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RESUMO

Introducgéo: As mucopolissacaridoses (MPS) sdo doengas raras causadas pela deficiéncia
de enzimas lisossdmicas responsaveis pela degradacdo dos glicosaminoglicanos. S&o
doencas graves, cronicas e progressivas. Embora existam diversos estudos disponiveis na
literatura médica sobre a frequéncia das MPS em diferentes paises, ndo ha estudos
publicados no Brasil. Avaliar a frequéncia dos diferentes tipos de MPS nas diferentes
regides do Brasil é importante para dimensionar as necessidades de atendimento destes
pacientes. Objetivo: O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia ao nascimento das
MPS no Brasil, avaliando os diferentes tipos e a distribuicdo dos casos pelas regides do
Brasil, além de avaliar o perfil genético-molecular dos pacientes. Para isso, foram
revisados todos os casos registrados na Rede MPS Brasil e no Instituto Vidas Raras e a
prevaléncia ao nascimento foi calculada a partir do nimero de nascidos vivos (NV) no
pais. Além disso, também foi pesquisada a variante mais frequente nos pacientes com
MPS | (p.Trp402Ter) em individuos saudaveis a fim de estimar a frequéncia de
heterozigotos e, posteriormente, homozigotos para esta variante. Um calculo de
proporcionalidade foi realizado para estimar a frequéncia da MPS | e dos demais tipos de
MPS. Quanto a analise do gendtipo dos pacientes, estes foram classificados por tipo de
MPS e conforme regido de origem no pais, e as variantes foram classificadas conforme o
Human Gene Mutation Database (HGMD). Apenas casos-indice foram considerados
nesta Gltima andlise. Resultados: Foram incluidos 1472 pacientes brasileiros neste
estudo, tendo MPS 11 se revelado como a forma mais frequente. A prevaléncia ao
nascimento considerando o total de NV foi (por 100.000 NV): MPS em geral: 1,25; MPS
I: 0,24; MPS II: 0,37; MPS 111: 0,21; MPS 1V: 0,14; MPS VI: 0,28; MPS VII: 0,02; A

frequéncia da variante encontrada em 1.000 individuos saudaveis foi 0,002. A partir desta



frequéncia, a prevaléncia minima da MPS 1 e dos outros tipos de MPS foi estimada em
(por 100.000 NV): MPS em geral: 4,62; MPS I: 0,95; MPS II: 1,32; MPS 11I: 0,56; MPS
IV:0,57; MPS VI. 1,02; MPS VII: 0,05. Em 499 pacients foi possivel obter informacgdes
sobre o0 gendtipo. As variantes mais frequentes foram as substituicdes nas MPS tipos I,
I, HIB, IVA e VI, sendo a maior parte com troca de sentido. Diferencas regionais na
proporcdo de variantes foram observadas na MPS 111B, na qual as pequenas delecOes
foram mais frequentes no Sul, e na MPS VI, na qual as variantes em sitio de splicing
foram mais comuns em pacientes do Nordeste. Uma grande heterogeneidade alélica foi
observada em todos os tipos de MPS. Discussdo: A prevaléncia estimada das MPS em
geral foi bastante superior & encontrada nos demais paises e muito semelhante & estimada
em Portugal. A MPS | teve prevaléncia mais elevada do que na maioria dos estudos
semelhantes, principalmente quando comparada aos paises asiaticos. A MPS Il teve a
prevaléncia ao nascimento mais alta no Brasil, em relacdo aos outros tipos, e também
esteve entre as mais altas no mundo. As MPS Ill e IV tiveram resultado intermediario
quando comparado aos outros paises. Na MPS VI a prevaléncia encontrada supera 0s
valores estimados em quase todos os demais paises. A MPS VI, assim como nos outros
estudos, também teve prevaléncia baixa no Brasil. Em relacdo ao perfil genético de
pacientes brasileiros com MPS, observou-se que é semelhante ao registrado no HGMD e
indica que a maioria dos pacientes tem variantes classificadas como substituicoes.
Conclusdo: Este estudo relata dados originais sobre a prevaléncia ao nascimento das
MPS e sobre a frequéncia relativa dos tipos de MPS no Brasil, baseando-se na frequéncia
da variante patogénica mais comum no gene da IDUA e em registros de centros de
referéncia. Esta metodologia pode ser aplicada a outras doengas genéticas e pode ser util
a pacientes, cuidadores, autoridades em saude e pesquisadores. Além disso, o estudo

mostrou que a maioria dos pacientes (considerando a subamostra em que foi possivel



obter dados sobre o genoétipo), poderia se beneficiar de terapéuticas que atuam na
estabilizacdo de proteinas mal dobradas (chaperonas, para muta¢Ges com troca de sentido)
ou na supressao de codons de parada prematura (stop codon read through).

Descritores: Mucopolissacaridoses. Frequéncia. Epidemiologia. Prevaléncia ao

nascimento. Incidéncia. Variantes.



ABSTRACT

Introduction: Mucopolysaccharidoses (MPS) are rare diseases caused by the deficiency
of lysosomal enzymes responsible for the degradation of glycosaminoglycans. They are
serious, chronic and progressive diseases. Although there are several published studies
on the frequency of MPS in different countries, there are no studies published in Brazil.
Evaluating the frequency of different types of MPS in the different regions of Brazil is
important to estimate the needs of these patients. Objective: The objective of this study
was to estimate the birth prevalence of MPS in Brazil, evaluating the different types and
distribution of cases in Brazilian regions, as well as assessing the type of variants
occruring in the patients. For this, all the cases registered at the MPS Brazil Network and
at Vidas Raras Institute (Instituto Vidas Raras) were reviewed and the birth prevalence
was calculated from the number of live births (LBS) in the country. In addition, the most
frequent IDUA variant in patients with MPS | (p.Trp402Ter) was tested in healthy
volunteers in order to estimate the frequency of heterozygotes and, subsequently,
homozygotes for this variant. A proportionality calculation was performed to estimate the
frequency of MPS | and other MPS types. As for the genotype analysis of the patients,
they were classified by MPS type and according to region of origin in the country, and
the variants were classified according to the Human Gene Mutation Database
classification. Only index cases were considered in this analysis. Results: A total of 1,472
Brazilian patients were included in this study, most of whom were diagnosed with MPS
I1. Birth prevalence considering total LBs was (per 100,000 LBs): MPS in general: 1.25;
MPS I: 0.24; MPS 11: 0.37; MPS Il1: 0.21; MPS 1V: 0.14; MPS VI: 0.28; MPS VII: 0.02;
The frequency of the variant found in 1,000 healthy volunteers was 0.002. From this

frequency, the minimum prevalence of MPS | and other types of MPS was estimated in



(per 100,000 LBs): MPS in general: 4.62; MPS I: 0.95; MPS 1I: 1.32; MPS 111: 0.56; MPS
IV:0.57; MPS VI: 1.02; MPS VII: 0.05. In 499 patients we could review genotype results.
The most frequent variants were substitutions in the MPS types I, 11, I1IB, IVA and VI,
being the majority of them missense variants. Regional differences in the proportion of
variants were observed in MPS 111B, in which small deletions were more frequent in the
South, and in MPS VI, in which variants at the splicing site were more common in
Northeastern patients. Large allelic heterogeneity was observed in all MPS types.
Discussion: The estimated prevalence of MPS in general was much higher than that
found in other countries and very similar to that estimated in Portugal. MPS | had a birth
prevalence higher than those found in most studies, especially when compared to Asian
countries. MPS 1l had the highest birth prevalence in Brazil in relation to other types and
was also among the highest in the world. MPS I11 and 1V had an intermediate result when
compared to the other countries. In MPS VI the birth prevalence found exceeds the values
estimated in almost all other countries. MPS VI, as in other studies, also had a low birth
prevalence in Brazil. Regarding the genetic profile of Brazilian patients with MPS, we
observed that it is similar to that registered in HGMD and it indicates that most patients
have variants classified as substitutions. Conclusion: This study reports original data on
the birth prevalence of MPS and the relative frequency of MPS types in Brazil, based on
the frequency of the most common pathogenic variant in the IDUA gene and in records
from reference centers. This methodology can be applied to other genetic diseases and
can be useful to patients, caregivers, health authorities and researchers. In addition, the
study showed that the majority of patients (considering the subsample from whom
genotype result was available) could benefit from therapies that act to stabilize misfolded
proteins (chaperones, for missense variants), or to suppress premature stop codons (stop

codon read through).
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1 INTRODUCAO

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo erros inatos do metabolismo (EIM)
classificadas como doencgas lisossdbmicas (DL) e caracterizadas pelo acumulo
generalizado de glicosaminoglicanos (GAGSs). Este acumulo é secundério a deficiéncia
da atividade de uma enzima lisossdmica especifica envolvida na degradacdo dessas
moléculas. H4, atualmente, onze enzimas conhecidas que participam do catabolismo dos
GAGs (NEUFELD; MUENZER, 2001). A deficiéncia de qualquer uma delas, decorrente
de uma alteracdo do gene correspondente, leva a um tipo de MPS especifico.

Estudos que estimam a frequéncia das MPS foram realizados em paises da Europa,
na América do Norte, na Asia, na Africa e na Oceania. Na América do Sul, ha apenas um
estudo publicado na Colémbia. Embora a frequéncia global das MPS seja estimada em
1:22.000 individuos (MEIKLE et al., 1999; POORTHUIS et al., 1999), os resultados
obtidos nestes estudos sdo bastante varidveis. Acredita-se, também, que a incidéncia seja
maior que a estimada em funcdo da heterogeneidade clinica e a dificuldade em identificar
as formas mais atenuadas da doenca (GIUGLIANI, 2012a). Nao ha estudos publicados
sobre a frequéncia das MPS no Brasil.

Diante deste cenério, o presente estudo pretende avaliar a frequéncia das MPS no
Brasil a partir da estimativa minima da prevaléncia ao nascimento da doenca, calculada a
partir do niumero de casos diagnosticados pela Rede MPS Brasil (RMB) e registrados no
Instituto Vidas Raras (IVR), e a partir da frequéncia da variante p.Trp402Ter, frequente
na MPS I, numa populacéo de individuos “saudaveis”, doadores do Banco de Sangue do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MUCOPOLISSACARIDOSES

As MPS sdo um grupo de DL caracterizadas pelo acimulo intralisossdmico de
GAGs, secundério a deficiéncia na atividade de uma enzima lisossdmica envolvida na
degradacdo dessas moléculas. O acumulo de GAGs ndo degradados ou parcialmente
degradados ocorre em varias células e tecidos, compromete a funcédo celular e organica e
causa uma série de manifestacdes clinicas, as quais sdo progressivas e afetam multiplos
orgdos (NEUFELD; MUENZER, 2001). A primeira vez que se ouviu falar de uma MPS
foi em 1917, quando Charles Hunter descreveu dois irm&os, ambos do género masculino,
com caracteristicas comuns entre si, como face infiltrada, hepatomegalia e displasia
6ssea. Dois anos depois, em 1919, a pediatra alema, Gertrud Hurler, relatou achados de
visceromegalia e alteracfes dsseas em dois meninos nao relacionados, que posteriormente
foram classificados como tendo a Sindrome de Hurler (NEUFELD; MUENZER, 2001).
Em 1929, o pediatra uruguaio Luis Morquio descreveu o que chamou de uma “distrofia
esquelética familial”, que afetava quatro do total de cinco filhos de um casal
consanguineo (MORQUIO, 1929). Neste mesmo ano, casos semelhantes foram descritos
por Brailsford (1929), levando a acreditar que uma nova forma de displasia esquelética
havia sido descoberta. Estes casos foram reconhecidos como MPS quando se observou
que tinham uma anormalidade em comum, 0 acimulo de GAGs ou mucopolissacarideos,
como eram chamados os GAGs na epoca. Alguns anos se passaram até que no inicio da
década de 60 uma forma mais atenuada da Sindrome de Hurler foi descrita por Scheie e
colaboradores (SCHEIE et al., 1962). Em seguida, em 1963, um quadro clinico de retardo

mental com aumento de GAGs na urina, mas visceromegalia e manifestagdes 0sseas
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discretas, foi descrito por Sanfilippo et al. (1963). No mesmo ano, na Franga, uma forma
de disostose 0ssea, com aumento de GAGS na urina e sem comprometimento cognitivo,
foi identificada por Maroteaux e colaboradores (1963). Depois de dez anos, Sly e
colaboradores (1973) descreveram 0 que seria classificada como MPS VII e mais
recentemente, Natowicz et al. (1996) descreveram a MPS tipo IX.

A identificagdo das onze enzimas que se encontram deficientes nestas sindromes
permitiu uma classificacéo definitiva, sendo algumas formas clinicas classificadas como
um mesmo tipo, como as Sindromes de Hurler e Scheie que foram classificadas como
MPS 1, e outras formas clinicas subdivididas de acordo com a enzima que se encontra
deficiente, como a Sindrome de San Filippo, subdividida em A, B, C e D e a Sindrome
de Morquio, subdividida em A e B. Portanto, atualmente, existem onze deficiéncias
enzimaticas conhecidas para sete tipos de MPS (NEUFELD; MUENZER, 2001),
conforme apresentado na Tabela 1, adaptada de Giugliani (2012a). Todas as MPS tém
heranga autossdmica recessiva, com exce¢do da MPS Il, cuja heranca é ligada ao

cromossomo X e, por isso, afeta predominantemente meninos (GIUGLIANI et al., 2017).
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MPS Nome GAG aumentado | Padréo de heranca Enzima deficiente Nome do gene| Localizacdo do gene
I Hurler, Hurler-Scheie or Scheie SH + SD AR a-iduronidase IDUA 4pl6.3
I Hunter SH +SD Ligada ao X Iduronato-sulfatase IDS Xq28
A Sanfilippo A SH AR Heparan-N-sulfatase SGSH 17925.3
B Sanfilippo B SH AR a-N-acetilglucosaminidase NAGLU 17921.1
nc Sanfilippo C SH AR AcetilCoA a- glucosamina acetiltransferase ~ HGSNAT 14p21
D Sanfilippo D SH AR N-acetilglucosamine 6-sulfatase GNS 12q14
IVA Morquio A SQ AR Galactosamina-6-sulfato sulfatase GALNS 16924.3
IVB Morquio B SQ AR [-galactosidase GLB1 3p21.3
Vi Maroteaus-Lamy SD AR N-acetil-galactosamina-4-sulfatase ARSB 5011913
VI Sly SH + SD AR R-glicuronidase GUSB 7921.11
IX Natowicz Acido hialurénico AR Hialuronidase HYAL1 3p21.3

Fonte: Adaptada de Giugliani (2012a).
Notas: Autossdmica recessiva (AR). Gene da MPS IVA (GALNS). Gene da MPS 1VB (GLB1). Gene da MPS VII (GUSB). Gene da MPS 11IC (HGSNAT). Gene da MPS IX
(HYALDL). Gene da MPS |1 (IDS). Gene da MPS I (IDUA). Sulfato de dermatan (SD). Sulfato de heparan (SH). Sulfato de queratan (SQ).
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2.1.1 Aspectos bioquimicos

Os GAGs sdo componentes do tecido conjuntivo conectivo, onde sdo encontrados
ligados a proteinas, formando macromoléculas denominadas proteoglicanos. Os proteoglicanos
fazem parte da matriz extracelular e tém a funcéo de controlar o fluxo de 4gua e nutrientes para
as celulas. Existe uma continua renovacdo celular de proteoglicanos, sendo que a sua
degradacdo inicia-se pela clivagem por proteases extracelulares e, ap6s, pela acdo sequencial
das enzimas lisossomais produzindo monossacarideos e sulfato inorganico (NEUFELD;
MUENZER, 2001). O GAG sulfato de dermatan (SD), por exemplo, possui um papel
importante na estrutura corporal, especialmente na pele, nos tend@es, nos vasos sanguineos, na
via aérea e nas valvulas cardiacas. Caso uma ou mais enzimas estejam deficientes, o processo
normal de reciclagem ndo ocorre e hd o acimulo de moléculas de polissacarideos parcialmente
degradadas. Essas moléculas sdo excretadas na urina e também sdo armazenadas dentro da
célula. O acumulo progressivo de produtos da degradacdo do SD nos lisossomos de todas as
células pode levar a apoptose de alguns grupos celulares e ao dano celular e tecidual irreversivel

(GIUGLIANI et al., 2007).

2.1.2 Aspectos moleculares

Apo6s a identificacdo das enzimas que se encontravam deficientes nas MPS,
pesquisadores passaram a estudar 0s genes responsaveis. O primeiro deles foi identificado em
1987 (OSHIMA et al., 1987) e o ultimo em 2006. Quanto aos defeitos génicos, as MPS sédo
bastante heterogéneas, com delecdes, rearranjos e inUmeras variantes identificadas em cada tipo
de MPS. Observa-se que variantes com troca de sentido causam um fen6tipo mais leve enquanto

variantes sem sentido e grandes rearranjos, em geral, manifestam-se de forma mais grave. A
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identificacdo do gendtipo é importante para ajudar a predizer o fendtipo e para aconselhamento
genético, embora nem sempre seja possivel determinar a gravidade do curso da doenca com
base no gendtipo (GIUGLIANI, 2012a).

Utilizando como exemplo a MPS |, observam-se diferencas quanto a frequéncia das
variantes no gene nas diferentes populacdes étnicas. As variantes p.Trp402Ter e p.GIn70Ter
sdo encontradas em mais de 50% dos pacientes caucasianos, enquanto em pacientes asiaticos
elas sdo bastante raras (TERLATO; COX, 2003). Estas variantes estdo associadas ao fenétipo
grave da doenga (BERTOLA et al.,, 2011). A frequéncia relativa (FR) das variantes
consideradas mais comuns na MPS | também parece ter um padrdo diferente em pacientes
brasileiros, possivelmente pela maior miscigenacéo da nossa populagdo, com implicagdes para
o0s protocolos de andlise molecular a serem aplicados em nosso pais (MATTE et al., 2000).
Tanto na MPS | quanto na MPS 1I, um ndmero consideravel de variantes novas foi identificado
em pacientes brasileiros (BRUSIUS-FACCHIN et al., 2014; MATTE et al., 2003). Quanto a
MPS VI, estudos mostram frequéncia alta de uma variante com troca de sentido no Nordeste
do pais, em uma cidade chamada Monte Santo, onde ha altas taxas de endogamia e

consaguinidade (COSTA-MOTTA et al., 2011; COSTA-MOTTA et al., 2014).

