MPS are autosomal recessive. Currethidye are 11 different enzyme
deficiencies known to result in MPS. MPS are rameditions, affecting an estimated 1
in 22,000 individuals (Poorthuis et al 1999; Meikleal 1999). Currently, enzyme
replacement therapy is available for 3 MPS typgeH,(&nd VI) and in development for
4 other types (llIA, 1lIB, IVA, and VII).

The clinical manifestations of each condition vgrgatly, which may be related
not only to the varied underlying genotypes bub atsother poorly understood factors
(Giugliani 2012). Because of the clinical heteragjgnof these conditions, early
diagnosis is most likely for patients who exhil@vere phenotypes, and diagnosis may
be delayed in the attenuated forms (Hendriksz 2011)

Stiffness occurs in patients with all types of M$cept MPS IV, which is
associated with ligament laxity. In cases of atéeed disease, specialists in
rheumatology and orthopedics are often sought befatiagnosis is reached because of
the common osteoarticular problems in MPS patiewitsch are often the first
symptoms to appear. These specialists should Ipaume to recognize and diagnose
MPS or rule out a MPS diagnosis and refer the patean appropriate management.
However, recognition and diagnosis can be a chgdldrecause the attenuated forms of
MPS manifest with subtle and/or nonspecific symomcorrect diagnoses common
to these cases include autoimmune diseases, mudygsteophies, connective tissue
disease, osteogenesis imperfecta, polymyositispalemyositis, polyneuropathy,
fiboromyalgia, rheumatoid arthritis, sclerodermaygnile idiopathic arthritis,
spondyloarthritis, Legg-Calve-Perthes disease adiner systemic rheumatic conditions
including "growing pain" (Hendriksz 2011). One styzbrformed by Cimaz et al (2009)
showed that only 13% of pediatric rheumatologisi$ 29% of rheumatologists were

able to detect MPS when clinical cases of an 8-g&hgirl and a 23-year-old woman
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were presented, respectively, in which both hadgsatasymptoms and articular
manifestations of MPS.

The goal of the present study was to evaluatéréagiency of MPS in a sample
of rheumatology and orthopedics patients with jeminplaints of unknown etiology

after a typical clinical and laboratory investigatiwas performed.

Materials and Methods

This study was conducted from March 2012 to JanB@fy! in rheumatology
and orthopedics outpatient clinics in Porto Ale@rgzil and was previously approved
by the research ethics committee of Hospital dei€ds de Porto Alegre (University
Hospital).

This study had a cross-sectional design, and the imelusion criterion was the
presence of osteoarticular manifestations thatumkaown etiology after a typical
clinical and laboratory investigation was performed

The study included 55 patients with symptoms tladd not be explained by
any diagnosis. Data were collected from these piti@s well as a random urine
sample, which was evaluated for the excretion of3SAIsing a quantitative di-
methylene blue colorimetric assay (De Jong et 8P).%9and electrophoresis for

qualitative evaluation of the GAGs species (Penrk®ii6; Cappelletti et al 1979).

Results and Discussion

Of the 55 patients included in the study, 28 weadenand 27 were female, with
ages ranging from 3 to 21 years (mean age of &yedt patients reported discomfort
or joint pain, and 2/3 of the patients also comydi of stiffness.

The results of the urinary GAG analysis allowedaiglentify 6 cases with
increased GAG excretion when reference values adjtested for age. In 5 of these
cases, the results could not be confirmed in argbsample, and the qualitative
analysis of the GAG species was normal; thus, a BiB§nosis was ruled out. This
10% false positive rate was considered acceptadause, as in the present study,
additional tests are available to confirm each egs.

In one case, an increase in GAGs was observed alth@n altered qualitative
pattern of GAG species. This patient, a 15-yeamadde, was referred to the Pediatric

Orthopedics service with joint limitation in hisids and a limitation of extension in his
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fingers. An evaluation of GAG excretion indicatedrane level of 147 pg/mg creatinine
(reference value for this age: 13-59 pg/mg creagniThe electrophoresis analysis
showed an abnormal pattern of urinary GAGs in ttes@nce of dermatan sulfate and
heparan sulfate. As this pattern may be indicaaiMdPS |, II, or VII, further diagnostic
tests were performed to analyze the activitiehefdpecific enzymes deficient in these
three MPS types (alpha-iduronidase, iduronate sdéa and beta-glucuronidase,
respectively).