2.1.3 Aspectos clinicos

O curso crbnico e progressivo dos sintomas e 0 comprometimento multissistémico séo
comuns a todos os tipos de MPS. Alteracdes esqueléticas, cardiacas, pulmonares, oculares, em
figado e bago ocorrem em todas as MPS, e se manifestam em um amplo espectro de gravidade.
Naqueles pacientes com a forma mais grave da doenca, 0s sinais e sintomas aparecem ja na
infancia, enquanto nas formas atenuadas, aparecem mais tardiamente (GIUGLIANI et al.,

2017), fazendo muitos pacientes serem diagnosticados somente na adolescéncia ou idade adulta
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ou permanecerem sem diagnostico (VIJAY; WRAITH, 2005). A manifestacdo clinica esta
relacionada ao GAG acumulado. Por exemplo, em alguns pacientes com MPS | e Il e nas MPS
I11, 0 acimulo de sulfato de heparan afeta o sistema nervoso central. Ja 0 acimulo de sulfato de
queratan, um componente importante da cornea e das cartilagens, leva a opacidade de cdrnea e
alteracOes esqueléticas importantes na MPS 1V, enquanto as MPS nas quais se acumula o
sulfato de dermatan (MPS I, Il e VI), as alteracdes cardiacas geralmente sdo mais graves
(DANGEL, 1998).

ApoGs a identificagdo dos mecanismos bioquimicos e moleculares da doenca, ficou
evidente a ampla variabilidade clinica presente em cada tipo de MPS, com formas muito graves
e muito atenuadas e um amplo espectro de gravidade entre estes dois extremos.

Resumidamente, as manifestacGes clinicas mais frequentes incluem (GIUGLIANI et al.,
2017):

e face infiltrada, com fronte proeminente, cabelos e sobrancelhas grossos, ponte
nasal rasa e macroglossia. Esta face caracteristica pode estar presente mesmo no
fenotipo mais atenuado da doenca.

e pele grossa e hirsuta;

e atraso no crescimento na forma Hurler da MPS 1,

e alteracdes cardiacas, como valvulopatia, hipertensdo sistémica e pulmonar,
estenose arterial difusa e cardiomiopatia;

e alteracdes oftalmologicas, como opacidade de cornea nas MPS | e VI, glaucoma
e retinopatia;

e hepatomegalia e esplenomegalia, geralmente associadas a hérnias umbilicais
e/ou inguinais;

e disostose multipla, com alteracbes em crénio, coluna, méos, quadril e 0ssos

longos;
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e alteracgdes articulares, com reducdo da mobilidade articular (exceto na MPS 1V);
e alteracdes respiratdrias, como infeccbes de repeticdo, obstrucdo de vias aéreas
superiores e inferiores, hipertrofia de lingua, adenoides e amigdalas, apneia

obstrutiva do sono e redugdo da fung¢éo pulmonar;
e comprometimento neuroldgico, com hidrocefalia — mais frequente nas MPS | e
VI —, alteragOes de substancia branca, ventriculomegalia, atrofia cortical, retardo
do desenvolvimento neuropsicomotor, regressao neuroldgica, sindrome do tunel

do carpo e mielopatia cervical.

Embora se observe diferenca na gravidade como a doenca se manifesta caso a caso, em
todos os pacientes ela culmina com o ébito, geralmente por insuficiéncia respiratoria e/ou
cardiaca (GIUGLIANI, 2012a). Complicacbes anestésicas também estdo entre as causas

frequentes de 6bito nas MPS (ARN et al., 2012).

2.2 DIAGNOSTICO

A partir da suspeita clinica da doenca, o diagnéstico das MPS pode ser estabelecido com
arealizacdo de exames bioguimicos especificos, comecando pela determinacgédo da concentracdo
de GAGs na urina, a qual esta elevada em praticamente todos os tipos de MPS. Importante
ressaltar que valores normais de GAGs urinarios ndo devem descartar a hipétese do diagndstico
em um paciente com quadro clinico sugestivo de MPS (GIUGLIANI et al., 2010). A medida
da concentragdo dos GAGs urinérios pode ser feita utilizando varios métodos. O mais utilizado
é a dosagem colorimétrica a partir da reagdo com solucdo de 1,9-dimetil-metilenoblue (DMB),
pois permite a identificagdo de todos os diferentes tipos de GAG (DE JONG et al., 1989). O
minimo de 2mL de urina é suficiente para este teste, podendo ser amostra de urina randémica

ou de 24 horas. Os métodos de triagem como o brometo de cetiltrimetilamoénio (CTMA) e o
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azul de toluidina, embora simples e baratos, estdo em desuso, devido as baixas sensibilidade e
especificidade (GIUGLIANI et al., 2017). H& uma tendéncia crescente para a utilizacdo de
métodos mais sensiveis e especificos, como a cromatografia de massas in tandem (GELB et al.,
2006), mas esta técnica ainda é pouco acessivel a maioria dos laboratérios clinicos.

Como segunda etapa da investigacdo, a analise qualitativa pode ser realizada utilizando-
se métodos como a cromatografia em camada delgada ou a eletroforese uni ou bidimensional.
Os exames iniciais na urina permitem orientar a direcdo dos estudos enzimaticos (CHIH-
KUANG et al., 2002; DE JONG et al., 1989). Uma vez identificado o GAG eliminado em
excesso na urina, estd recomendada a analise enzimtica correspondente, utilizando
preferencialmente leucdcitos ou fibroblastos cultivados. A anélise em plasma esté relacionada
com uma maior possibilidade de resultado falso-positivo (BARTH et al., 1990). Chamoles e
colaboradores (2001) descreveram uma técnica que permite medir a atividade das enzimas em
sangue impregnado em papel-filtro. Esta técnica tem sido utilizada por varios centros, pois o
acondicionamento e o transporte da amostra tornam-se mais faceis, principalmente em locais
mais remotos. Embora este teste exija a confirmacdo do resultado em leucdcitos, imagina-se
que esta técnica ajude a aumentar o numero de diagnosticos nao sé das MPS, mas de outras DL
(CIVALLERO et al., 2006). Urina impregnada em papel-filtro também é uma técnica que tem
sido utilizada para triagem das MPS (WHITLEY et al., 2002).

O diagndstico pré-natal das MPS também é possivel por meio da analise enzimatica em
amostra de vilosidade coribnica, em amnidcitos ou sangue de corddo umbilical. O uso de
vilosidades coridnicas é preferivel, pois pode ser realizado mais precocemente no periodo
gestacional e permite a analise enzimatica e/ou molecular tanto na anélise direta das vilosidades
guanto no material cultivado. Nos amnidcitos o sobrenadante pode ser analisado para verificar
a presenca de metabdlitos acumulados. Nas duas amostras podem ser realizadas analises

enziméticas e, havendo conhecimento da variante do caso-indice, a andlise molecular
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(GIUGLIANI et al., 2017). A coleta de sangue de corddo esta indicada nos casos em que a
idade gestacional estd mais avancada, a partir da 20* semana. Para realizacdo desta analise ndo
€ necessario o cultivo de células (BESLEY et al., 1991). Alguns tipos de MPS, como 0s tipos
I, IVA e VII foram relacionados com hidropsia fetal ndo imune, ascite fetal e translucéncia
nucal aumentada (LAKE et al., 1998), podendo ser considerada a hipotese de MPS quando as
causas mais comuns destes achados forem descartadas (BURIN et al., 2004).

Segundo Meikle e colaboradores (1999), no fim do século passado no Sul da Australia
eram realizados de 150 a 250 testes de triagem para MPS na urina para cada paciente
diagnosticado e de 400 a 450 analises enzimaticas em leucdcitos anualmente para diagnosticar,
em média, 18 pacientes com MPS. Este nimero elevado de pacientes encaminhados para
investigacdo de MPS pode indicar a falta de conhecimento dos profissionais sobre as
manifestacdes da doenga.

Além dos testes bioquimicos, o diagnostico também pode ser confirmado pela
identificacdo da variante patogénica no gene. Para isso podem ser usadas amostras de sangue
total ou impregnado em papel filtro, saliva, células cultivadas de liquido amniético e vilosidades
coridnicas. A analise molecular ¢ realizada a partir da extracdo de acido desoxirribonucleico
(deoxyribonucleic acid — DNA) destas amostras e posterior amplificacdo dos exons pelo método
de reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A PCR é um método in vitro que permite a analise
de uma sequéncia especifica do gene a partir de pequenas amostras do material do paciente e
consequente identificacdo de possiveis alteragdes na sequéncia de DNA presentes no fragmento
(ERLICH, 1989). Também podem ser usadas técnicas como PCR em tempo real, hibridizacdo
gendmica comparativa (CGHarray) e sequenciamento de nova geragdo (GIUGLIANI et al.,
2017).

Embora diferentes técnicas laboratoriais para confirmagdo do diagndstico bioquimico

e/ou molecular tenham se tornado disponiveis ao longo dos anos, se observa um atraso
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importante no diagndstico destas doencas. Um estudo conduzido no Brasil mostrou um
intervalo de, em média, 4,8 anos entre o inicio dos sintomas e a confirmacdo do diagnostico
(VIEIRA et al., 2008). Uma das razdes que pode explicar este atraso, além do desconhecimento
dos profissionais, € o fato de que os testes para confirmacéao do diagndstico ndo sdo amplamente

acessiveis, especialmente em paises em desenvolvimento (GIUGLIANI, 2012b).

2.2.1 A Rede MPS Brasil

A Rede MPS Brasil foi criada em 2004 por meio de uma parceria entre centros
brasileiros de genética, referéncia na assisténcia de pacientes com MPS. Um dos principais
objetivos desta iniciativa € melhorar o acesso de pacientes e profissionais a informacao e ao
diagndstico da doenca. O Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SGM/HCPA) é o centro coordenador deste projeto inovador e conta com a colaboragdo de
centros localizados em diversos estados brasileiros e com o apoio financeiro de organizacdes
publicas e privadas. Para atingir seus objetivos, 0 SGM/HCPA estruturou uma rede organizada
que disponibiliza investigacdo laboratorial para pacientes com suspeita clinica da doenca, sem
onus para 0s pacientes nem para os profissionais. A RMB também apoia o desenvolvimento
clinico e laboratorial de outros centros participantes do projeto, fornece orientagcdes sobre a
investigacdo clinica e laboratorial da doenca e disponibiliza constantemente materiais com
informac0des atualizadas sobre as MPS. Periodicamente, eventos direcionados a profissionais,
pacientes e familiares sdo organizados a fim de atualiz&-los acerca dos Gltimos avancos das
pesquisas nesta area. Além disso, a Rede disponibiliza um namero de telefone para pacientes e
profissionais ligarem gratuitamente para esclarecer duvidas sobre a doenca. Como principal

resultado desta iniciativa, nos Ultimos oito anos, a RMB identificou mais de 500 novos casos



32

de MPS, o que, em média, representa mais do que o dobro de casos diagnosticados antes da

implaementacéo deste projeto (GIUGLIANI, 2012a).

Na Figura 1 estd demonstrada a rotina de investigacdo diagnostica de pacientes com

suspeita clinica de

MPS (GIUGLIANI, 2012a).

Figura 1 — Fluxograma para o diagndstico das MPS no Servigo de Genética Médica do
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O catabolismo dos glicosaminoglicanos pode ser restaurado ou normalizado com o

auxilio de tratamentos disponibilizados para algumas formas de MPS. Na década de 80 foi



33

proposto o tratamento das MPS com transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH) e
transplante de medula déssea (TMO) (KRIVIT, 2004; LANGE et al., 2006), e na década de 90
comecou o desenvolvimento da terapia de reposicao enzimatica (TRE), que séo as duas armas
terapéuticas consagradas para recompor, pelo menos, parcialmente a atividade da enzima
deficiente (GIUGLIANI et al., 2010).

O TMO/TCTH tem sido realizado em pacientes com MPS com o objetivo de corrigir a
deficiéncia enziméatica (BOELENS, 2006). Esse tratamento baseia-se no fato de que a enzima
produzida pelas células do doador é liberada no plasma do receptor e pode ser absorvida por
suas células que tém a enzima deficiente. A reposicao de células doentes por células do doador
com alta atividade enzimatica geralmente tem como consequéncia uma reducdo dos GAGs
urinarios, diminuicdo da hepatoesplenomegalia e melhora de pardmetros respiratorios e
cardiacos, principalmente nas MPS tipos | e VI e potencialmente na MPS VII (GIUGLIANI,
2012a). Embora exista um risco e uma elevada taxa de morbidade/mortalidade associados a este
tratamento, estudos indicam que ele pode mudar a histéria natural da doenca, aumentando a
expectativa de vida e melhorando muitas anormalidades sistémicas (VELLODI et al., 1997).
Sua indicacdo depende do tipo de MPS, do quadro clinico, idade e comprometimento
neuroldgico. Esta terapia ndo é considerada benéfica para os tipos Ill e IV e ainda ndo ha
evidéncia de beneficio para MPS Il. Atualmente, a principal indicacdo de realizacdo desta
terapia € para os pacientes com a forma grave de MPS I, uma vez que o TMO/TCTH realizado
antes dos dois anos de idade nesses pacientes parece mudar favoravelmente e de forma
significativa o comprometimento cognitivo (BOELENS et al., 2007), uma vez que as células
do doador ainda séo capazes de migrar para o sistema nervoso central do paciente e produzir
enzima (PRASAD; KURTZBERG, 2010).

A TRE é um tratamento que consiste na administracdo periodica, por via intravenosa,

da enzima especifica deficiente no paciente, por meio de infusbes intravenosas regulares da
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forma recombinante da enzima (GIUGLIANI et al., 2010). A primeira TRE aprovada para
tratamento de uma MPS foi para MPS | (WRAITH et al., 2004), sendo subsequentemente
aprovadas a TRE para MPS VI (HARMATZ et al., 2006), para MPS 1l (MUENZER et al.,
2006) e para MPS IVA (HENDRIKSZ et al., 2014). A TRE ndo é curativa e ndo pode melhorar
todos os oOrgdos e sistemas no individuo quando as alteraces irreversiveis ja estdo
estabelecidas, entretanto, o tratamento precoce pode prevenir a progressao em alguns aspectos
relacionados com a doenga, melhorando a qualidade de vida dos pacientes (GIUGLIANI et al.,
2010). A TRE é capaz de diminuir os GAGs urinarios, reduzir a visceromegalia, melhorar a
mobilidade articular e funcéo respiratoria, reduzir o deposito de GAGs em musculo cardiaco e
melhorar a forga, mas ndo é capaz de reduzir a opacidade de cdrnea, de melhorar de maneira
significativa o comprometimento désseo e de melhorar a valvulopatia (GIUGLIANI, 2012a).
Além disso, como principal desvantagem, a enzima fornecida por via intravenosa ndo é capaz
de atravessar a barreira hematoenceféalica (NEUFELD; MUENZER, 2001) n&o agindo sobre a
compressdo da medula e sobre 0 comprometimento cognitivo, presente nas formas graves das
MPS | e Il e em todos os subtipos da MPS Il (GIUGLIANI, 2012a). A fim de melhorar as
complicacdes do sistema nervoso central, outra via de administracdo da TRE, a via intratecal,
tem mostrado resultados promissores para MPS | (MUNOZ-ROJAS et al., 2008), MPS VI
(MUNOZ-ROJAS et al., 2010), MPS Il (MUENZER et al., 2016) e MPS Il11A (JONES et al.,
2016). Embora ndo haja cura disponivel para nenhum tipo de MPS, diferentes abordagens
terapéuticas estdo sendo desenvolvidas, as quais incluem, além de vias alternativas de
administracdo da enzima, como a intratecal e a intracerebroventricular (KAN et al., 2014),
outras estratégias como terapia de inibi¢do de substrato (DE RUNJTER et al., 2012), terapia
génica (BALDO et al.,, 2014) e moléculas modificadas capazes de cruzar a barreira
hematoencefalica (BOADO et al., 2008). Terapias variante-dependente também vém sendo

estudadas, como as chaperonas farmacologicas (para algumas mutagdes selecionadas com troca
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de sentido) e as que atuam na traducdo, como as que restauram a traducdo da proteina
suprimindo um codon de parade precoce (stop codon read through) (GIUGLIANI et al., 2016).
Antes do advento de terapias especificas, o tratamento das MPS tinha como foco a prevengéo
e 0 manejo das complicacdes. Esse tratamento era sintomatico e paliativo, baseado em uma
equipe multidisciplinar, que continua sendo importante para 0 manejo das complicacdes da
doenga.  Cardiologistas, pneumologistas,  anestesistas,  ortopedistas,  fisiatras,
otorrinolaringologistas, oftalmologias, entre outras especialidades, compdem o grupo que deve
ter como finalidade ndo sé oferecer tratamento como também promover a saude (GIUGLIANI
et al., 2010). Os profissionais da fisioterapia, terapia ocupacional, psicologia e fonoaudiologia
sdo também fundamentais na manutencdo da satde destes pacientes, evitando as complicacdes

e de certa forma retardando um pouco a evolugédo da doenca (PASTORES et al., 2007).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

Segundo Poorthuis e colaboradores (1999) realizar estudos epidemiolégicos em doencas
lisossémicas € um desafio devido a raridade destas condicdes, ao longo periodo de observacdo
necessario para identificar casos suficientes que permitam estimar uma frequéncia fidedigna e
a descricdo incompleta dos casos. Todavia, trabalhos sobre a epidemiologia das MPS foram
publicados em mais de 20 paises. Estes estudos, em geral, utilizam para estimar a frequéncia a
razao entre o nimero de pacientes diagnosticados em centros de referéncia em um determinado
periodo pelo total de nascidos vivos (NV) neste mesmo periodo, ou 0 nimero de pacientes
nascidos em um determinado periodo pelo total de NV neste mesmo intervalo de tempo. Os
resultados da frequéncia da doenca sdo apresentados utilizando os termos “incidéncia”,

“incidéncia ao nascimento” e “prevaléncia ao nascimento”, sendo este Ultimo o mais
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frequentemente utilizado. Os resultados destes estudos seréo abordados a seguir. A frequéncia

esta apresentada em 100.000 NV.

2.4.1 Estudos em outros paises

2.4.1.1 América do Norte

O primeiro estudo sobre a frequéncia das MPS foi publicado em 1971, na Columbia
Britanica, no Canada, cujos dados foram posteriormente atualizados em 1990 (LOWRY;
RENWICK, 1971; LOWRY et al., 1990). Neste ultimo estudo, foram considerados pacientes
identificados no periodo de 1952 a 1986 e o total de NV no mesmo periodo. Vinte e cinco
pacientes foram identificados no periodo e a frequéncia estimada foi: MPS I: 0,69; MPS II: 0,9
(considerando somente NV do género masculino); MPS I11A: 0,3; MPS IVA: 0,46. Em 2000,
Applegarth publicou um estudo com dados atualizados, no qual a estimativa da frequéncia para
as MPS em geral foi 1,9 (APPLEGARTH et al., 2000).

Recentemente foi publicado um estudo sobre a epidemiologia das MPS nos Estados
Unidos, no qual foram avaliados 474 pacientes com MPS nascidos entre 1995 e 2005 e
considerados os NV neste mesmo periodo para calculo da frequéncia. A incidéncia estimada
foi: MPS em geral: 1,2; MPS I: 0,34; MPS I1: 0,29; MPS 111A: 0,25; MPS I11B: 0.09; MPS IIIC:
0.03; MPS IV: 0,12; MPS VI: 0,05; MPS VII: 0,05. Neste estudo também foi estimada a
prevaléncia dividindo o total de pacientes diagnosticados neste mesmo periodo pelo nimero de
habitantes (PUCKETT et al., 2017).

Em ambos paises a MPS | foi o tipo mais frequente.
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2.4.1.2 Asia

No inicio da década de 80, Schaap e colaboradores (1980) publicaram a incidéncia
estimada para MPS 1l em lIsrael, avaliando oito pacientes nascidos entre 1967 e 1975. O
resultado foi 1,48 casos em 100.000 NV. Todos os pacientes eram judeus Ashkenazi (SCHAAP;
BACH, 1980), sugerindo, na época, que a MPS Il fosse uma doenca predominante em judeus.

Em Taiwan, Lin e colaboradores estimaram a incidéncia das MPS considerando 130
pacientes identificados entre 1984 e 2004. Os resultados obtidos foram: MPS em geral: 2,04;
MPS 1. 0,11; MPS II: 1,07 e 2,05 (considerando NV do género masculino); MPS Il1A: 0,08;
MPS I11B: 0,28; MPS II11C: 0,03; MPS 1V: 0,33 e MPS VI: 0,14 (LIN et al., 2009).

Um ano depois, um estudo que estimou a incidéncia de EIM, dentre eles, as MPS, na
Provincia Leste da Arabia Saudita foi publicado. Neste, foram incluidos 28 pacientes com MPS,
de 15 familias diferentes, diagnosticados de 1983 a 2008. O resultado encontrado foi: MPS I:
4,0; MPS I11: 2,0; MPS 1V: 4,0 e MPS VI: 8,0. As MPS foram a DL mais frequente neste estudo
e, embora a incidéncia estimada seja alta quando comparada a outros paises, 0s autores sugerem
que estes valores estejam subestimados (MOAMMAR et al., 2010).

Na Coreia do Sul, 147 pacientes com MPS identificados entre 1994 e 2003 foram
avaliados no estudo de Cho e colaboradores (2014). A prevaléncia ao nascimento estimada foi:
MPS em geral: 1,35; MPS I: 0,21; MPS 1I: 0,74; MPS 111: 0,25; MPS 1V: 0,13 e MPS VI: 0,01
(CHO et al., 2014).

Recentemente, dados sobre a frequéncia das MPS no Japdo foram publicados,
considerando os pacientes identificados entre 1982 e 2009. Os resultados obtidos foram: MPS
em geral: 1,53; MPS I: 0,23; MPS 1I: 0,84; MPS 111: 0,26; MPS IV: 0,15; MPS VI: 0,03 e MPS

VII: 0,02 (KHAN et al., 2017).
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Os estudos realizados na Asia, com exceco do da Aréabia Saudita, apontam a MPS tipo

I1 como o tipo mais frequente.

2.4.1.3 Oceania

Ha dois estudos sobre a frequéncia das MPS, ambos realizados na Australia, publicados
na Oceania. O primeiro deles avaliou a frequéncia das DL em geral, considerando pacientes
identificados de 1980 a 1996. A partir de 150 pacientes com MPS identificados, o resultado
encontrado foi: MPS I: 0,9; MPS II: 1,61; MPS Il1A: 0,78; MPS I111B: 0,42; MPS 111C: 0,07;
MPS HID: 0,09; MPS IVA: 0,49; MPS VI: 0,40 e MPS VII: 0,04 (Meikle et al., 1999). O
segundo estudo avaliou 22 pacientes diagnosticados entre 1969 e 1996, obtendo 0s seguintes
resultados: MPS em geral: 3,43; MPS I: 0,93; MPS II: 0,31 (considerando NV do género

masculino); MPS I1l1: 1,71; MPS IVA: 0,15; MPS VI: 0,31 (NELSON et al., 2003).

2.4.1.4 Africa

Um estudo realizado na Tunisia estimou a incidéncia das MPS considerando 96
pacientes identificados de 1988 a 2005. O resultado reportado pelos autores foi: MPS em geral
2,29; MPS I: 0,63; MPS 11: 0,29 (considerando apenas NV do género masculino); MPS I11: 0,7;
MPS 1V: 0,45 e MPS VI: 0,35 (BEN TURKIA et al., 2009). Nao héa outros estudos publicados

na Africa.

2.4.1.5 Europa

A Europa concentra o maior numero de estudos epidemiolédgicos das MPS. O primeiro

foi publicado no inicio da década de 80 no Reino Unido, incluiu 88 pacientes com MPS Il
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identificados de 1955 a 1974 e obteve uma incidéncia estimada em 0,75 (YOUNG; HARPER,
1982). Outro estudo realizado no Reino Unido, incluindo 196 pacientes com MPS I nascidos
entre 1981 e 2003, encontrou uma prevaléncia ao nascimento de 1.07 para este tipo de MPS
(MOORE et al., 2008). A frequéncia da MPS Ill também foi estimada no Reino Unido
considerando pacientes nascidos entre 1990 e 1998. A incidéncia estimada foi de 1,21. O
subtipo mais frequente foi o 1A, correspondendo a 71% do total de diagnosticos (HERON et
al., 2011).

Um estudo realizado na Irlanda do Norte incluiu 34 pacientes identificados de 1958 a
1985 e encontrou uma incidéncia estimada em: MPS em geral: 4,0; MPS I: 1,66; MPS 11: 0,71
e 1,39 (considerando NV do género masculino); MPS I1I: 0,36 e MPS IVA: 1,3 (NELSON,
1997).

Nos Paises Baixos, Poorthuis e colaboradores (1999) realizaram um estudo da
frequéncia das DL em geral e calcularam a prevaléncia ao nascimento das MPS analisando os
331 pacientes nascidos entre 1970 e 1996. Os resultados obtidos foram: MPS em geral: 4,5;
MPS I: 1,19; MPS 1I: 0,67 e 1,3 (considerando NV do género masculino); MPS 111: 1,89; MPS
IVA: 0,22; MPS IVB: 0,14; MPS VI: 0,15 e MPS VII: 0,24. O subtipo de MPS Ill mais
prevalente foi o I1IA (POORTHUIS et al., 1999).

Em 2004, a prevaléncia das MPS foi estimada em Portugal em um estudo que avaliou a
frequéncia das DL no pais. Foram considerados 62 casos diagnosticados no periodo de 1982 a
2001, obtendo os seguintes resultados: MPS em geral: 4,8; MPS I 1,33; MPS 1I: 1,09; MPS
I11: 0,84; MPS IVA: 0,60 e MPS V1. 0,42. A MPS I1IB foi o subtipo mais frequente da MPS |11
(PINTO et al., 2004).

Na Alemanha, 474 pacientes identificados de 1980 a 1995 foram considerados para

estimar a frequéncia das MPS. Os valores estimados foram: MPS em geral: 3,53; MPS I: 0,69;
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MPS 11: 0,64 e 1,3 (considerando NV do género masculino); MPS I11: 1,57; MPS IV: 0,38 e
MPS VI: 0,23 (BAEHNER et al., 2005).

Em 2008, Malm e colaboradores (2008) avaliaram a frequéncia das MPS na Suécia,
Noruega e Dinamarca, considerando os pacientes nascidos entre 1975 e 2004. Na Suécia, foram
considerados 52 pacientes e o resultado foi: MPS em geral: 1,75; MPS I: 0,67; MPS II: 0,27,
MPS I1I: 0,67; MPS IV: 0,07 e MPS VI: 0,07. Na Noruega, 45 pacientes foram incluidos na
andlise e a frequéncia estimada foi: MPS em geral: 3,08; MPS I: 1,85; MPS II: 0,13; MPS III:
0,27; MPS 1V: 0,76 e MPS VI: 0,07. Na Dinamarca a frequéncia estimada, considerando 33
pacientes, foi: MPS em geral: 1,77; MPS I: 0,54; MPS 11: 0,27; MPS 11I: 0,43; MPS IV: 0,48 e
MPS VI: 0,05 (MALM et al., 2008).

Na Republica Tcheca, um estudo sobre a prevaléncia ao nascimento das DL foi
publicado em 2010. Para estimar a frequéncia das MPS, foram considerados 119 pacientes
diagnosticados entre 1975 e 2008. Os valores estimados foram: MPS em geral: 3,72; MPS I:
0,72; MPS 1I: 0,43 e 0,83 (considerando somente NV do género masculino); MPS 11I: 0,91;
MPS 1V: 0,73, MPS VI: 0,05 e MPS VII: 0,02 (POUPETOVA et al., 2010).

Em 2011, o mesmo trabalho de Heron e colaboradores (2011), que estimou a frequéncia
da MPS 111 no Reino Unido, descreveu os valores estimados para este tipo de MPS na Franca e
na Greécia. Os resultados obtidos, considerando todos os subtipos de MPS 111, foram 0,73 e 0,97,
na Franca e na Grécia, respectivamente (HERON et al., 2011).

Na Estonia, um trabalho publicado em 2012, considerou 15 pacientes nascidos no
periodo de 1985 a 2006 e obteve os seguintes resultados: MPS em geral: 4,05; MPS I: 0; MPS
Il: 2,16 e 4,2 (considerando somente NV do género masculino); MPS Il1A: 1,62; MPS 1V: 0,
MPS VI:. 0,27 e MPS VII: 0 (KRABBI et al., 2012). Um estudo realizado por Jurecka e
colaboradores (2014), estimou a frequéncia somente da MPS tipo VI na Estdnia, na Pol6nia, na

Lituania e em Belarus, considerando pacientes identificados entre 1983 e 2011. A incidéncia
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estimada da MPS V1 nestes paises foi: Estonia: 0,4 (2 pacientes considerados); Polonia: 0,03 (5
pacientes considerados); Lituania: 0,64 (8 pacientes considerados) e Belarus: 0,37 (13 pacientes
considerados) (JURECKA et al., 2014). No ano seguinte, outro estudo foi realizado na Pol6nia,
estimando a frequéncia de todos os tipos de MPS. Este estudo incluiu 392 pacientes
identificados entre 1970 e 2010 e obteve os seguintes resultados: MPS em geral: 1,81; MPS I:
0,22; MPS 11: 0,46; MPS 111 0,86; MPS IV: 0,14, MPS VI: 0,13 e MPS VII: 0 (JURECKA et
al., 2015).

Por fim, o estudo mais recente realizado na Europa reportou a prevaléncia ao nascimento
na Suiga, considerando 41 pacientes identificados entre 1975 e 2008. Os valores estimados
foram: MPS em geral: 1,56; MPS I: 0,19; MPS 1I: 0,46; MPS I11: 0,38; MPS IV: 0,38, MPS V1.

0,11 e MPS VII: 0,03 (KHAN et al., 2017).

2.4.1.6 América Latina

Na Colémbia, a frequéncia das MPS foi estimada considerando 35 pacientes nascidos
entre 1998 e 2007. O resultado foi: MPS em geral: 1,98; MPS I: 0,45; MPS II: 0,45; MPS IlI:
0,17; MPS IV: 0,68, MPS VI: 0,23 e MPS VII: 0 (GOMEZ et al., 2012).

A partir dos estudos analisados anteriormente, a prevaléncia ao nascimento
considerando todos os tipos de MPS varia de 1,2 a 4,8 casos por 100.000 NV (1:83.333 a
1:20:833 NV). Os estudos consideraram os casos identificados pelo total de nascidos vivos para

estimarem a frequéncia das MPS em geral e de cada tipo.
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2.4.2 Estudos no Brasil

N&o hé estudos abrangentes sobre a epidemiologia das MPS no Brasil. H& 20 anos, um
rastreamento seletivo de uma populacdo de alto risco demonstrou que 30% dos pacientes
diagnosticados com EIM tinham MPS (COELHO et al., 1997). Dados da RMB, publicados em
2012, demonstram que, de um total de 2606 pacientes investigados no periodo de 2004 a 2011,
502 foram diagnosticados com MPS, maior parte deles com MPS Il, conforme apresentado na

Tabela 2 (GIUGLIANI, 2012a).

Tabela 2 — Diagndsticos de MPS realizados pela Rede MPS Brasil, de 2004 a 2011

Tipo de MPS NuUmero de casos
MPS | 92
MPS 11 160
MPS H11A 24
MPS 111B 34
MPS 11IC 21
MPS 111D 0
MPS IVA 49
MPS IVB 4
MPS VI 118
MPS VII 6
MPS IX 0
Total 502

Dados preliminares sobre a prevaléncia minima ao nascimento foram apresentados em
evento cientifico por Federhen e colaboradores, considerando 600 pacientes com MPS |, II,
IVA e VI, diagnosticados pela RMB, nascidos entre 1994 e 2012, obtendo uma prevaléncia ao
nascimento de: MPS I: 0,24; MPS II: 0,38 e 0,75 (considerando NV do género masculino);

MPS IVA: 0,11 e MPS VI: 0,31. Somente as MPS para as quais ha terapia especifica aprovada
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foram avaliadas neste estudo (FEDERHEN et al., 2016). Estes sdo os unicos dados disponiveis

atualmente na literatura sobre a frequéncia das MPS no Brasil.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos epidemioldgicos sobre doencas lisossdmicas sdo de interesse de geneticistas,
autoridades da salde, pacientes e suas familias, associacdes de pacientes e de laboratdrios
envolvidos no diagnostico e no desenvolvimento de terapias para estas condi¢des. As
informac0des geradas neste tipo de estudo sdo importantes para as autoridades estimarem o peso
dessas doencas para a sociedade e considerarem a implantacdo de programas de diagndstico,
tratamento e prevencéo para estas condi¢des. Dessa forma, torna-se importante estudar de forma
mais precisa a frequéncia das MPS no Brasil, a exemplo do que ja foi feito em varios outros
paises. Como o diagnoéstico das MPS exige métodos laboratoriais razoavelmente sofisticados,
disponiveis em poucos centros, pacientes de algumas regibes afastadas dos grandes centros tém
acesso limitado a esses recursos. Por meio da atuacdo da RMB, que tem facilitado o acesso ao
diagndstico da doenga mesmo nas regides mais remotas do pais, acredita-se que a maioria dos
pacientes com MPS no Brasil tenha sido diagnosticada pela RMB, sendo esta uma ferramenta
importante para estimar a prevaléncia ao nascimento da doenca no Brasil. Outra ferramenta
importante sdo as associacfes de pacientes. O Instituto Vidas Raras (antes conhecida como
Alianca Brasil de MPS), tem uma atuacdo em nivel nacional e concentra informac6es sobre
inimeras doencas raras, incluindo as MPS. O presente estudo se propds a realizar uma analise
dos registros da RMB e do IVR, com cruzamento de informac6es para eliminar a duplicidade,
e a construir um banco de dados integrado sobre os diagnésticos de MPS no Brasil.
Adicionalmente, partindo dos conceitos propostos por Hardy e Weinberg, sobre a distribuigéo
dos alelos na populagdo (BEIGUELMAN, 2008), consideramos que o estudo da frequéncia de
uma variante comum em um dos tipos de MPS em uma populagdo de pessoas saudaveis possa

ajudar a estimar com maior precisdo a frequéncia da doenca nesta populagéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi estimar a frequéncia das MPS no Brasil.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos, o presente trabalho pretendeu:

a) Estimar a FR dos diferentes tipos de MPS no Brasil;

b) Estimar a frequéncia total e a FR dos diferentes tipos de MPS nas diferentes regides
do Brasil;

c) Awvaliar a frequéncia de consanguinidade e de recorréncia familiar nos diferentes
tipos de MPS nas diferentes regifes do Brasil; e

d) Avaliar o perfil molecular dos diferentes tipos de MPS nas diferentes regifes do

Brasil.
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5 MATERIAIS E METODO

5.1 DELINEAMENTO

Este trabalho foi composto por dois estudos: Estudo 1 - um estudo retrospectivo,
transversal, de revisdo de casos diagnosticados com MPS, registrados na RMB e no IVR; e
Estudo 2 - um estudo prospectivo de deteccdo de heterozigotos para a variante mais comumente

encontrada no gene IDUA (p.Trp402Ter) em uma amostra de individuos saudaveis.