Iduronate sulfatase levels within the leukocytethef patient were lower than
normal (1.3 pmol/h/mg protein compared with therefice range of 31-110
pmol/h/mg). This result, coupled with the normaiaty of another sulfatase
(Arylsulfatase B), ruled out the possibility of rtiple sulfatase deficiency and
confirmed the diagnosis of Hunter syndrome (MPS 1)

Although our study included only 55 patients, timeling of a positive MPS case can be
considered quite significant as the frequency ofSvi®estimated to be 1 in 22,000 in
the general population (Poorthuis et al 1999; Medt al 1999).

The attenuated forms of MPS have less systemidvuamment than the classical
forms, but over time, the osteoarticular maniféstest can be significant. Joint pain,
joint limitation, mild bone deformities, and necisf the femoral head can occur.
Because of these symptoms, the demand for rheunggtahd/or orthopedic services is
common in these cases, making the patients trégtétese specialists target groups for
the detection of attenuated forms of MPS (Hendr2Gx1).

The history of the diagnosed patient indicated keatveighed 3.2 kg and was
49.0 cm long at birth, which is considered nornoaldabies born at term. The patient
was the child of healthy, non-consanguineous pangith no known family history of
MPS. At 2 months of life, the patient began to suffom recurrent infections of the
upper airways, which became increasingly less gaguntil the age of 6, when the
infections became rare. As recorded in this sthdyweight at age 15 was 43.4 kg, and
his height was 1.56 m, both of which are below agerfor his age. A closer
examination revealed the presence of a winged sgpaipable liver 5 cm below the
costal margin, and a slightly infiltrated face. Tesults of additional tests, such as
spirometry, resting electrocardiogram, pulmonamction tests, abdominal ultrasound,
and a 6-minute walk test, were normal for his dggether with the biochemical
results, these findings established the clinicagdosis of a non-neuronopathic

(attenuated) form of MPS I, a condition for whiehzyme replacement therapy with
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idursulfase is indicated and may positively modifg natural history of the disease in

this patient.

Conclusion

Although the proportion of patients with MPS idéetl in this study sample
was small (1/55), this study indicates that undegdosis of these diseases can occur
and that systematic screening in patients witlt@dr changes of unknown etiology
may help to identify patients with MPS, many of whmay have access to available
treatment measures. In addition, their families ipayefit from genetic counseling,

prenatal diagnosis, and the early detection of caves.
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ANEXO II: MODELO CARTA CONVITE DESTINADA AOS
MEDICOS

Prezado Dr. ,

E com satisfacdo que entramos em contato paradéstova colaborar conosco
no projeto de pesquisa intituladdRIAGEM DE FORMAS ATENUADAS DE
MUCOPOLISSACARIDOSE (MPS) EM PACIENTES COM PROBLEMA S
ARTICULARES SEM ETIOLOGIA DEFINIDA.

As MPS constituem um grupo de doencas genéticas mgue acometem o
sistema musculo-esquelético, causando problemasilares freqlientes, entre outras
manifestacbes multissistémicas. Pacientes que iamcas centros de Reumatologia e
Ortopedia apresentando queixas articulares podeant@imente apresentar alguma
forma atenuada de Mucopolissacaridose. Muitos slesigomas clinicos de MPS
podem ser confundidos com outras doencgas. Assitlosenpresente estudo pretende
investigar pacientes com manifestacdes osteo-ktesisem etiologia definida a fim de
determinar se estes pacientes apresentam uma &emaada de MPS.

Caso tenha pacientes que apresentem estas cata@srie se for do seu
interesse, entre em contato conosco para que possamecer mais informacgdes sobre
o estudo.

Aguardaremos um retorno sobre 0 seu interesse dabocar conosco e
colocamo-nos a disposicao para esclarecimentomadis.

Desde j4, agradecemos sua atencao.

Atenciosamente,

Roberto Giugliani Thabata Siqueira
Pesquisador Responsavel Aluna de Mestrado PRGSC
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ANEXO Il - TERMO DE CONCORDANCIA PARA PARTICIPACAO
EM PROJETO DE PESQUISA.

Porto Alegre, de de 2012.