5.2 PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM MPS

Para o estudo 1, foram revisadas as fichas cadastrais de todos os pacientes brasileiros
registrados na RMB, diagnosticados de abril de 1982 a dezembro de 2016, para obter
informacBes como data de nascimento ou idade, género, etnia/cor, pais de origem, estado de
origem, estado de origem do médico que encaminhou para investigacdo diagnostica, data do
diagnostico, tipo de MPS, se o diagndstico foi pré ou pos-natal, relato de consanguinidade entre
o0s pais, relato de outros casos de MPS na familia, resultado de gendétipo. Em relacdo ao
diagnostico, os pacientes foram classificados de duas maneiras: com diagndstico definitivo de
MPS - aqueles que tinham a deficiéncia enzimatica e/ou variantes patogénicas documentadas;
com diagndstico sugestivo de MPS — aqueles que tinham um resultado de analise enzimatica
em amostra de sangue impregnado em papel filtro, sem confirmac&o deste resultado em segunda
amostra, ou aqueles para os quais ndo foi possivel a confirmacdo de um resultado sugestivo em
uma segunda amostra ou ainda aqueles que tiveram resultado sugestivo nos exames de triagem,
mas ndo foi possivel a confirmagdo deste por ndo haver técnica laboratorial ou amostra

disponiveis. Os dados dos pacientes registrados no IVR foram coletados durante visita
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presencial. Foram coletadas informagfes como data de nascimento ou idade, estado de origem
e tipo de MPS. As informagdes coletadas no IVR e na RMB foram cruzadas e um banco de
dados integrado foi construido, usando a ferramenta RedCap (Research Electronic Data
Capture) (HARRIS et al., 2009). A revisdo foi feita manualmente, caso a caso, para evitar

duplicidade de registros.

5.3 PESQUISA DA FREQUENCIA DA VARIANTE P.TRP402TER NO GENE IDUA

Para o estudo 2, foram convidados doadores do Banco de Sangue do HCPA, de ambos
0s sexos, maiores de 18 anos, no periodo de 28 de dezembro de 2015 a 30 de novembro de
2016. Nesta etapa, os voluntérios ditos “saudaveis” foram avaliados quanto a presenca da
variante patogénica mais frequentemente encontrada nos pacientes com MPS | da RMB, a
p.Trpd02Ter (W402X). Para a andlise foram utilizadas amostras de sangue periférico e a
variante foi pesquisada na Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas do Centro de
Pesquisa Experimental do HCPA, utilizando sonda TagMan alelo-especifica

(C__27862753 _10) em equipamento de tempo real StepOne (Life Technologies).

5.4 ANALISE DOS DADOS

5.4.1 Estimativa da prevaléncia ao nascimento a partir dos casos identificados pela RMB

e pelo IVR

Os dados inseridos no banco integrado do RedCap foram exportados para o programa
Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc, Chicago, IL), versdo 20.0, para analise. As

varidveis categoricas foram descritas por frequéncias e percentuais e as quantitativas pela



48

mediana. Foi utilizado o nimero total de nascidos vivos no Brasil no periodo que compreende
0s anos de 1994 a 2015, reportado pelo DataSUS. O numero total de pacientes diagnosticados
com MPS que nasceram neste periodo foi dividido pelo nimero de nascidos vivos neste mesmo
periodo. Também foram analisadas as frequéncias dos diferentes tipos de MPS nas cinco
regides do Brasil. Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) também

foram utilizados para avaliar a proporcéo de habitantes em cada regido do pais.

5.4.2 Estimativa da prevaléncia ao nascimento a partir da frequéncia da variante

p.Trp402Ter no gene IDUA

A partir do principio de Hardy-Weinberg, o qual estabelece que, considerando um
determinado par de alelos com frequéncias p e g, em uma populacdo mendeliana em equilibrio,
a frequéncia dos diferentes gendtipos em cada geragéo esta de acordo com a expressdo p? + 2pq
+0° = 1 (BEIGUELMAN, 2008), a frequéncia de heterozigotos para a variante p.Trp402Ter na
populacdo de voluntarios foi calculada e, partir desta, a frequéncia de homozigotos para esta
variante nesta populacdo. Uma vez estimada a frequéncia de homozigotos para esta variante
nesta populacdo, a partir da FR de homozigotos para esta variante na populagéo de pacientes da
RMB nascidos no estado do Rio Grande do Sul (RS), a prevaléncia ao nascimento de pacientes
com MPS | foi calculada. Com este resultado foi possivel estimar a prevaléncia ao nascimento
dos demais tipos de MPS no estado e no Brasil a partir da proporc¢éo de cada tipo de MPS diante

do total de pacientes diagnosticados.
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5.5 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido & avaliagdo e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do HCPA. A coleta de informagdes do banco de dados do IVR foi autorizada
pela presidéncia do I\VVR por meio de declaracdo especifica, submetida a apreciacdo do CEP do
HCPA e por este aprovada. Os pesquisadores assinaram um termo de compromisso para acesso
e utilizacdo de dados por meio do qual asseguraram que a identidade dos pacientes seria mantida
em sigilo, bem como quaisquer informagdes que pudessem revelé-la. Para a pesquisa da
variante p.Trp402Ter, todos os voluntérios doadores do Banco de Sangue passaram pelo
processo de consentimento e, quando concordaram com a participac¢ao, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foi oferecida aos participantes a possibilidade de
serem contatados e de tomarem conhecimento do resultado, caso alguma alteracdo fosse
encontrada. Para aqueles identificados como heterozigotos, aconselhamento genético foi
oferecido. As amostras dos voluntarios foram mantidas em um biorrepositorio para uso neste
estudo e serdo destruidas ou transferidas para um biobanco institucional, para utilizacdo em
outros projetos de pesquisa da area de deteccdo de variantes em EIM, conforme escolha do

voluntario que forneceu a amostra, explicitada no TCLE.
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6 RESULTADOS

Os resultados do trabalho estdo apresentados em forma de artigos cientificos.
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Abstract:

Objective: Several studies have been published on the frequency of the mucopolysaccharidoses
(MPS) in different countries. The objective of the present study was to estimate the birth
prevalence of MPS in Brazil.

Study design: All cases of MPS registered at MPS Brazil Network (Rede MPS Brasil) between
1982 and 2016 and at the Instituto Vidas Raras were reviewed. Birth prevalence was estimated
by two ways: (1) the number of registered patients born between 1994 and 2015 was divided
by the total number of live births (LBs) during the same period; and (2) a sample of 1,000
healthy individuals was tested for the most frequent genetic variation found in IDUA gene in
MPS | patients (p.Trp402Ter) to estimate the frequency of heterozygosity and, subsequently,
of homozygosity for this variant. Proportionality was used to estimate the frequency of MPS |
and that of other MPS types.

Results: (1) The birth prevalence based on total number of LBs was as follows (cases per
100,000 LBs): MPS overall: 1.25; MPS I: 0.24; MPS 1I: 0.37; MPS 1l1: 0.21; MPS 1V: 0.14;
MPS VI: 0.28; MPS VII: 0.02. (2) The overall frequency of the selected gene variant in the
sample of healthy individuals was 0.002. Based on this frequency, the minimum prevalence per
100,000 LBs was calculated as follows: MPS overall: 4.62; MPS 1: 0.95; MPS 11: 1.32; MPS
I11: 0.56; MPS 1V: 0.57; MPS VI: 1.02; MPS VII: 0.05.

Discussion: The overall prevalence of MPS calculated was much higher than that reported in
other countries, and quite similar to that found in Portugal. The prevalence of MPS | was
particularly higher than that found in Asian countries. The estimated prevalence at birth of MPS
Il in Brazil was higher than that of other MPS types, and among the highest worldwide. The
frequencies of MPS 11l and IV were intermediate as compared to reports from other countries.
For MPS VI, the estimated prevalence was higher than in almost any other country. As

elsewhere in the world, the prevalence of MPS VII was low in Brazil.
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Conclusion: This study provided original data about the birth prevalence of MPS and about the
relative frequency of the MPS types, in Brazil, based on the frequency of the commonest IDUA
pathogenic variant and in the records of two large patient databases. This methodology could
be applied to other genetic diseases and could be useful for patients, health care providers,
health authorities, and investigators.

Keywords:  Mucopolysaccharidoses, epidemiology, frequency, birth  prevalence,

heterozygosity.

1 INTRODUCTION

1.1 THE MUCOPOLYSACCHARIDOSES

The mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of metabolic diseases characterized by
intra-lysosomal accumulation of glycosaminoglycans (GAGs), also known as
mucopolysaccharides, secondary to the deficiency of one of the lysosomal enzymes involved
in catalyzing the stepwise degradation of these molecules. Buildup of undegraded or partially
degraded GAGs occurs in various organs, as does increased excretion of GAGs in urine. This
abnormal accumulation interferes with cell and organ function, leading to a wide range of
clinical manifestations, which include coarse facial features, joint contractures,
hepatosplenomegaly, dysostosis multiplex, hearing loss, corneal clouding, heart disease,
chronic obstructive pulmonary disease, sleep apnea, and, in some cases, intellectual impairment
(NEUFELD; MUENZER, 2001). These manifestations are chronic, progressive, widely
variable, and differ depending on the type of MPS (GIUGLIANI, 2012). The MPS are classified
by the type(s) of GAG(s) excreted and the enzyme deficiency involved. There are 11 known

enzyme deficiencies giving rise to seven known MPS types (NEUFELD; MUENZER, 2001).
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1.2 EPIDEMIOLOGY OF MPS

The first study to estimate the frequency of MPS was published in 1971 (LOWRY;
RENWICK, 1971). Thereafter, several studies estimated the frequency of these diseases in
North America, Australia, and some countries in Europe, Asia, Oceania and Africa (SCHAAP;
BACH, 1980; YOUNG; HARPER, 1982; LOWRY et al., 1990; NELSON, 1997; MEIKLE et
al., 1999; POORTHUIS et al., 1999; APPLEGARTH; TOONE; LOWRY, 2000; NELSON et
al., 2003; PINTO et al., 2004; BAEHNER et al., 2005; MALM et al., 2008; MOORE et al.,
2008; BEN TURKIA et al., 2009; LIN et al., 2009; MOAMMAR et al., 2010; POUPETOVA
et al., 2010; HERON et al., 2011; KRABBI et al., 2012; CHO; SOHN; JIN, 2014; JURECKA
etal., 2014; JURECKA et al., 2015; KHAN et al., 2017; PUCKETT et al., 2017). These studies
mostly estimated frequency by calculating the ratio of patients diagnosed at centers of
excellence over a given period to the number of live births (LBs) occurred over the same period,
or the ratio of patients born in a given period to LBs over the same period. The frequency of
MPS has been reported as incidence, birth incidence, and birth prevalence, with the latter being
most common.

Only one published study, conducted in Colombia, has tried to estimate the frequency
of MPS in Latin America (GOMEZ; GARCIA-ROBLES; SUAREZ-OBANDO, 2012); there
are no published studies from other Latin American countries. Recently, Federhen et al
(FEDERHEN et al., 2016) reported preliminary data on the minimum estimated birth
prevalence of MPS |, I, IVA, and VI, based on an analysis of 600 Brazilian patients registered
at the MPS Brazil Network (MBN), born between 1994 and 2012. This preliminary analysis
estimated the frequency as 0.24 (MPS 1), 0.38 (MPS 11), 0.11 (MPS 1V), and 0.31 (MPS VI)

cases per 100,000 LBs.
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1.3 AVAILABLE DATA ABOUT MPS IN BRAZIL

The MBN was created in 2004 through a partnership among Brazilian centers of
excellence for the management of MPS. The MBN’s coordinating center is located at the
Medical Genetics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA), located in the
Rio Grande do Sul (RS) state. MBN collaborating centers are located in several other states,
covering all Brazilian regions. To achieve its goals, the MBN provides specialized laboratory
diagnostic services for patients with suspicion of MPS, at no direct cost to patients or clinicians.
As the main outcome of this initiative, from March 2004 through April 2010, the MBN
identified more than twice the average number of cases diagnosed before Network
implementation (GIUGLIANI, 2012).

Although the MBN is believed to record the majority of diagnosed cases of MPS in the
country, obtaining a more reliable estimate of the prevalence of these diseases in Brazil would
require an integrated analysis both of cases registered at MBN and those registered at the
leading Brazilian support organization for patients with MPS, Instituto Vidas Raras (IVR)
(formerly Alianca Brasil de MPS). Furthermore, no published studies on MPS epidemiology
have estimated the frequency of the disease using the presence of pathogenic gene variants in

the general population as a basis.

1.4 OBJECTIVES

Within this context, the present study was designed to estimate the birth prevalence of

MPS in Brazil using two methods:

1) analysis of the cases registered at the MBN and I\VVR databases and
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2) frequency of the IDUA gene pathogenic variant p. Trp402Ter (W402X) (CM920372)

in healthy individuals.

2 MATERIALS AND METHODS

This study was conducted in two phases. The first consisted of a review of all MPS cases
identified by MBN and IR, to ascertain the frequency of the different types of MPS across the
regions of Brazil. The second phase consisted of genetic study of blood donors to test for the

gene variant most commonly found in patients with MPS 1 diagnosed by the MBN.

2.1 SURVEY OF DIAGNOSED CASES

The records of all patients registered at the MBN, diagnosed from April 1982 to
December 2016, were reviewed to collect information including date of birth or age, gender,
ethnicity/skin color, country of origin, state of origin, state of origin of the referring physician,
date of diagnosis, type of MPS, whether diagnosis was prenatal or postnatal, parental
consanguinity (if reported), knowledge of other cases of MPS in the family (if reported), and
genotype results. Regarding diagnosis, patients were classified as those having a definitive
diagnosis of MPS (i.e., those with documented enzyme deficiency and/or pathogenic genotype)
and those with features suggestive of MPS (i.e., those who had a positive dried blood spot filter-
paper test, but with no confirmation in a second sample; those in whom confirmation in a second
sample was not or could not be obtained; and those with screening findings suggestive of MPS
but no diagnostic confirmation due to unavailability of the necessary laboratory techniques or

samples). Data from patients registered with IVR were cross-referenced with data available
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from the MBN, and an integrated database was built using RedCap (Research Electronic Data

Capture — Harris et al., 2009).

2.2 GENETIC STUDY OF HEALTHY INDIVIDUALS

The second phase of the study consisted of investigation of “healthy” volunteers to
estimate the frequency of heterozygotes for the pathogenic variant most commonly found by
MBN in MPS I: IDUA p.Trp402Ter (W402X). To this end, adult blood donors from the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) Blood Bank were invited to participate from
December 2015 to November 2016. Peripheral blood samples were collected and tested at the
Molecular and Protein Analysis Unit of the HCPA’s Center of Experimental Research, using
an allele-specific TagMan probe (C__ 27862753 10) and a StepOne real-time PCR system (Life

Technologies).

2.3 STATISTICAL ANALYSIS

The collected data were analyzed by two approaches:

2.3.1 Estimation of the birth prevalence based on cases identified by MBN and IVR

The integrated RedCap database was exported to SPSS Version 20.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL) for analysis. Categorical variables were expressed as frequencies and percentages,

and quantitative variables, as medians. The total number of live births in Brazil between 1994

and 2015 was obtained from DataSUS. The total number of patients diagnosed with MPS born
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during this period was then divided by the number of live births. The frequencies of each MPS

type in each of the five regions of Brazil were also assessed.

2.3.2 Estimation of the birth prevalence based on frequency of the p.Trp402Ter IDUA

gene variant

The frequency of heterozygotes for this variant in a sample of healthy volunteers was
used to estimate the frequency of homozygotes, considering that alleles are distributed
according to the Hardy-Weinberg principle. Once the frequency of homozygotes for this variant
in the population was estimated, the relative frequency of homozygotes for this variant among
the MPS | patient registered at MBN born in the state of Rio Grande do Sul (RS) was used to
estimate the birth prevalence of MPS I. This result was then used to estimate the birth
prevalence of the other types of MPS in the state and in Brazil as a whole, considering the

proportion of each MPS type among the total number of patients diagnosed.

2.4 ETHICAL ASPECTS

The project was approved by the HCPA’s Research Ethics Committee. Collection of
information from the IVR database was expressly authorized by the I'VR chairperson through a
declaration, which was also approved by the HCPA’s Research Ethics Committee. All
investigators signed a data use agreement ensuring that patients’ identities and any other
potentially identifying information would remain confidential. Before testing for the
p.Trp402Ter variant, all volunteers recruited from the Blood Bank were informed of the
objectives of the study. Those who agreed to participate provided written informed consent.

The participants were also offered the possibility of being contacted with the test results in the
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event of any abnormalities being detected. Genetic counseling was offered to those identified

as heterozygous.

4 RESULTS

4.1 DIAGNOSIS OF MPS IN BRAZIL AND REGIONAL DISTRIBUTION OF CASES

From April 1982 to December 2016, a total of 1,703 cases of MPS were identified, 1,472
of which were in Brazilian patients. Of these, 1,276 (86.7%) were registered at the MBN and
196 (13.3%) at the IVR. Overall, 64.5% were male. Twelve patients (0.8%) had been diagnosed
prenatally. Skin color was recorded for 317 patients (21.5%). Information on consanguinity and
about occurrence of other MPS cases in the family were recorded for 555 and 581 patients,

respectively. Patient characteristics are summarized in table 1.
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Table 1 — Characteristics of MPS patients diagnosed by the MPS Brazil Network or

registered at Instituto Vidas Raras

Descriptive measures

Characteristics Number assessed
n (%)
fﬂ‘;‘fer 950 (64.5)
1472 514 (34.9)
Female 8 (0.6)
Not reported '
Information on skin color or ethnicity available 317
White 236 (74.5)
Brown 61 (19.2)
Black 17 (5.4)
Native Brazilian 3(0.9)
Information on consanguinity available 555
No consanguinity 375 (67.6)
Occurrence of consanguinity 180 (32.4)
Degree of consanguinity:
o Closer than first cousins 3(1.7)
o First cousins 49 (27.2)
° More remote than first cousins 43 (23.9)
. Degree of kinship unknown 85 (47.2)
Information on other cases in the family available 581
Yes 333 (57.3)
No 248 (42.7)

Source: The authors (2017).

Patients for whom information on consanguinity and other cases in the family was

available were classified by MPS type and region of origin, as shown in table 2.
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Table 2 — Consanguinity and reports of other cases of MPS in the family, by MPS type

and region
. Consanguinity Ot_her MPS cases
Variable in the family
Cases (n)  RF (%) Cases (n) RF (%)
By MPS type
I 38 21.1 44 13.2
I 4 2.2 109 32.7
1] 49 27.2 57 17.1
v 32 17.8 45 13.5
VI 50 27.8 73 21.9
VII 7 3.9 5 1.6
Total 180 100 333 100
By region of Brazil
Southeast 75 41.7 138 41.7
Northeast 64 35.6 114 345
South 22 12.2 47 14.2
Center-West 13 7.2 21 6.3
North 6 3.3 11 3.3
Total 180 100 331* 100

* Information on region of origin was unavailable for two patients. RF: relative frequency.
Source: The authors (2017).

Regarding diagnostic status, 1358 patients (92.2%) had a confirmed diagnosis of MPS,

while 114 (7.8%) were classified as having suggestive diagnosis of MPS, as shown in table 3.
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Confirmed diagnoses

Suggestive diagnoses

Total
Type of MPS cases (N)  Cases (n)  RF (%), relative to total Cases (n) RF (%)iortzllative o
| 303 272 89.8 31 10.2
Il 420 399 95.0 21 5.0
" 221 198 89.6 23 104
\Y; 185 174 94.1 11 5.9
VI 326 299 91.7 27 8.3
VII 17 16 94.1 1 5.9
Total 1472 1358 100 114 100

Source: The authors (2017).

Information on date of birth or age was available for 1203 patients (81.7%). The mean
age at diagnosis was 8.2 years (median: 5.8 years). Regarding the relative frequency of each
MPS type, the most commonly diagnosed type was MPS |1 (420 patients, 28.5%), followed by
MPS V1 (326 patients, 22.1%) and MPS 1 (303 patients, 20.6%). Information on state of birth
was available for 575 patients and not available for 894 patients. In these cases, the state of
origin was defined as that of the facility or physician that referred the patient for diagnostic
investigation. Three patients had no recorded information on place of birth or state of origin of
the referring facility or physician. Of the 1469 patients, 632 (43.0%) were from the Southeast
region, 429 (29.2%) from the Northeast, 253 (17.2%) from the South, 94 (6.4%) from the
Center-West region, and 61 (4.2%) from the North. In table 4 is being compared the proportion
of diagnosed MPS patients to the proportion of population in each region of the country in July

2017, according the Brazilian Institute of Geography and Statistics (BRASIL, 2017).
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Region MPS cases diagnosed Habitants
g n (RF) n (RF)

Southeast 632 (43.0) 86,949,714 (41.9)
Northeast 429 (29.2) 57,254,159 (27.6)
South 253 (17.2) 29,644,948 (14.3)
Center-West 94 (6.4) 15,875,907 (7.6)
North 61 (4.2) 17,936,201 (8.6)
Total 1,469 (100) 207,660,929 (100)

n: number; RF: relative frequency.
Source: The authors (2017).

The distribution of patients by type of MPS is illustrated in Figure 1.

Figure 1 — Distribution of identified MPS cases across the regions of Brazil
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4.2 DIAGNOSIS OF MPS IN BRAZIL AND BIRTH PREVALENCE

The total number of live births in Brazil between 1994 and 2015 was 65,488,619
(33,506,999 male — MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Of the patients with MPS identified in
our sample, 823 (55.9%) had been born in this period. Thus, if all the cases of MPS born in this
period were diagnosed, the estimated birth prevalence would be 1.25 cases of MPS (any type)
per 100,000 LBs. Table 5 lists the estimated birth prevalence of each MPS type, based on the

number of LBs during this period.

Table 5 — Birth prevalence of MPS, 1994-2015

Type of MPS Cases Birth prevalence per 100,000 LBs One case per

' 155 0.24 422,507

I 240 0.37 (1.719) 272,869 (139,612%)
e 1 0.001 65,488,619
A 41 0.06 1,597,283
1B 62 0.09 1,056,268
1nc 39 0.06 1,679,195
\VA 3 0.004 21,829,540
IVA 85 013 770,454
VB 2 0.003 32,744,310
Vi 183 0.28 357,861
VI 12 0.018 5,457,385
Total 823 1.25 79,573

a. Considering live-born males; b. Undefined subtype; LB: live births.
Source: The authors (2017).

As the median age at diagnosis was 5.8 years, we presume that many patients born since
2011 have yet to be diagnosed. Taking into account this assumption, we carried out a second
analysis encompassing the years 1994-2010. Of the patients with MPS identified in the study,
710 (48.3%) had been born during this period. The total number of LBs in Brazil between 1994
and 2010 was 50,768,918 (25,970,346 males) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). The birth

prevalence considering this period is shown in table 6.
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Table 6 — Birth prevalence of MPS, 1994-2010

MPS type Cases Birth prevalence per 100,000 LBs One case per

I 124 0.24 409,426

I 216 0.42 (0.83%) 235,041 (120,233?)
e 1 0.002 50,768,918
A 38 0.07 1,336,024
B 56 0.11 906,587
I"nc 34 0.06 1,493,203
V& 3 0.006 16,922,973
IVA 73 0.14 695,464
VB 2 0.004 25,384,459
VI 152 0.29 334,006
VI 11 0.02 4,615,356
Total 710 1.39 71,505

a. Considering live-born males; b. Undefined subtype; LB: live births.
Source: The authors (2017).

4.3 MOLECULAR STUDY AND BIRTH PREVALENCE

This phase of the study included 1,000 healthy volunteer blood donors, all born in the
state of RS, 547 (54.7%) male and 463 (46.3%) female. The IDUA gene variant p.Trp402Ter
was found in 4 of the 2,000 investigated alleles, which represents a frequency of 0.002 in this
population. Applying the Hardy-Weinberg equation, we can infer that the frequency of
homozygotes for this variant in the studied population is 0.000004. Of the 1472 patients
identified, 129 were from the state of RS. Of these patients, 41 (31.8%) had MPS 1. Of the total
number of patients with MPS | in RS, 22 had a genotype available. Of these, 6 (27.3%) were
homozygous for the p.Trp402Ter variant. Based on the frequency estimate of homozygosity for
p.Trp402Ter in the study population and on the knowledge that 27.3% of patients with known
MPS | in RS state are homozygous for this variant, we calculated the birth prevalence of MPS
I (any genotype) in the overall population. The result was 0.00001465 (or 1.47 cases per

100,000 LBs). Given this estimate for MPS I, and considering that MPS | corresponds to 31.8%
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of cases identified in RS state in this study, the prevalence at birth of the other MPS types in

the state was also estimated, as shown in table 7.

Table 7 — Estimated birth prevalence of MPS in Rio Grande do Sul, Brazil, based on the

frequency of heterozygosity for the IDUA p.Trp402Ter variant in healthy volunteers

Type of Birth prevalence

MPS Number of cases % of cases per 100,000 LBs One case per

I 41 31.8 1.47 68,027
I 28 21.7 1.00 99,611
= 1 0.8 0.03 2,789,116
A 1 0.8 0.03 2,789,116
B 18 13.9 0.65 154,950
Ilnc 4 3.1 0.14 697,278
Iv* 0 0 NA NA
IVA 27 20.9 0.97 103,300
VB 0 0 NA NA
VI 9 7.0 0.32 309,901
VI 0 0 NA NA
Total 129 100.00 4.62 21,598

*Undefined subtype; LB: live births; NA: not applicable.
Source: The authors (2017).

Considering that the frequency of heterozygotes for the p.Trp402Ter IDUA variant in
Brazil would be the similar to the one found in RS state, and that the proportion of MPS |
patients who are homozygotes for this mutation among the Brazilian MPS | patients would be
the same as in RS state, we estimated the birth prevalence of each MPS type for Brazil, as

shown in table 8.
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Table 8 — Estimated birth prevalence of MPS in Brazil, based on the Rio Grande do Sul

estimate
Type of o .
MPS Number of cases Y% of cases Prevalence at birth per 100,000 LBs One case per
I 303 20.6 0.95 105,036
I 420 28.5 1.32 75,776
Hn=* 9 0.6 0.03 3,536,243
A 56 3.8 0.17 568,324
1B 96 6.6 0.30 331,522
Ic 60 4.0 0.19 530,436
(\d 7 0.5 0.02 4,546,598
IVA 171 11.6 0.53 186,118
VB 7 0.5 0.02 4,546,598
VI 326 22.1 1.02 97,626
VI 17 1.2 0.05 1,872,128
Total 1472 100.00 4.62 21,598

*Undefined subtype; LB: live births.
Source: The authors (2017).

The estimated birth prevalence of the various MPS types in Brazil, considering both
methods of analysis used (number of live births and frequency of the p.Trp402Ter variant), are
compared with the results of studies conducted in other countries in table 9. Comparisons are
stratified by MPS typ and the studies are sorted by year of publication. Results are expressed

as cases per 100,000 LBs, unless otherwise specified.
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Frequency (per 100,000 LBs)

Location Method MPS MPS | MPSII  MPSII  MPSIV  MPSVI  Mpsvil MPS Reference
overall IX
Incidence estimated by .
Israel dividing number of - 1.48 - - - - - (1%C8:(I)-;AAP, BACH,
patients born 1967-1975
by total number of LBs
United Incidence estimated by - - 0.75 - - - - - (YOUNG;
Kingdom dividing  number  of HARPER, 1982)
patients identified 1955-
1974 by total number of
LBs
British Frequency estimated by - 0.69 0.90* I11A: 0.30 IVA: 0.46 - - - (LOWRY et al.,
Columbia, dividing  number  of 1990)
Canada patients identified 1952—
1986 by total number of
LBs
Northern Incidence estimated by 4.0 1.66 0.71 0.36 IVA: 1.3 - - - (NELSON, 1997)
Ireland dividing  number  of 1.39*
patients identified 1958—
1985 by total number of
LBs
The Prevalence at  birth 4.5 1.19 0.67 11: 1.89 IVA:0.22 0.15 0.24 - (POORTHUIS et
Netherlands estimated by dividing 1.3* IA: 1.16 IVB: 0.14 al., 1999)
number of patients born 11B: 0.42
1970-1996 by total I1IC: 0.21
number of LBs 111D: 0.10
British Incidence estimated by 1.9 - - - - - - - (APPLEGARTH;
Columbia, dividing  number  of TOONE; LOWRY,
Canada patients diagnosed 2000)

prenatally and postnatally
1972-1996 by total
number of LBs



Table 9 — Studies of MPS frequency in other countries

68

Frequency (per 100,000 LBs)

Location Method OVMeFr);I MPSIT  MPSIl  MPSIII  MPSIV  MPSVI MPS VI |v||;s Reference
Western Incidence estimated by 3.43 0.93 0.31* 1.71 IVA:0.15 0.31 - - (NELSON et al.,
Australia dividing  number  of 2003)

patients diagnosed
prenatally and postnatally
1969-1996 by total
number of LBs
Northern Prevalence estimated by 4.8 1.33 1.09 111: 0.84 IVA:0.60 042 0.00 - (PINTO et al,
Portugal dividing  number  of I11A: 0.00 2004)
patients diagnosed 1B: 0.72
prenatally and postnatally IC: 0.12
1982-2001 by total
number of LBs
Germany Incidence estimated by 3.53 0.69 0.64 I 1.57 0.38 0.23 0.00 0.00 (BAEHNER et
dividing number  of 1.3* al., 2005)
patients identified 1980-
1995 by total number of
LBs
United Prevalence at birth - 1.07 - - - - - - (MOORE et al.,
Kingdom estimated by dividing 2008)
number of patients born
1981-2003 by total
number of LBs
Sweden Incidence estimated by MPS MPS | MPS 11 MPS 111 MPS IV MPS VI MPS VII MPS (MALM et al.,
dividing number of overall IX 2008)

patients born 1975-2004
by total number of LBs
Prevalence estimated by
dividing the number of
living patients as of 31
December 2007 by the
total population**
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Frequency (per 100,000 LBs)

Location Method OVMeFr);I MPSIT  MPSIl  MPSIII  MPSIV  MPSVI MPS VI |v||;s Reference
Norway Incidence estimated by Incidence: Incidence Incidence: Incidence: Incidence: Incidence: - (MALM et al.,
dividing number of 3.08 :1.85 0.13 0.27 0.76 0.07 2008)
patients born 1975-2004 .
by total number of LBs Prevalen  Prevalence Prevalence Prevalence Prevalence:
Prevalence estimated by ce: 3.1 :0.44 :0.88 1242, 0.22
dividing the number of
living patients as of 31 Prevalence
December 2007 by the :7.06
total population**
Denmark Incidence estimated by Incidence: Incidence Incidence: Incidence: Incidence: Incidence: - (MALM et al.,,
dividing  number of 477 :0.54 0.27 0.43 0.48 0.05 2008)
patients born 1975-2004
by total number of LBs Prevalence Prevalen  Prevalence Prevalence Prevalence Prevalence:
Prevalence estimated by . “nq ce:0.74  :091 10.92 13.10 0.37.
dividing the number of ™
living patients as of 31
December 2007 by the
total population**
Tunisia Incidence estimated by 2.29 0.63 0.29* 0.7 0.45 0.35 - (BEN TURKIA
dividing  number  of et al., 2009)
patients identified 1988—
2005 by total number of
LBs
Taiwan Incidence estimated by 2.04 0.11 1.07 11:0.39 0.33 0.14 0 (LIN et al., 2009)
dividing  number  of 2.05* I11A:0.08
patients identified 1984— 111B:0.28
2004 by total number of 11C:0.03
111D: 0.00

LBs
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Frequency (per 100,000 LBs)

Location Method
MPS MPS | MPS 11 MPS 11 MPS IV MPS VI MPS VI MPS Reference
overall IX
Eastern Incidence estimated by - 4.00 - 2.00 4.00 8.00 - - (MOAMMAR et
Province, dividing number  of al., 2010)
Saudi patients identified 1983—
Arabia 2008 by total number of
LBs
Czech Prevalence at  birth 3.72 0.72 0.43 111: 0.91 1V:0.73 0.05 0.02 - (POUPETOVA
Republic estimated by dividing 0.83* IA: 0.47  IVA:0.71 etal., 2010)
number of patients born 111B: 0.02 1VB: 0.02
1975-2008 by total 111C: 0.42
number of LBs 111D: 0.00
France Incidence estimated by - - - 111:0.73 - - - - (HERON et al.,
dividing  number  of I11A: 0.48 2011)
patients born 1985-1994 11B: 0.15
by total number of LBs IC: 0.15
111D: 0.04
Greece Incidence estimated by - - - 0.97 - - - - (HERON et al.,
dividing  number  of 2011)
patients born 1990-1994
by total number of LBs
United Incidence estimated by - - - 1.2 - - - - (HERON et al.,
Kingdom dividing  number  of 2011)
patients born 1990-1998
by total number of LBs
Estonia Prevalence at  birth 4.05 0.00 2.16 I11A:1.62  0.00 0.27 0.00 - (KRABBI et al.,
estimated by dividing 4.2* 2012)

number of patients born
1985-2006 by total
number of LBs
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Table 9 — Studies of MPS frequency in other countries

Frequency (per 100,000 LBs)

Location Method OVMeFrE” MPSIT  MPSIl  MPSIII  MPSIV  MPSVI MPS VI |v||;s Reference

Colombia Frequency estimated by 1.98 0.45 0.45 0.17 0.68 0.23 0.00 - (GOMEZ;
dividing  number  of GARCIA-
patients born 1998-2007 ROBLES;
by total number of LBs SUAREZ-

OBANDO, 2012)

Poland Incidence estimated by - - - - - 0.03 - - (JURECKA et
dividing  number  of al., 2014)

patients identified 1983—
2011 by total number of

LBs
Estonia Incidence estimated by - - - - - 0.40 - - (JURECKA et
dividing  number  of al., 2014)

patients identified 1983—
2011 by total number of

LBs
Lithuania Incidence estimated by - - - - - 0.64 - - (JURECKA et
dividing  number  of al., 2014)

patients identified 1983—
2011 by total number of

LBs
Belarus Incidence estimated by - - - - - 0.37 - - (JURECKA et
dividing  number  of al., 2014)

patients identified 1983—
2011 by total number of

LBs
Poland Prevalence estimated by 1.81 0.22 0.46 0.86 0.14 0.13 0 0 (JURECKA et
dividing  number  of al., 2015)

patients identified 1970—
2010 by total number of
LBs
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Table 9 — Studies of MPS frequency in other countries

Frequency (per 100,000 LBs)

L-ocation Method MPS MPS | MPS 11 MPS 11 MPS IV MPS VI MPS V11 MPS Reference
overall IX
United Incidence estimated by Incidence: Incidence Incidence: Incidence: Incidence: Incidence: Incidence: - (PUCKETT et
States dividing number of 1.20 0.29 111: 0.38 0.12 0.05 0.05 al., 2017)
patients born 1995-2005 0.34 111A: 0.25
by total number of LBs 111B: 0.09
I1IC: 0.03
111D: 0.00
Prevalence estimated by Prevalence Prevalence Prevalence Prevalence Prevalence: Prevalence:
dividing number  of : Prevalen : : 0.08 0.08
patients identified 1995- 1.80 ce: 0.43 I11: 0.55 0.20
2005 by total 0.50 I11A: 0.37
population** 1B: 0.13
I1IC: 0.04
111D: 0.00
South Prevalence at  birth 1.35 0.21 0.74 0.25 0.13 0.01 - - (CHO; SOHN;
Korea estimated by dividing JIN, 2014) in
number  of  patients (KHAN et al,
identified 1994-2003 by 2017)
total number of LBs
Japan Prevalence at birth 1.53 0.23 0.84 0.26 0.15 0.03 0.02 - (KHAN et al,
estimated by dividing 2017)
number  of  patients
identified 1982-1999 and
2003-2009 by total
number of LBs
Switzerland Prevalence at  birth 1.56 0.19 0.46 0.38 0.38 0.11 0.03 - (KHAN et al,
estimated by dividing 2017)

number  of  patients
identified 1975-2008 by
total number of LBs
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Table 9 — Studies of MPS frequency in other countries

Frequency (per 100,000 LBs)
Location Method MPS MPST  MPSII  MPSIII  MPSIV MPS VI MPS Mps Ix Reference
overall VIl
Brazil Prevalence at  birth This study
estimated two ways:

A) By dividing number of

patients born 1994-2010 1.39 0.24 0.42 %%, [\/>**: 0.29 0.02 -
by the total number of 0.83* 0.002 0.006

LBs; I11A: 0.07 IVA: 0.14

B) Frequency of the 1B: 0.11 1VB: 0.004

IDUA  gene variant 4.62 0.95 1.32 I1IC: 0.06 1.02 0.05
p.Trp402Ter in healthy H1%**; [\V/***:

individuals 0.03 0.02

IA: 0.17  IVA: 0.53

111B: 0.30  IVB: 0.02

11IC: 0.06
* Estimate considering only live births of males; ** Result expressed per million population; *** Undefined subtype; LB: live births.
Source: The authors (2017).
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The birth prevalence of all types of MPS in the state of RS was estimated as 4.62 cases
per 100,000 LBs. This estimate was calculated from the frequency of homozygosity for the
p.Trp402Ter variant among patients with MPS 1 in the state (27.3%). Rio Grande do Sul was
selected for analysis because all healthy volunteer HCPA Blood Bank donors are from this
state. The frequency of patients homozygous for the p.Trp402Ter variant among all Brazilian
patients from whom a genotype is available was 29%, very similar to the frequency found in
the Rio Grande do Sul sample. Therefore, it is safe to consider that the overall frequency of
MPS in Brazil is similar to that found in the state of RS. In view of this finding, we considered
the overall prevalence of MPS at birth in RS to be equivalent to the prevalence in Brazil as a
whole and used this figure for comparison to the values reported in other countries, as shown
in Figure 2 (highlighted in dark green). The estimate obtained from the number of LBs is shown

in light green.