Dados do Centro de Reumatologia/Ortopedia:

Nome do Servi¢o/ Centro:

Responsavel:

Endereco: Bairro: Cep:
Cidade:

Telefone:

E-mail:

Como responsavel pelo Servico de Reumatologianidaliacima referida, declaro que
estou de acordo em participar do projeto de PesqURIAGEM DE FORMAS
ATENUADAS DE MUCOPOLISSACARIDOSE (MPS) EM PACIENTES COM
PROBLEMAS ARTICULARES SEM ETIOLOGIA DEFINIDA

Assinatura/ Carimbo

Nome dosBensavel:
Registro f&ssional:
Data: / /
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ANEXO |IV: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO DIRIGIDO AO PACIENTE ADULTO/ MAIOR

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dirigid@o Paciente adulto/ maior.

Vocé esta sendo convidado a participar da pes@iésaminadalriagem de
formas atenuadas de Mucopolissacaridoses em paciesat com problemas
articulares, desenvolvida pelo Servico de Genética Médica dspital de Clinicas de
Porto Alegre (SGM-HCPA). Este projeto tem como bwge investigar formas
atenuadas de Mucopolissacaridose (MPS) em pacieotegproblemas articulares sem
causa definida. As MPS s&do doencas genéticas eatasa das manifestacdes desta
doenca sdo os problemas articulares. Serdo com&ddadparticipar deste projeto
pacientes de qualquer idade que apresentem prablamiulares e ndao tenham
diagnéstico definido.

Os procedimentos que serdo realizados neste estudo/océ, caso concorde
com a participacao, sao:

- Coleta de dados demograficos, historia médica ashdrico do diagndstico: serdo
coletadas informacdes do seu prontuario médiceemico onde vocé é acompanhado.
As informacgdes coletadas serdo relacionadas arihistéédica e outras informagdes
relevantes que serdo importantes ao longo do estudo

- Coleta de urina: seréa realizada uma coleta de urina na qual seidoobtiotal de 50
mL de urina em pote pequeno. Esta urina seraad#éizpara investigar a presenca de
excesso de Glicosaminoglicanos (GAGs) ou MucopmtEsdeos que podem sugerir 0
diagndstico de MPS. Caso este exame esteja cosulbago alterado, um outro exame
na urina sera realizado, chamado eletroforese d&%:Aara ver qual GAG esta
aumentado.

- Coleta de sanguese os resultados dos exames na urina estiveremadalte sera
realizada uma coleta de sangue na qual sera obtitimtal de 25 mL de sangue
(aproximadamente 5 colheres de sopa). Este samgaeuslizado para confirmar o
diagnéstico.

Ao participar deste estudo, vocé corre o risco @éleentir desconfortavel em
responder algumas perguntas para o pesquisadar aobistoria da sua saude. Vocé

podera sentir um desconforto e uma leve dor durmencao para a coleta de sangue.
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Inciais do paciente:

Iniciais do investigador:

P passageira.

O beneficio da participacéo neste estudo consispossibilidade do diagndstico
correto da sua doenca, ou ser descartada a hipledd®S como causa dos problemas
articulares que vocé apresenta, assim como o0 enbbamento ao servico de referéncia.
Além, disso vocé ajudara a gerar mais conhecimsoiice a freqiéncia desta doenca na
populacao.

As informagbes e as amostras coletadas serda@adtls somente para este
estudo e seu nome assim como dos demais paciendamantido em sigilo.

A participacdo € voluntaria. Caso vocé opte petapeiticipacdo neste projeto,
ndo havera nenhum prejuizo.

Vocé podera fazer todas as perguntas que julgasségas antes de decidir
sobre a participacdo no estudo. O pesquisador neépel por este projeto € o Dr.
Roberto Giugliani. Ele e sua equipe estdo a dispospelos telefones (51) 3359 6347
ou (51) 8111 8379 para atender vocé em qualqueremimngue for necessario.

Vocé também pode entrar em contato com o ComitEtia em Pesquisa do
HCPA para buscar informacgdes sobre o estudo pefote (51) 3359 8304.

Se vocé concordar com a participacdo neste estala, solicitado que vocé
assine duas vias deste documento. O pesquisaganegwel também assinara as duas
vias e fornecera uma via para voceé.