Figure 2 — Birth prevalence of MPS per 100,000 live births in Brazil and worldwide
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* Estimate based on number of diagnoses and live births; ** Estimate based on frequency of the IDUA gene variant
p.Trp402Ter in healthy individuals.

Source: The authors (2017).
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MPS types were compared individually among those countries for which published
studies were available, as shown in Figure 3. The value estimated for Brazil is highlighted in

green.

Figure 3 — Comparison of birth prevalence of each MPS type in countries for which data
are available A: MPS I; B: MPS 11 (in some countries, estimate considers only live births
of males); C: MPS 111 (and its subtypes, when available); D: MPS IV (and its subtypes,

when available); E: MPS VI; F: MPS VII
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F: MPS VII
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5 DISCUSSION

Parental consanguinity was positive in 32.4% of patients for whom this information was
available, a rate higher than those reported in two previous studies of Brazilian patients [20.6%
(VIEIRA et al., 2008) and 27% (AZEVEDO et al., 2004)]. Most patients with a history of
consanguinity were from the Southeast and Northeast regions. In the latter, previous studies
have reported high rates of consanguinity in specific areas of such states as Bahia (COSTA-
MOTTA et al., 2014), Paraiba (WELLER et al., 2012) e Rio Grande do Norte (SANTOS et al.,
2010). According to a March of Dimes report, an estimated 1 to 10% of unions in South
America are consanguineous (CHRISTIANSON; HOWSON; MODELL, 2006), a rate far
below that found in the present study and in the aforementioned investigations. It is possible
that the cases with no consanguinity are under reported (as this would be a default situation),
artificially increasing the positive result among the cases that provided information about

consanguinity.
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Regarding recurrence, most patients with other cases in the family had MPS Il. This
makes sense, as two-thirds of all patients are male and this is the most common type of MPS
diagnosed in Brazil.

It is important to highlight that it was not possible to evaluate the diagnosed patients
according to the different families they were from, as this information was not available in the
medical records for most patients. Therefore, in the group of patients with positive
consanguinity as well as in the group of positive recurrence probably there are patients from
same families, a fact that may have interfered in the results obtained.

According to the regional distribution, although MPS 11 is frequent across all regions of
the country, there appear to be differences in the relative frequency of some MPS types in
certain regions. MPS types | and I1I1B are more common in the South, while MPS VI is more
common in the Northeast region, as reported in a previous study (COSTA-MOTTA et al.,
2014).

The median age at diagnosis in the present study was 5.8 years. Vieira et al. reported a
mean delay of 4.8 years between onset of signs and symptoms and diagnostic confirmation in
Brazilian patients (VIEIRA et al., 2008), which suggests that many patients born in the last 5
years (i.e., since 2012) Remain undiagnosed. Furthermore, due to the broad clinical
heterogeneity of MPS, many attenuated forms are believed to be diagnosed late or never
diagnosed at all (GIUGLIANI, 2012).

The birth prevalence of MPS I in the state of RS was quite similar to those reported in
Northern Ireland (NELSON, 1997) and in Northern Portugal (PINTO et al., 2004). The
Brazilian estimate, although lower, still exceeds the rates found in most countries, particularly
Asian ones such as Japan, South Korea, and Taiwan, and represents double the rate estimated
for Colombia (LIN et al., 2009; GOMEZ; GARCIA-ROBLES; SUAREZ-OBANDO, 2012;

CHO; SOHN; JIN, 2014; KHAN et al., 2017).
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MPS 1l had a particularly high prevalence at birth, lower only than those found in Israel,
Australia, and Estonia (SCHAAP; BACH, 1980; MEIKLE et al., 1999; KRABBI et al., 2012).

The frequency of MPS 111 (all subtypes) was intermediate compared to the reports of
other countries. Analysis of the 111B subtype, which is the most common form of MPS Il in
Brazil, found a prevalence similar to that reported in Australia, the Netherlands, Taiwan, and
Northern Portugal, where the frequency of I11B is also quite higher than that of other MPS 111
subtypes (MEIKLE et al., 1999; POORTHUIS et al., 1999; PINTO et al., 2004; LIN et al.,
20009).

MPS IVA and IVB together had prevalence similar to that of MPS type IlI in Brazil.
Similar rates were reported in Tunisia (BEN TURKIA et al., 2009) and in several European
countries, such as Denmark, Germany, and Switzerland (BAEHNER et al., 2005; MALM et
al., 2008; KHAN et al., 2017). Unlike MPS I, I1, and 111, which had a prevalence in Brazil twice
as high as that observed in Colombia, MPS IV was less prevalent in Brazil than in this
neighboring country ( GOMEZ; GARCIA-ROBLES; SUAREZ-OBANDO, 2012).

The prevalence of MPS type VI in Brazil was the highest reported in the world except
in Saudi Arabia, where the nearly eightfold prevalence compared to Brazil is probably
attributable to the high rate of consanguinity (MOAMMAR et al., 2010).

MPS VIl is quite rare in most countries, and no cases were reported in the majority of
studies. The estimated prevalence of MPS VII in Brazil was close to that calculated in the
United States (PUCKETT et al., 2017).

Any case of MPS 111D and IX was diagnosed.

Considering all MPS types, the prevalence of these conditions at birth in Brazil is among

the highest in the world, only slightly lower than that reported for Portugal (PINTO et al., 2004).
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6 CONCLUSIONS

Conducting a reliable assessment of the frequency of a disease as rare as MPS in a large
country as Brazil, which has very few centers of excellence for the diagnosis and management
of these conditions, is a challenging undertaking. This was the first epidemiological study of
MPS in Brazil, and the first anywhere in the world to estimate MPS frequency on the basis of
testing a MPS-associated gene variant in healthy individuals. However, our results are only
estimates, and should be interpreted cautiously. Although some factors interfere with this
estimation, such as delay in diagnosis, underdiagnosis, and the use of a sample of healthy
volunteers from a single Brazilian state for gene variant analysis, our findings do suggest that
Brazil has one of the highest frequencies of MPS anywhere in the world.

Our results provide a comprehensive picture about the birth prevalence of MPS and
MPS types in Brazil, and provide valuable information to support screening, diagnosis,
treatment and prevention initiatives in the MPS field in the country. In addition, our innovative
approach to estimate birth prevalence of a group of genetic diseases based on frequency of
heterozygotes for a specific gene variant opens the door for similar studies in other diseases

and/or in other parts of the world.
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Abstract: Mucopolysaccharidoses (MPS) are diseases caused by a deficiency of the lysosomal
enzymes responsible for degrading glycosaminoglycans. A number of pathogenic variants in
the genes responsible for synthesizing such enzymes cause the disease. Classified as
personalized medicine or precision medicine, certain innovative therapeutic strategies are
indicated based on the variant type involved. Few studies have been published on the variant
profile of Brazilian MPS patients. Objective: The purpose of this study was to evaluate the types
of pathogenic variants found in Brazilian MPS patients to estimate the potential benefit of
variant-dependent therapeutic strategies. Study design: Patients diagnosed with MPS I, 11, l11A,

1B, HIC, IVA and V1 according to the available genotyping by the Rede MPS Brasil (Brazilian
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MPS Network) from 1982 to 2016 were included in this study. Only index cases were
considered. Patients were classified according to region of origin within the country. The
variants were classified according to Human Gene Mutation Database (HGMD) definitions.
Results: A total of 819 alleles were identified in 499 patients. The most frequent variants were
substitutions in MPS types I, I, 1IB, IVA and VI, the majority of which were missense. In
MPS 1A small deletions were as frequent as substitutions, while in MPS 11IC splice site
variants predominated. Regional differences in the proportion of variants were observed in MPS
1B, with small deletions more frequent in patients from the South, as well as in MPS VI, with
splice site variants more common in patients from the Northeast. For the most part, patients
with a known genotype were homozygous, and considerable allelic heterogeneity was observed
in all types of MPS. Conclusion: The molecular profile of Brazilian MPS patients is similar to
that reported in the HGMD, indicating that the majority of patients could benefit from therapies
that act to stabilize incorrectly folded proteins (chaperones, for missense mutations) or suppress
premature stop (stop codon read-through).

Keywords: Mucopolysaccharidoses, genetic variants, mutations, frequency, molecular genetic

analysis.

1 INTRODUCTION

1.1 MUCOPOLYSACCHARIDOSES

Mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of metabolic diseases caused by a deficiency

of the lysosomal enzymes responsible for catabolizing glycosaminoglycans (GAGS). Large

amounts of these molecules are excreted in the urine and are also stored in cells. Progressive

accumulation of GAGs in lysosomes causes irreversible cell and tissue damage (GIUGLIANI,
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HARMATZ; WRAITH, 2007). As a consequence, patients are afflicted by a series of signs and
symptoms, such as a coarse face, joint contractures, hepatosplenomegaly, multiple dysostosis,
deafness, corneal opacification, heart disease, chronic obstructive pulmonary disease, sleep
apnea and, in some cases, mental retardation (NEUFELD; MUENZER, 2001). Clinical
manifestations vary according to MPS type and the severity of the phenotype (KHAN et al.,
2017). There are eleven known enzyme deficiencies for the seven major types of MPS
(NEUFELD; MUENZER, 2001). Several therapeutic strategies have been employed in MPS
(hematopoietic stem-cell transplantation, enzyme replacement therapy, etc.), with success in
some areas and clear limitations in others. New therapies have been studied and some of them
are variant-dependent, such as pharmacological chaperones (more suitable for select missense
mutations) and those that act on translation, such as stop codon read-through, (GIUGLIANI et
al., 2016). Thus, knowing the proportion of different variants in each type of MPS has become
important in evaluating the potential of the new therapeutic alternatives developed from a

precision medicine perspective.

1.2 MOLECULAR GENETICS

1.2.1 MPS |

Pathogenic variants in a gene called IDUA are responsible for causing a-L-iduronidase
enzyme deficiency. This gene has 14 exons and is located on the short arm of chromosome 4,
at position 16.3 (4p16.3). Complete inactivation of the enzyme, which generally occurs in
homozygotes or heterozygotes of p.Glu70Ter or p.Trp402Ter variants, is associated with the
most severe form of the disease. The attenuated phenotype is usually associated with a variant

in one of the alleles that allows the enzyme some residual activity. Up to 70% of the pathogenic
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variants are recurrent and help predict the disease phenotype (CLARKE, 2002). However, it is
not always possible to establish a genotype-phenotype correlation because there are many non-
recurrent variants in the gene (TERLATO; COX, 2003). As of August 2016, 223 variants
associated with MPS | had been described, most of which were classified as substitutions

(missense/non-sense substitutions — COOPER et al., 2013).

1.2.2 MPS 1l

The gene that encodes the iduronate-2-sulfatase enzyme is called IDS. It contains 9
exons and is located on the long arm of the X chromosome (Xq28). Deletions of exons or the
whole gene, as well as complex rearrangements, have been associated with faster progression
of the disease. Although the genotype-phenotype relationship for point mutations has not been
established for MPS 1l (SCARPA, 1993), some pathogenic missense variants, such as
p.Arg468GIn, p.Arg468Trp and p.Ser333Leu, have been found in patients with rapid disease
progression, as well as in those with the most attenuated form (SCARPA, 1993). As of August
2016, 553 variants had been identified in the IDS gene (COOPER et al., 2013), most of which
were classified as point mutations and small deletions (FROISSART; DA SILVA; MAIRE,

2007), and new mutations are still being identified (BRUSIUS-FACCHIN et al., 2014).

1.2.3 MPS 11

MPS 111 is classified into four subtypes (I1IA, 1B, I1IC and I1ID) depending on the
deficient enzyme. In MPS I11A the deficient enzyme is called heparan-N-sulfatase (SGHS) and
is encoded by the SGSH gene, which has eight exons and is located on the long arm of

chromosome 17 (17925.3) (SCOTT et al., 1995). As of August 2016, 142 variants had been
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described, most of which were classified as substitutions (COOPER et al., 2013). In MPS 111B,
the o-N-acetylglucosaminidase (NAGLU) enzyme is deficient. The gene responsible for
encoding NAGLU is also found on chromosome 17 (17g21.3) and has six exons (ZHAO et al.,
1996). By August 2016, 156 different variants in the gene had been described, most of which,
asin MPS I11A, are classified as substitutions (COOPER et al., 2013). Variants in the HGSNAT
gene cause deficiency of the a-glucosaminidase acetyltransferase enzyme and subtype 111C.
The gene is located on chromosome 8 (8p11.1) and has 18 exons (FAN et al., 2006). By August
2016, 66 variants had been described in this gene, most of which are also substitutions
(COOPER et al., 2013). The less frequent subtype of MPS IIl, 111D, is caused by a deficiency
of the N-acetylglucosamine 6-sulfatase (GNS) enzyme. The GNS gene is on chromosome 12
(12914.3) and has 14 exons. As of August 2016, 23 variants had been reported, most of them

missense/non-sense variants and small deletions and insertions (COOPER et al., 2013).

1.2.4 MPS IV

MPS IV has two subtypes. Subtype IVA is caused by variants in the GALNS gene,
which is responsible for synthesizing the N-acetylgalactosamine 6-sulfatase enzyme. This gene
is on chromosome 16 (16g24.3) and has 14 exons (REGIER; OETGEN; TANPAIBOON,
1993). Most of the 326 variants reported until August 2016 are classified as substitution
(COOPER et al., 2013). In a study by Dung et al. (2013), 53 different mutations were identified
in 55 patients, 39 of them associated with the severe phenotype of the disease and 10 with the
attenuated form. However, the heterogeneity of the variants makes it difficult to interpret the
molecular results, since new variants of uncertain significance are often identified (MORRONE
et al., 2014). MPS 1VB is caused by variants in the GLB1 gene, which encodes the f-

galactosidase enzyme, which is responsible for degrading ganglioside GM1 and keratan sulfate.
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When GM1-ganglioside accumulation predominates, the patient is diagnosed with GM1-
Gangliosidosis. If keratan sulfate deposition predominates, the patient is diagnosed with MPS
IVB (KHAN et al., 2017). The GLB1 gene is located on chromosome 3 (3p22.3) and has 18
exons. As of August 2016, 209 variants in this gene had been reported, most of which were

substitutions associated with GM1-gangliosidosis (COOPER et al., 2013).

1.2.5 MPS VI

Variants in the ARSB gene are responsible for a deficiency of the lysosomal enzyme N-
acetylgalactosamine-4-sulfatase, which causes MPS V1. This gene is on chromosome 5 (5q11-
g13) and contains 8 exons. As of August 2016, 192 variants had been described in this gene.
More than 70% of these variants are classified as substitutions (COOPER et al., 2013). Patients
in whom both variant alleles synthesize a non-functional enzyme, such as non-sense variants,
small insertions and/or deletions tend to have the most severe phenotype (LITJENS;
HOPWOOD, 2001), although it is often not possible to establish a genotype-phenotype
correlation due to the wide molecular heterogeneity associated with this gene (VAIRO et al.,

2015).

1.2.6 MPS VII

MPS VIl is caused by variants in the GUSB gene, which synthesizes the enzyme B-D-
glucuronidase. This gene is on chromosome 7 (7921.11) and has 12 exons. By August 2016, 63
variants of this gene had been reported, most of which were substitutions (COOPER et al.,

2013).
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1.2 MUCOPOLYSACCHARIDOSES IN BRAZIL

In Brazil several studies have been conducted on the frequency and type of mutations
in certain forms of MPS. In 2000, Matte et al. (2000) evaluated the frequency of 10 common
variants in MPS I in 24 index cases. Six of the 10 variants were identified in 54% of the alleles,
two classified as non-sense and four as missense. Three years later a new study of 29 Brazilian
MPS | patients found 10 recurrent mutations and 13 new mutations (MATTE et al., 2003).
Regarding MPS 11, 103 unrelated patients from South America, mostly Brazil, were
investigated for variants in the IDS gene. Small insertions/deletions/indels and point mutations
were identified in 80% of the patients, including 30 new variants. Variants such as inversions
and partial or total deletions of the gene were found in almost 20% of the patients (BRUSIUS-
FACCHIN et al., 2014). A study of 163 patients with MPS IVA from different countries
identified 99 variants in the GALNS gene, 39 of which had not been previously described. In
this group of patients, only three Brazilian patients were included (MORRONE et al., 2014).
Regarding MPS VI, a study in a small city in the Brazilian Northeast, where the frequency of
the disease is estimated at 1:5,000 live births, identified the same missense variant in all 13
included patients (COSTA-MOTTA et al., 2011). No Brazilian studies have been published on
MPS 11I, MPS IVB or MPS VII variant frequencies. Thus, the objective of this study was to
evaluate the molecular profile of MPS I, 11, A, HIIB, HHIC, IVA and VI in each region of Brazil

and compare it with data published in the Human Gene Mutation Database (HGMD).

2 MATERIALS AND METHODS

Since 1982, the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

has been a reference in Latin America for diagnosing congenital metabolic errors, including
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MPS. In 2004, under the leadership of this service, the Rede MPS Brasil (RMB: Brazil MPS
Network), a partnership between Brazilian centers that assist patients with MPS or suspected
MPS, was created. Through the RMB, patients with clinical suspicion of MPS have access to
laboratory investigation without cost. Once the disease has been confirmed through
biochemical diagnosis, patients are also given access to molecular genetic investigation
techniques to identify the variants responsible for the disease. This study included patients with
MPS 1, I, A, HIB, IIC, IVA and VI diagnosed by the RMB between 1982 and 2016 whose
genotype results were available. In cases where there was more than one affected member of
the family, only the index case was considered. The patients were classified according to MPS
type and region of origin. For those unsure of their place of birth, the region of the referring
institution or physician was used. The variants were classified according to HGMD (COOPER
et al., 2013) and Human Genome Variation Society criteria (DEN DUNNEN et al., 2016), as

shown in Table 10.

Table 10 — Definition of variant nomenclature according to the Human Gene Mutation

Database and the Human Genome Variation Society

Nomenclature Definition

Substitutions (missense/non-sense) Substituting a single pair of bases in the coding region.
Splicing  Variants with consequences for the splicing process.

Small deletions  Microdeletions of 20 pb or less

Small Insertions  Microinsertions of 20 pb or less
Small indels  Microindels of 20 pb or less

Large deletions  Deletions larger than 20 pb

Large Insertions Insertions larger than 20 pb

Complex rearrangements  Indels larger than 20 pb

Repetitions  Repetitions of small sequences in tandem

Source: The authors (2017).
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3 RESULTS

From 1982 to 2016, the RMB identified 1472 Brazilian patients with MPS. Forty
patients were not considered in this analysis because they were diagnosed with MPS I11 or IV
without a defined subtype, MPS 1VB or MPS VII. Of the total remaining patients (1432), 303
were diagnosed with MPS |, 420 with MPS II, 56 with MPS 1l1A, 96 with MPS I11B, 60 with
MPS 1HIC, 171 with MPS IVA and 326 with MPS VI. Table 11 shows the number of patients

on whom molecular genetic research was conducted.

Table 11 — Patients according to MPS type, the number of patients with molecular

research available and the number of index cases considered in this study

Type of T(_)tal Patients Wi1_2h molecular Patients_considered in Number of studied
MPS patients investigation this study alleles
(n) n (% do total) (n)

I 303 102 (33.6) 96 192
I 420 215 (51.2) 179 179
A 56 12 (21.4) 12 24
1B 96 22 (22.9) 22 44
Ic 60 10 (16.6) 10 20
IVA 171 79 (46.2) 66 132
Vi 326 136 (41.7) 114 228
All 1432 576 (40.2) 499 819

Source: The authors (2017).

Considering MPS as a group, variants classified as substitutions (556, 67.9%), followed
by splice site variants and small deletions, predominated among the alleles, as shown in Table

12.
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Number of alleles in each type of MPS

Variant classification I T A 1B IC VA VI All MPS
Substitution 169 106 11 26 5 124 115 556
Splicing site 9 15 2 - 9 4 70 109
Small deletions 12 13 11 11 2 2 15 67
Large deletions - 10 - - - - 22 32
Small insertions - 102 - 1 4 - 2 16
Large insertions - - - - - - - -
Small indels - 1 - - - - - 1
Complex rearrangements -2 - - - - - 24
No variants identified 2 0 0 6 0 2 4 14

Source: The authors (2017).

a. Of these, two are duplications; and in one allele an insertion and a substitution were found;

b. Of these, 12 are inversions.

Table 13 shows the substitutions classified according to their repercussions on the

protein.

Table 13 — Proportion of non-sense and missense variants among alleles with

substitutions

Non-sense variant

Missense variant

MPS type N (%) N (%) Total
| 86 (50.9) 83 (49.1) 169
1 31(29.2) 75 (70.3) 106
A 0 (0) 11 (100) 11
1B 0 (0) 26 (100) 26
"nic 0 (0) 5 (100) 5
IVA 0 (0) 124 (100) 124
VI 11 (9.6) 104 (90.4) 115
All types 128 (23.0) 428 (77.0) 556

Source: The authors (2017).

With respect to the distribution of variants, the patients were classified according to

Brazilian region of origin, as shown in Tables 14, 15, 16, 17, 18.
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Alleles Variant classification
MPS I by  Patients with
. . o N - Small Large Small Large Small Complex
region |den.t|f|ed Substitutions Splicing deletions deletions insertions insertions indels
variants rearrangements
S 38 752 66 3 6 - - - - -
SE 28 56 52 1 3 - - - - -
NE 23 452 37 5 3 - - - - -
MW 6 12 12 - - - - - - -
N 1 2 2 - - - - - - -

Source: The authors (2017).

a. In one allele no variant was found; S: South; SE: Southeast; NE: Northeast; MW: Midwest; N: North; The dash (-) indicates that no variant of this type has been identified.

Table 15 — MPS 11 patients according to region and variant type

MPS 11 Patients Alleles with Variant classification
by region identified Substitutions  Splicing Small Large _ Small _ Large Small Complex
variants deletions deletions insertions insertions indels rearrangements

S 35 35 20 2 5 3 - - - 5

SE 80 80 45 8 5 6 5 - 1 10

NE 45 45 29 4 2 - 4 - - 6

MW 13 13 10 1 - - 1 - - 1

N 6 6 2 - 1 1 - - - 2

Source: The authors (2017).

S: South; SE: Southeast; NE: Northeast; MW: Midwest; N: North; The dash (-) indicates that no variant of this type has been identified.
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Alleles Variant classification
MPS 111 Patients with
by identified  Substitutions  Splicing Smgll Large . Sma}ll _Large _SmaII Complex
region variants deletions deletions insertions insertions indels rearrangements
A
S 2 4 2 - 2 - - - - -
SE 4 8 2 - 6 - - - - -
NE 5 10 5 2 3 - - - - -
MW 1 2 2 - - - - - - -
N - - - - - - - - -
1B
S 9 142 5 - 9 - - - - -
SE 9 18 16 - 1 - 1 - - -
NE 3 4b 4 - - - - - - -
MW 1 2 1 - 1 - - - - -
N - - - - - - - - - -
lic
S 4 8 1 3 - - 4 - - -
SE 4 8 1 5 2 - - - - -
NE 2 4 3 1 - - - - - -
MW - - - - - - - - - -
N - - - - - - - - - -

Source: The authors (2017).
a. In four alleles no variant was found; B. In two alleles no variant was found; S: South; SE: Southeast; NE: Northeast; MW: Midwest; N: North. The dash (-) indicates that no

variant of this type has been identified.
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MPS . Variant classification
IVA Patients Alleleg W'th
by |den_t|f|ed Substitutions  Splicing Smgll Large . Sma}ll _Large _SmaII Complex
region variants deletions deletions insertions insertions indels rearrangements
S 18 352 35 - - - - - - -
SE 16 32 31 1 - - - - - -
NE 29 572 53 3 1 - - - - -
MW 1 2 2 - - - - - - -
N 2 4 4 - - - - -

Source: The authors (2017).
a. In one allele no variant was found; S: South; SE: Southeast; NE: Northeast; MW: Midwest; N: North; The dash (-) indicates that no variant of this type has been identified.

Table 18 — MPS VI patients according to region and variant type.

MPS . AI[eIes Variant classification
Vi by Patients with Small Large Small Large Small Complex
. identified Substitutions  Splicing . ; . . . : :
region variants deletions deletions insertions insertions indels  rearrangements
S 10 20 13 2 1 4 - - - -
SE 41 812 45 15 5 14 2 - - -
NE 55 107° 48 47 8 4 - - - -
MW 6 12 6 5 1 - - - - -
N 2 4 3 1 - - - - -

Source: The authors (2017).

a. In one allele no variant was found; b. In three alleles no variant was found; S: South; SE: Southeast; NE: Northeast; MW: Midwest; N: North; a dash (-) indicates that no
variant of this type was identified.
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Patients were also classified according to variants in homozygosis or heterozygosis,
except MPS Il due to its X-linked inheritance, as shown in Table 19. Fourteen patients were not

classified because a variant was identified in only one allele.

Table 19 — Proportion of homozygotes and compound heterozygotes for each type of

MPS
MPS type Homoilygotes Compound rllleterozygotes Total
I 44 50 94
A BandC 26 12 38
IVA 51 13 "
Vi 62 48 110
All types 183 123 306

Source: The authors (2017).

Among the 819 alleles evaluated in this study, 234 different variants were found. In
MPS 1, 45 different variants were found in 192 alleles; in MPS Il there were 95 different variants
in 179 alleles; in MPS 1A, 111B and I11C there were 38 different variants in 88 alleles; in MPS
IVA 22 different variants were found in 132 alleles; and in MPS VI there were 34 different

variants in 228 evaluated alleles. In Table 20, the variants we found are compared with those

described in the HGMD.
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MPS | MPS 11 MPS 111 A,Band C MPS IVA MPS VI
HGMD* This HGMD* This HGMD* This HGMD* This HGMD* This
study** study** study** study** study**

Variant N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
classification
Substitution 130 (58.4) 29 (64.5)  284(51.3) 56(58.9) 251 (69.3) 24 (63.2) 241 (73.9) 18 (81.8) 143 (74.5) 23 (69.6)
Splice site 36 (16.2) 7 (15.5) 51 (9.2) 12 (12.6) 21 (5.8) 6 (15.8) 32 (9.9) 3(13.6) 11 (5.7) 2 (6.1)
Small deletions 31(13.9) 9 (20.0) 102 (18.5) 13 (13.8) 45 (12.5) 6 (15.8) 32(9.9) 1(4.6) 24 (12.6) 4(12.1)
Large deletions 4(1.7) - 41 (7.5) 6 (6.3) 9 (2.5) - 9(2.7) - 6 (3.1) 2(6.1)
Small Insertions 16 (7.3) - 45 (8.1) 7(7.4) 27 (7.4) 2(5.2) 5(1.5) - 6 (3.1) 2(6.1)
Large Insertions 1(0.4) - 4 (0.7) - 5(1.4) - 2 (0.6) - - -
Small indels 1(0.4) - 11 (1.9) 1(1.0) 3(0.8) - 2 (0.6) - 2 (1.0) -
fe‘;rr';gr']z’; ents 3(1.3) - 15 (2.8) ok 1(0.3) - 3(0.9) . - -
All 223(100)  45(100) 553 (100)  95(100) 362 (100) 38 (100) 326 (100) 22 (100) 192 (100) 33 (100)

Source: The authors (2017).

HGMD: Human Genome Mutation Database; * Different variants described;
were not considered.

** Different variants identified in this study; *** 12 complex rearrangements and 12 inversions
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4 DISCUSSION

In MPS | patients, 64% of the identified variants were substitutions, present in almost
89% of the investigated alleles. No significant difference was observed in the ratio of alleles
with non-sense and missense variants among the substitutions. There were also no regional
differences in the proportion of variants in MPS I. In MPS Il patients, 95 different variants were
found in the 179 alleles surveyed, confirming the considerable allelic heterogeneity reported in
a previous study (BRUSIUS-FACCHIN et al., 2014). Although substitutions were the most
common variants, small and large deletions were also frequent, totaling 20% of the variants
identified in this group. There were no regional differences in the proportion of variants. In
MPS I11A, small deletions were as frequent as substitutions, unlike MPS 111B, in which most
variants were substitutions, and MPS 111C, in which splice site variants appeared in 45% of the
alleles. Most of the small deletions in MPS I11B, as well as the small insertions in MPS IlIC,
were from the South. Substitutions were also the predominant variant type in MPS IVA,
appearing in almost 98% of the analyzed alleles. All substitutions were classified as missense.
A total of 22 variants were found in the 132 alleles surveyed, which appeared in homozygosis
in almost 80% of the patients. No regional differences were observed in the proportion of
variants. Substitutions were the most frequent allelic variant in MPS VI. Splice site variants
were also observed in 70 alleles, totaling 31% of the surveyed alleles. Despite the high
proportion, only two different variants were identified in these 70 alleles. This differs from the
results of Petry et al., who found large deletions to be the most frequent variant (PETRY et al.,
2003). A high frequency of splice site variants was observed in patients from the Northeast,
very similar to that of substitutions, which are already known to be common in this region

(COSTA-MOTTA et al., 2014).
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It is important to emphasize that we excluded patients we knew to be from the same
family from the analysis, considering only index cases. However, some patients’ records
reported other family cases without providing the relative’s name, and we were occasionally
unable to identify this family member. Therefore, we cannot categorically state that all included

patients belong to different families.

5 CONCLUSIONS

Our general conclusion is that the molecular genetic profile of Brazilian MPS patients
is similar to that reported in the HGMD, emphasizing that substitutions appear more frequently
in MPS 1, II, 111B, IVA and VI. Missense substitutions were more frequent than non-sense
substitutions, except in MPS I, in which their proportions were similar. Regarding the regional
distribution, it appears that small deletions in MPS I11B and small insertions in MPS HIC are
more common in the South. In the MPS VI, the results suggest that splice site variants are more
frequent in the Northeast. Although most patients were homozygous, a great deal of allelic
heterogeneity was observed in all types of MPS, suggesting that genotyping programs based on
frequent mutation research would not be a suitable strategy for this country. Although this study
has comprehensively evaluated the molecular genetic profile of MPS in Brazil, further studies
are needed to determine the most frequent variants in each type of MPS. Nevertheless, the high
proportion of substitution variants is an important finding, indicating that this group of diseases
should be considered as a target for novel therapies designed for missense mutations
(pharmacological chaperones, for example) or non-sense mutations (stop codon read-through),

for example.
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7 CONCLUSOES

7.1 EM RELACAO AO OBJETIVO GERAL DESTE DO ESTUDO

Estimar a frequéncia das MPS no Brasil: A frequéncia foi estimada e apresentada como
prevaléncia ao nascimento. Utilizando o método empregado pela maioria dos trabalhos
publicados, ou seja, considerando os casos diagnosticados em relacdo aos nascidos Vvivos, 0
valor encontrado foi 1,39 casos em 100.000 NV (ou 1:71.505). J& a estimativa a partir da
frequéncia da variante patogénica no gene IDUA em individuos saudaveis, encontrou um valor,
pelo menos, trés vezes maior, a saber, 4,62 casos em 100.000 NV, o que representa 1 caso a
cada 21.598 NV. Este valor esta entre os mais altos quando comparado a outros paises, ficando

um pouco abaixo, apenas, do valor encontrado em Portugal.

7.2 EM RELACAO AOS OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar a FR dos diferentes tipos de MPS no Brasil: O tipo mais frequentemente
diagnosticado foi o tipo Il, seguido dos tipos MPS VI e I. A MPS tipo Il também é o tipo mais
frequente na Colimbia Britanica, na Australia, na Alemanha, na Esténia, em Taiwan, na Coréia

do Sul e no Japao.

Estimar a frequéncia total e a FR dos diferentes tipos de MPS nas diferentes regides do
Brasil: A maior parte dos pacientes identificados no estudo vinha da regido Sudeste, seguida
da regido Nordeste, 0 que é esperado uma vez que estas sdo as regides mais populosas do pais.
A MPS 1l é frequente em todas as regifes do pais, enquanto as MPS tipo | e 11IB sdo mais

frequentes na regido Sul e a MPS VI é mais comum na regido Nordeste.
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Avaliar a frequéncia de consanguinidade e de recorréncia familiar nos diferentes tipos de
MPS nas diferentes regibes do Brasil: Com excecdo da MPS IlI, a frequéncia de
consanguinidade entre os diferentes tipos de MPS foi parecida. Quanto as regides, maior parte
dos pacientes com consanguinidade positiva vinha das regides Sudeste e Nordeste, que sdo as

regides de origem da maioria dos pacientes incluidos neste estudo.

Avaliar o perfil molecular dos diferentes tipos de MPS nas diferentes regides do Brasil: O
perfil genético-molecular dos pacientes brasileiros com MPS é semelhante ao registrado nos
bancos de dados, com destaque para as substituicdes aparecendo com maior frequéncia nas
MPS I, 11, I1IB, IVA e VI. Quanto a distribuicdo por regido do pais, pequenas delecdes na MPS
I1IB e pequenas inser¢des na MPS I1IC foram mais frequentes regido Sul, enquanto variantes
em sitio de splicing na MPS VI apareceram com maior frequéncia no Nordeste. Foi observada
uma grande heterogeneidade alélica em todos os tipos de MPS, apesar de a maior parte dos

pacientes ser homozigota para as variantes.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Avaliar de forma fidedigna a frequéncia de uma doenca rara como as MPS em um pais
de dimens@es continentais como o Brasil, onde h& poucos centros de referéncia no diagnostico
e manejo desta doenca, foi um desafio. De todos os estudos publicados até o0 momento, este foi
0 primeiro, em escala global, a estimar a frequéncia das MPS a partir da frequéncia de uma
variante em individuos saudaveis, e o primeiro a estimar de forma abrangente a frequéncia das
MPS no Brasil. Apesar de os resultados obtidos neste trabalho serem apenas uma estimativa —
razdo pela qual devem ser interpretados com cautela — o valor encontrado foi superior aos
resultados relatados na maioria dos estudos. Embora alguns fatores interfiram nesta estimativa,
como atraso no diagnoéstico, subdiagnostico e a utilizagdo de voluntarios de um Unico estado do
Brasil para o estudo genético em pessoas saudaveis — e a propria metodologia inovadora de
andlise - os resultados sugerem que o Brasil seja um dos paises com maior frequéncia das MPS
no mundo. O método utilizado para estimar a prevaléncia ao nascimento de um grupo de
doencas genéticas, baseado na frequéncia de heterozigotos para uma variante especifica no
gene, abre a possibilidade de realizar estudos semelhantes com outras doencgas ou em outras
partes do mundo.