Vocé concorda em fornecer estas informacfes paoa neste projeto de
pesquisa? () Sim ( ) Nao

Vocé concorda com a coleta de amostras de urimasamjue do para uso neste

projeto de pesquisa? ( ) Sim ( ) Nao

PARTICIPANTE

Nome Completo:

Assinatura: Data:
RG ou CPF:

PESQUISADOR

Nome Completo:

Assinatura: Data:

(ep]
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ANEXO V: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DIRIGIDO AO RESPONSAVEL

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dirigid@o responsavel

Seu filho/sua filha estd sendo convidado a ppercda pesquisa denominada
Triagem de formas atenuadas de Mucopolissacaridoseem pacientes com
problemas articulares desenvolvida pelo Servico de Genética Médica dspltal de
Clinicas de Porto Alegre (SGM-HCPA). Este projeéantcomo objetivo investigar
formas atenuadas de Mucopolissacaridose (MPS) eaerpas com problemas
articulares sem causa definida. As MPS sdo doegeasgticas raras e uma das
manifestacdes desta doenca sdo os problemas amtiguSerdo convidados a participar
deste projeto pacientes de qualquer idade queeqtess problemas articulares e néo
tenham diagnéstico definido.

Os procedimentos que serdo realizados neste estaaseu filho/sua filha, caso
vocé concorde com a participacéo, sao:

- Coleta de dados demograficos, historia médica ashdrico do diagndstico: serdo
coletadas informagdes do prontuario medico de #ko/dua filha, no servico onde
ele/ela é acompanhado. As informacdes coletadas selacionadas a historia médica e
outras informacdes relevantes que serédo importaotémngo do estudo.
- Coleta de urina: seréa realizada uma coleta de urina na qual seidoobtiotal de 50
mL de urina em pote pequeno. Esta urina seraad#éizpara investigar a presenca de
excesso de Glicosaminoglicanos (GAGs) ou MucopmtEsdeos que podem sugerir 0
diagndstico de MPS. Caso este exame esteja cosulbago alterado, um outro exame
na urina sera realizado, chamado eletroforese d&:Aara ver qual GAG esta
aumentado.
- Coleta de sanguese os resultados dos exames na urina estiveremadalte sera
realizada uma coleta de sangue na qual sera obtitimtal de 25 mL de sangue
(aproximadamente 5 colheres de sopa). Este samgaeusilizado para confirmar o
diagnéstico.

Ao participar deste estudo, seu filho/sua filhare€oo risco de se sentir
desconfortavel em responder algumas perguntasoppesquisador sobre a historia da

sua saude. Seu filho/ sua filha podera sentir uscatdorto e uma leve dor durante a
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Inciais do paciente/representante legal:

Iniciais do investigador:

puncédo para a coleta de sangue. Porém, esta eloe € passageira.

O beneficio da participacéo neste estudo consispossibilidade do diagndstico
correto da doenca do seu filho/sua filha, ou secaitada a hipotese de MPS como
causa dos problemas articulares que seu filho/thea dpresenta. Além, disso vocé
ajudara a gerar mais conhecimento sobre a frecueesia doenca na populagéo.

As informagbes e as amostras coletadas serda@adtls somente para este
estudo e o nome dos pacientes serd mantido er. sigil

A participacdo é voluntaria. Caso vocé opte pela participacdo do seu
filho/sua filha neste projeto, ndo havera nenhuejujeo.

Vocé podera fazer todas as perguntas que julgassédas antes de decidir
sobre a participacdo no estudo. O pesquisador neédpel por este projeto é o Dr.
Roberto Giugliani. Ele e sua equipe estdo a digpospelos telefones (51) 3359 6347
ou (51) 8111 8379 para atender vocé em qualqueremimngue for necessario.

Vocé também pode entrar em contato com o ComitEtia em Pesquisa do
HCPA para buscar informagdes sobre o estudo pefote (51) 3359 8304.

Se vocé concordar com a participacdo neste estala, solicitado que vocé
assine duas vias deste documento. O pesquisaganegel também assinara as duas
vias e fornecera uma via para voceé.

Vocé concorda em fornecer as informagdes de daw/dila filha para uso neste
projeto de pesquisa? () Sim ( ) Nao

Vocé concorda com a coleta de amostras de uriresanigue do seu filho/sua

filha para uso neste projeto de pesquisa? () Sim( ) Néo

PARTICIPANTE

Nome Completo:

Assinatura: Data:

REPRESENTANTE LEGAL:

Nome Completo:

Assinatura: Data:

PESQUISADOR

Nome Completo:

Assinatura: Data:
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ANEXO VI: TERMO DE ASSENTIMENTO

TERMO DE ASSENTIMENTO DA CRIANCA

Nome do estudo:Triagem de formas atenuadas de MucopolissacaridbeS) em
pacientes com problemas articulares.

Informacdes sobre o pesquisador:
Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua Ramirardglos, 2350 — Servico de
Genética Médica - 3° andar, Porto Alegre - RS- Bra80035-903

Informacdes de contato de emergéncia dia e noite:

Vocé podera contatar a equipe do estudo pelosomdst (51) 33596347 e (51)
81118379.

1. POR QUE ESTAO ME CONVIDANDO PARA PARTICIPAR DEST E ESTUDO
CLINICO?

Vocé esta sendo convidado a participar de uma psaqor apresentar problemas
articulares sem causa definida e queremos saberue esta causando estes
problemas. Leia ou ouga com atencao estas inforemedpergunte aos seus pais ou
ao meédico caso tenha alguma duvida.

2. POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

Esta pesquisa estd sendo feita pois muitos pasiegtee tem problemas nas
articulacbes e ndo tem diagndstico podem sofrerude doenca chamada de
Mucopolissacaridose conhecida também como MPS.

Esta doenca é genética, ou seja, as pessoas j@masom ela. Gostariamos de
fazer algumas perguntas e alguns exames com veaéspber se 0 que causa seus
problemas articulares € uma doenca chamada MPS.

3. O QUE IRA ACONTECERA COMIGO NESTE ESTUDO?

Vocé néo é obrigado a participar deste estudo s audiser, mas caso vOcé gueira
participar os médicos fardo algumas perguntas pavaé e para seus pais e alguns
exames para que possamos saber se vocé tem MRgimriaremos uma coleta de
urina em um “potinho”. Se for necessario, iremodetar uma amostra de sangue
para confirmar se vocé tem MPS.

4. PODE ACONTECER ALGUMA COISA RUIM COMIGO?
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A Unica coisa de ruim que podera acontecer é vec&entir desconfortavel na
coleta de sangue e urina.

5. E SE EU NAO QUISER FAZER ISTO?

Vocé nao é obrigado a participar deste estudo se quiiser. Mesmo que responda
“sim” agora, vocé podera mudar de ideia mais tarde.

6. PARA QUEM POSSO PERGUNTAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha alguma duavida a respeito deste estudmupte aos seus pais ou
responsaveis, ao seu médico ou podera ligar pae@pe do estudo através dos
telefones: (51) 33596347 e (51) 81118379.

7. MINHA DECISAO
[ ]Tive tempo para pensar a respeito deste estudozefaaer perguntas.

[ ]Entendo o que ira acontecer se eu participar destado.
[_]Concordo em participar deste estudo.
[_]Sei que eu posso sair do estudo a qualquer momento.

Assinatura do participante:
Data:

Nome do patrticipante (em letra de forma):

8. ASSINATURA DO PESQUISADOR
Confirmo que o estudo foi explicado e que respartddas as davidas do paciente.

Assinatura do pesquisador:

Data: Hora:

Nome do pesquisador (em letra de forma):
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ANEXO VIl : FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

FORMULARIO DE COLETAS DE DADOS PARA A PESQUISA:
Triagem de formas atenuadas de Mucopolissacaridesepacientes com
problemas articulares.

Nome completo

Sexo:( ) Feminino  ( ) Masculino Data de nascimento

Idade Peso Altura :
Altura normal paraaidade: ( ) Sim ( ) N&o

Cidade de Origem Telefone
E-mail:
Centro de Reumatologia Médico Responsavel

Nome completo do Pai:
Nome completo da mae:

Algum parente proximo apresenta manifestacfesutaties semelhantes?
() Sim ( ) Nao

Se sim, qual o parentesco?
Quais as queixas deste?

Sintomas:

Queixa Data de inicio dos | Piorou ou Melhoroy Suspeitas Clinicas
Sintomas

Exames Laboratoriais:

Exame Data Motivo Resultado Comentarios

Alguma hospitalizagédo nos ultimos anos? () Sifn) Nao
Se sim, qual motivo e tempo de internacgao:
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Informacgdes adicionais relevantes (medicamentos usig, outras patologias,
cirurgias):
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ANEXO VIIl: TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE

DADOS INSTITUCIONAIS

J

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
s Ladinnis |

Termo de Compromisso para Utilizacado de Dados Ingticionais

Titulo do Projeto

Cadastro no GPPG

Os pesquisadores do presente projeto se compmometepreservar as
informacgdes institucionais que serdo coletadas ased de dados do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmentee a@stas informacbes serdo
utilizadas Unica e exclusivamente para execucapresente projeto. As informagdes
somente poderdo ser divulgadas em atividades agzem cientificas, no contexto do

projeto de pesquisa aprovado.

Porto Alegre,

de de 20

Nome dos Pesquisadores

Assinatura
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ANEXO IX: PROTOCOLO DE DOSAGEM DE GAGs NA URINA

)

1D

DOSAGEM DE GAGS NA URINA

REAGENTES:

1. Condroitin sulfato A (se usa 0 A— 0 B é o dermpatan

2. Tampéao formato de sadio

3. Corante DMB

4. Tris

PREPARO:

1. Condroitin sulfato- SOLUCAO MAE:

a) Pesar 20 mg de condroitim sulfato e diluir em 1@mbBgua destilada (baldo
volumétrico)

b) Diluir 1/10 solu¢cdo mae: 1mL + 9 mL de agua desi&b volumétrico) —
aliquotar (solucao de uso)

c) Guardar no freezer armazenado em eppendorfs.

2. Tampédo formato de sddio pH 3,3 55mM:

a) Pesar 3,749 de formato de sodio e diluir em 10@@n@dgua 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 mifampé&o formato de
sodio.

b) Congelar como solugéo estoque 10 vezes concentrada.

¢) Diluir na proporcéol:10 com o Tampéo formato daésad hora do uso.

4. Tris hidroximetil aminometano:

a) Pesar o tris de acordo com a quantidade de coaasee usada e diluir com

agua destilada na hora do uso, utilizando agitaeé&oaquecimento.

| 1ml Tris — 10 ml DMB|

| 2,4229 Tris — 10ml 4gua destilafa

PROCEDIMENTO:
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1. Fazer uma curva padrdo com 6 pontos de diluicaotebd branco. No
branco, colocar apenas agua. Nos demais, coloadraitm sulfato diluido
conforme o esquema:

CS @) |Agua (ul) Concentr.

branco 0 500 -

2 10 490 2

3 20 480 4

4 40 460 8

S 60 440 12

6 80 420 16

7 100 400 20

2. Centrifugar cada amostra de urina por 10 minut@@0/3000 rpm para
precipitar o sedimentoPS. Amostras de liqguido amniotico ndo devem ser
centrifugadas)

3. Diluir 250 ul de urina centrifugada em 2pde agua destilada.

4. Agitar em vortex os tubos das amostras e o0s tulmscutva para
homogeneizar.

5. Adicionar a cada tubo 2,5 ml da solucdo do cor@MB diluido 10 vezes
em Tampao formato de sédio junto com o tris dilukdo aguana_hora da
leitura. Adicionar e ler no mesmo momento em espectrofetamcom
absorbéancia de 530 nm, ou seja a adicdo do DMBit& fen a um no
momento da leitura.

IV)  CALCULOS:

=

Descontar o branco de cada amostra, inclusive agrga.

2. Fazer o célculo do Qm de cada tubo da curva, dig@ia concentracao pela
(absorbancia — branco).

3. Calcular o Qm médio da curva.

4. Calculo da amostra :

| (absorbancia — branco) X Qm X 4000 / creatininasultado em ug/mg cregt

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 efextd. Para estas amostras,

fazer uma diluicéo:

a) Diluicdo 1/5: Diluir 10Qul de urina em 4Q0@ de &gua destilada; pipetar
250ul dessa amostra e 3HGde agua destilada. Multiplicar o calculo por 5.
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b) Diluicdo 1/10: Diluir 10@u de urina em 90@ de agua e pipetar, entéo,
250ul dessa amostra com 380de agua destilada. Multiplicar o céalculo por
10.

V)  INTERPRETACAO

Comparar o resultado obtido com a tabela de vajmdsonizados da excrecao
de GAGS na urina, de acordo com a idade do paciBewiltados que se
apresentam mais altos do que o padrdao podem indicacimulo de GAGS,
podendo diagnosticar uma mucopolissacaridose.

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA:

De Jong J. G. N., Wevers R. A . Liebrand-van SzskbR. Measuring urinary
glycosaminoglycans in the presence of protein:ingoroved screening procedure for
Mucopolysaccharidoses based on dimethylmethylene. iClin. Chem., 1992, 38/6,

803-7.
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ANEXO X: PROTOCOLO PARA ELETROFORESE DE
GLICOSAMINOGLICANOS NA URINA

ELETROFORESE DE GLICOSAMINOGLICANOS
Adaptado do protocolo descrito por Alfredohkiri

Principio

A separacao de glicosaminoglicanos (GAGSs) porrestedo, baseia-se na separacao de
cada um dos componentes dos GAGs urinarios(coimdsuilfato,queratan sulfato,
heparan sulfato e dermatan sulfato) em um campaceléescontinuo sobre um gel de
agarose, usando também as propriedades de scdleildiferencial em concentracdes
de etanol.

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

Material

Placa de vidro 12x15cm

Nivelador e pente de impresséo

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

Acetato de bario 0,3 pH 5,0 acidificado com acidétiao glacial
Acetato de bario 0,15M pH 5,0 acidificado com aadético glacial
Etanol p.a. 50% em acetato de bario 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 acétié@@28,5:05)
Padrbes: Condroitin sulfato, drmatan sulfato, cjaeraulfato e heparan sulfato:
2mg/ml agua dest.

10. Papel Whatmann

11.Microseringa para aplicacdo das amostras

CoNooOhRWNE

Preparo dos reagentes
1. Gel de agarose 1% no momento do procedimento)
e Pesar 800mg de agarose + 80ml de acetato dethasd pH 5,0
e Levar ao microondas até a completa dissolucagaiose
e Nivelar a placa de vidro com nivelador
e Derramar o gel de agarose no centro da placaeg¢@ghé-la completamente

75



e Colocar o pente para a formagéo dos pocos e aguasblidificacdo (+ 10
min.)
e Apés retirar o pente com cuidado

2. Acetato de bario 0,3M (P.M. 255,43q)

e Pesar 76,639 de acetato de bério e diluir entdlde agua dest.
e Ajustar pH 5,0 com acido acético glacial

3. Acetato de bario 0,15M

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

4. Etanol 50%
e 250ml de etanol p.a. + 250ml de acetato de batioNd,

5. Etanol 35%
e 175ml de etanol p.a. + 325ml de acetato de batis\,

6. Azul de toluidina 1%
e Pesar 2,59 de azul de toluidina e adicionar 16@wtdnol p.a. + 72ml de
agua dest. + 12ml de acido 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 padramddroitin sulfato e no poco
central o padrédo de queratan sulfato

4. Colocar a placa na cuba de eletroforese centralzan

Corrida

1. Colocar tampéao acetato de bario 0,3M pH 5,0 nogestimentos da cuba de
eletroforese

2. Colocar a placa, com as amostras e padrdes jadpticna cuba centralizando-a

3. Encostar tiras de papel Whatmann nas extremidapkda para que o tampao
entre em contato com o gel (umedecer bem o papebdampéao evitando
derramar sobre o gel)

4. Programar a fonte na voltagem de 70 a 100voltsf6X

5. 12corrida em torno de 1 hora e apds retirar a placa da cigbeletroforese e
mergulha-la na solucéo de etanol 50% por 15 min.

6. ApOs lavar a placa com agua da torneira, secart@ pasterior e recolocé-la na
cuba de eletroforese e recolocar tb as pontespd Yehatmann

7. 22 corrida em torna de 1h e 30min.. Apés retirar a placa mevde da cuba e
mergulha-la na solugcdo mde etanol 35% por 15min.
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8. ldem ao item 6

9. 32corrida = 3 horas

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

11.Descorar com agua da torneira até uma boa visgabzdas bandas (overnight)
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