Em relacdo a avaliacdo genético-molecular dos pacientes brasileiros, observamos uma
grande heterogeneidade de variantes nos diferentes tipos de MPS, porém, com um tipo de
variante (as substitui¢des) bastante frequente e para a qual hd novas abordagens terapéuticas
sendo estudadas. Embora este estudo tenha avaliado de maneira abrangente a frequéncia e o
perfil genético-molecular das MPS no Brasil, estudos complementares sdo necessarios para

avaliar diferencas regionais quanto a frequéncia dos tipos de MPS e de variantes especificas.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido utilizado no estudo em

voluntarios saudaveis

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDND

Titulo do Estude: ldentificag3o de heterozigotos para a Mucopolissacaridose tipo
I: investigagao da mutagdo W402X em woluntarios doadores de sangue no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Roberto Giugliani

Voog esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa inttulado Identificagao
de heterozigotos para a Mucopolissacaridose tipo |- investigagao da mutagao
W40ZX em woluntarios doadores de sangue no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, desenvolvido pelo Servige de Gengtica Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

Este projeto tem como objefive a identificagdo de heterozigotos para uma das
mutagdes que causa a Mucopolissacaridose tipo | (MPS I, ou s=ja, o estudo quer
identficar na populac3o em geral pessoas que apresentam uma alteracdo especifica
na gene desta doenca.

A MPS | & uma doenga genética bastante rara, cuja heranga se da de modo
autossomico recessivo. Isso significa gue para uma pessoa ter a doenga, precisa
herdar um alelo alterado (mutado) da m3e & ouro alelo sferado (mutado) do pai. ou
seja, precisa ter duas mutagdes (ser homozigoto). Apresentar apenas uma mutagao
{ser heterozigoto) ndo causa a doenca, mas pode representar UM risco maior de ter
filhos com a doenca se sewsua companheir/companheira tambeém apresentar esta

dteracao genstica.

s pesguisadores deste estudo gostariam de coletar wma amosira do seu sangue, de
aproximadamente 10 ml (2 colhwres de cha), para exirair o DMA e investigar a
presenca da mutagao W402X. que & a mutagdc mais frequente na MPS |. A pesquisa
de heterozigotos para a MPS | na populagdo em geral podera ajudar a estimar a
frequéncia desta doenga e de oufros tipos de MPS.

Se vooé concordar em partcipar desta pesquisa, sua amosira de sangue sera utiizada
neste estudo & podera, caso vood autorize, permanecer armazenada em wm
bismeposionio (banco de amostras que sera mantido durante esta pesquisa) Apos a
conclus3o deste estudo, a sua amostra podera ser guardada para ser ulilizada em
estudos futuros para doengas genéticas, ou ser descartada imediatamente apos o
termingo deste estudo. Vood pode optar em ceder 3 amosira apenas para este estudo
o dispenibiliza-a para estudos futuros. A sua decis3o n3o ira interferir no atendimento
que voce recebe no HCPA. Caso vood concorde que os pesquisadores guardem a sua
amostra para estudos futuros, wocé sera contato para soficitar sua autorizacio antes
de utlizar sua amostra para um novo estudo. Sua amosira s sera utilizada para
estudos futurcs com um nove consentimento sew.

Inidizis do paciente:
Inidizis do pesquisador:

Terma de Corssrtiments Livre = Esclaracido, versso 3.0, de 23 da povembrg e 2045



WVook ndo terd nenhum custo e tambem nao recebera qualquer tipo de pagamento pela
participagio neste estudo. Mao ha rscos esperados em relagio a coleta de sangue
especificamente para este estudo, uma wez que a amostra de sangue sera retirada no
momento em gque vooé estiver fazendo a doagdo de sangue no Hemoceniro de HCPA
Existe o risco de vocé apresentar 3 mutagao W402X. Neste caso, vocé pode optar por
ser contatado e informado sobre este resultado positvo. Se wocd quiser, tambEm
podera ser marcada uma consulta medica no HCPA para aconselhamento genético. O
benefico da sua parficipagdo neste estudo consiste em poder auxiliar a estimar a
frequéncia da MPS | & de outras MPS no Rio Grands do Sul & no Brasil.

Caso vocé conconde com a participagdo neste estude. sua identidade sera preservada
e somente of pesquisadores deste estudo terdo acesso a esta informacdo. Vocé
podera fazer as perguntas que quiser anfes de decidir sobre fomecer 3 sua amostra
de sangue para este estudao,

Vooé tambem pode entrar em contato com a equipe deste estudo sempre que novas
dividas surgirem, nos telefones (51) 2380 6340 ou (31) 2007 0390, Wood tambEm
pode entrar em contato com o Comitd de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA para
buscar informagdes sobre o estude ou sempre gue considerar que algum dos seus
dirgitos enquant participante de pesguisa nio esteja sendo respeitado. O telefone do
GEP & (51) 3350 7640, ou wocé pode ir até o 2° andar do HCPA, sala 2227, de
segunda a sexta, das Bh 35 1Th. Vocé pode refirar a autorizagdo para uso do seu
material a gualguer momenio. Basta enirar em contato com a equipe do estudo nos
telefones acima e manifestar seu desejo.

Caso vocé concorde com a participagdo nesta pesquisa. este documento deve ser
assinado por woce e pelo pesquisador do estudo em duas vias, sendo que uma delas
pErTanecera Com Voos.

Leia atentamente & assinale com um "X as opgdes que descreversm a sua vontade:

Em relagdo a participagdo nesta pesguisa:
{___) Concordo com a participacan nesta pesquisa. (iniciais)
{__) Nao concordo com a participacio nesta pesquisa. (iniciais)

Se vocé concorda com a participag30, por favor, leia as opgdes abaixo e assinae a
que descTever 3 sua vontade. Se vocé ndo concorda com sua participagdo, a equipe
do estudo agradece pela sua atencao.

Em relac3o ao uso da amostra para estudos futuros:

) Autorizo gque minha amostra de sangue seja utilizada neste estudo e seja
armazenada para estudos futuros em doencas genéticas. {Imiciais)

{__} Autorizo que minha amostra de sangue saja utlizada somente neste estudo &
solicito que seja descartada apos o t&mino da pesquisa {iniciais}
Inidzis do paciente:
Inicizis do pesquisador:

Terma de Consentimento Lisre = Esclanscido, versso 3.0, de 23 &= novembro de 2005
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Em relacio a0 contato e informagao sobre presenca da mutagao WADZK:

{___) Gostaria de ser contatado e informado sobre qualquer alterago encontrada na
mwvestigagdo da minha amostra. (iniciais)

{___) Mo gostaria de ser contatado e informade sobre qualquer alteracie encontrada
na investigagSo da minha amostra. {iniciais)

DECLARACAD DE CONSENTIMENTO:

Eu discuti scbre este estudo com um pesquisador da equipe do Prof Roberio
Gaugliani. Entendo que a minha pa‘ﬁ-:.-'pradrrin & voluntaria & que posso sair do estudo a
qualquer momento sem prejuizo ou perda de beneficios aos quais tenho direito. Tive
tempoe suficiente para avaliar este documents e para considerar se deve ou n3o
participar deste estudo. Entendo inteiramente as informacgdes apresentadas neste
termo de consentimenio & todas as minhas perguntas (se howesr) foram
adequadamente respondidas. Entendo a fmalidade, natureza, riscos, beneficios e
dtemativas (incuinde a ndo particpagao) do estudo, conforme foram apresentadas e
descritas a mim neste termo.

Nome em letra de forma do participante do estudo

Assinara do participante do estudo Diata

Declaro que fomed a0 participante acima as informagdes sobre este estudo relativas
a0 objetivo, método, riscos & beneficios da parficipacdo na pesguisa e respondi a
indas as perguntas (se houwerem) relacionadas 30 estudo.

Nome do investigador ou seu representante

Assinanra do nvestigador ou seu representants Diata

INFORMACOES SOBRE O PARTICIPANTE DE PESGQUISA:

MNome complato;

Saxo: Ciata de nascimenio: Local de nascimento:
Enderego: Cidade:

Estada: CEP: Telefone:

Emiail:

Inicizis do paciente:
Inidzis do pesquisador:

Termao de Corssntimento Lvre = Esclarecido, versao 3.0, de 23 de novembro de 2019
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ANEXO A — Parecer de aprovagdo do CEP/HCPA da pesquisa dos pacientes

diagnosticados com MPS

HOSPITAL DE CLINICAS DE

PORTO ALEGRE - HCPA / w ma
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEF
DADCE 0O PROJETO DE PEBRUISA
Ttulo da Pecquisa: MUCOPOLIZEACARIDOSES: UM EBTUDO ABRANGENTE Z0ERE A

EPIDEMICLOGIA DA DCENGA MO BRAZIL.

Pocguicador: RCSERTO GRIGLIANI

Arss Tematioa:

Varclo: 2

CAAE: SE835E16.5.0000.5327

incittulgdo Proponande: Hosplal de Clinicas de Porto Ajegre
Patrocinador Primcipal: Financamenhs Pripric

DADCE D PARECER

HOmare 9o Pansssr 1.627.578

Aprecentagdo do Projeba:
Az Mutopalissacaridoses (MPS) s8o um grupo de DL caracterizadas pelo aolmuls Intralisossdmico de
gkosamimoglicanos |GAGE), secundano & deficiéncia na abvidade de uma enzima Isossimica envodida na
degradacic dessas moléculas. Embom |4 s= ienha um bom confecimenio acerca das bases biogulmices e
msisrulanes das MEE, hd pouccs dados dsponivels sobne 3 frequincs desias dosngas. 5o = 0l devido A
raridade destas condichies, o longo periodo de observaclo necessaro para identficar casos suficientes gue
permEam esimar uma frequéncia fidedigna e a desaigio Incompieta dos casos. Mo Brasl, ndo ha gualquer
eshido publicado sobre a fresquncla das BFS.

Objedivo da Pacgulca:

gt Frirmario:

Estirmar a freguéncia das MFS no Erasil

CHpdevn Secundarin:

11 Estimar a frequéncia relativa dos diferenies pcs de MPE no Brasl.

Z] Estimar a freguéncia ol & & frequénca relatva dos diferentes tipos de

FE nas dierentes reghles do Brasl.

I] Awallar & frequéncia de consanguinidade & de recoméncia Tamilar nos disrentes Hpos de MPS RS
d=rertes regifies do Brasi.

Exdarepz:  Mum Farim Ssroslos 2750 mis 25T F

Balmo: Ear Fim CEP: gome-am
[ Henkcipio: PORTO ALDGRE
Talfona: (5 IELS-TE40 Fas: (51CIED-FESD E-mal:  cashopasfiopm sdu br
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4] Avaliar o parfl moksculyr dos df=renbes tpos de MP2 nas dferentes regifis=s do Brasl, & comparsr com oS
dadcs disponivels ra Heraium pars curos paises = regiles do rando.

ot Jo Fescs 1 837 50

Ayallagdo doc Flooos & Benaficlon:

Rlcos: Hio estho previsios rscos flsicos aos pariicipantes dest pesquisa pelo faio de serem wEllzadss
SOmERbE Infl:l-lT'uup!-H A disponlvels & banoos de dados sobne 3 dosnga. Corfudo, sempre Rl fsoo de
gu=bra de confidenclaldads em projelos gue acessam banco de dados cu prontudnios.

Beneficlos: Estudos sobre a inddénda e a prevabincls de dosnpas llsossdmicas =ho de inferesse de
peneficisias, auforidades dy sadde, padenies = suas Tamillys, assodagles de pacienies = de [aboraborics
enrsoiiidos. no diagrésticn & no deservokimento de teraplas pam estas condiples. & revislo sisiematica dos

registros da Rede BF2 Brasll, com cruzamento de Informapbes para ellminar 2 duplcidade, com a
associagio de ferramentas genéfico-moleulares = com a avallagho simulidrea de bases de dadios

d=ponivels =m algumas asmdal;ﬁﬂ de pacent=s, pemitinda dsiinear um panoraa abrangenis sobre a
Incidéncls = prevaldncla das MFS =m mosso pals, 0 gue serts imporianks para fomecer subsidlos am
dmensionar 35 necessidades de abendmenio, prznﬂ-;!n = tratymEnio nas difersnbes megifas,

Comenrddrioc & Concldaraglsc cobre a Pecgulca:

Estudo refrospectivo onde serlo ooletados dados de duas Tontes: a Rede MFS Brasl com sede no Serdign
de Geniétca Madca do HOPA = Alanga Brasl de Muoocpolsssoaridose. Os dados serllo cruzados para
eyitar duplicidade de reglsiro, oom objetve final de esiabeleoer & Incidincis dos dferenies Hpos d= BF3 no
Brasil

Conclderaglsc cobra o Termoc de aprecsniagdo obrigataria:
~ol apresentado Termao de Compromisso para Ltitzacko de Dados.
S0 rata-se de eshido refrospectyo hd dispenss do uso de TCLE.
Fesomandagisc:

Mads & recomendar.

Erderspz: s Merim Secsios 2 3500 mis 257 F

Bmlrre: Eorr Fim CEP: o0 mE-as
[ o L Hunicipia: POMTO ALEEEE
Talfona: (5] (IO TEA0 Fan: (S1C3ED-TEE0 Email: cschepaiera scdu br
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Comirascha 30 Feresss 1 B30 590

Conolusches 0w Penddnolss o Licta de Insdequagben:
&z peEndénclas emitidas para o projefo no parecer 1,555,557 foram adequadaments respondldas pelos
pesgulssdores, conforme carta de resposias adicionada em 15052015, Nio apresenta novas pendénclzs.

iConslderagiec Finals a ortbéric do CEP:

Lembramos gue 3 presamie aprovapho (versio projeto = TCLE de 15062016 = demals documenios gue
aferidem A5 solcEaples do CEP) refere-se apenas &05 specios EHoos & metmdoldgioos do projeto. Pam
gus posty ser neallzsdo o mesmo deve estar cadasinedo no sisfema WebSPPE em razbo das queshles
logisticas & financeims.

0 projeto somente poderd ser iniclado apts apnvacio final da ComissSo Clentfica, atavés do Sistema
WebGPPG.

Qualquer aferacks nestes domumenios deverd sar epcaminhada para avalaclo do CEF. Infsmamos gue
cbrigatoraments a versSo do TCLE & ser uSllzada deverd corresponder na Intsgra & versSo vigente
aprorsda.

& comunicaciio de eventos adversos classHicsdos Ccomo serics & INESpersdos, DCWTIIOS COm pacenies
Incluldos mo cenbro HCPA, assim coma os desvios de profocolo guando ervalver dinslamente esbes
pacientes, deverd serrealizada stravés do 3isiema SEC [(Gestlo Estratdgica Operacional) disponieel na
Intranet do HZRA

Exts parsser fol slaborado bacasdo rot doesumenios abaleo relacdonado:

Tipo DoCuTeris Arquive: Fostage= Aufor Shuacio]
Infnrr"ﬂ-g-!r.-:. Biasicas FEI_IHFCIF'.I-.'I.-".I;I:E:E'._E-.*.EII:.'LG_DI}_F' 1505E01E A b
g Profein ROJETS TOT4TI.pdl 1723533
Cirtros Carlts o= _resposiy as pemdenciss FD | 15082016 | Andressa Federfen A b

F 17207
outos Carts_de resposh as pemndenclias. Won  1SDSE0E | Andressa Federfen Areihn
d.OoCE 1724-10
I::-e-chra;h o= Carits_oe_Contordancis AFMPE_Word| 15082016 | Andressa Federfen A b
PEsjulssdores DK 172318
Declarapio d= Carin_de_Conordsncis AFRMPE_FDE. | 1S08T016 | Andressa Faderen FTa_i]
Prsousydores padf g P
Projein Deainado ProfEio_de pesgulsy 1SJunzlis_aib= 1S50501E | Andressa Federfen A b

Erdersgs: s Farim Ssosios 2350 mie 25T P

Balira: Eorr F'im CEP: oo mes-ams
L o L Hunicipio: PORTD ALEEE
Tallona: (S PIEO-TESD Fas: (AIEOES-TELD E-mall: cschopahora sdu br
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Comirisis du Peneasr 1 237 IS
i Broschura racoes_desacadys. docr 1TZ1ZE5 | Andressa Federfen Ao
Invecioador
Projeio Dealfesdo ! | Projeio_de_pesquisy 1S un201s_wersa| 15082016 | Amdressa Federfen Areibo
Brochura o_limpa.docy 1TaES
Imyestgador
Ceclarapio de Formukario_de_delegacac_de_funoces.@ OSTSTE016 | Amdressa Federren A
Pesquisadores ol 113053
E:-ecura;hdt Termo_de_compromisso_pars_uso_de_| DST0ST01E | Andressa Federfen Aretbo
Pesquisadores dadios pd! i s e |
Foiha de Rosio Fodha_de_reesto pdf OSNST0IE | Amdressa Federfen Arain

i i o = =

2fuagdo do Parsosr:

ADTowado

Heosccia &preclagdo da COHER:

Mio

FORTO ALEGRE, DS de Julho de 2018

Appinado por
Jocd Roberic Soldem
(Coordesnador)

Erderepz: Mum Farim Seosios 2350 misn 2507 F

Balimo:  Som Fim
L =

CEF: 90

Hunicipio: PONTD ALDGRE

Taliona: (5| 3E0-TE40 Fax: (5 0ED-TEED

E-mail: cechopafitops s br
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ANEXO B — Parecer de aprovacdao do CEP/HCPA da pesquisa da variante no gene
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PARECER CONSUBESTANCIADOD DO CEF
DADOE DO FROJETD DE PEEQUIZA

Tthalo da Pecquilea: I:iEH'I'IFI{:.-".l;-.‘.-EI DE HETEROZIZOTOE PARA A MUCCFOLIZEACARIDCEE TFO |
|H.'|"EBT|EI|'I.|;-\.‘||} oA I'.-I'..IT.M;-.’;.I} WAOZE EM WOLUNTARIOS DOADGRES DE
BANGUE MO HOEPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE.

Pecguicador: ROSERTD GRAGLIANI

Arsa Tematioa:

Verclo: 3

CGAAE: 48501915.8.0000.5327

inctttulplo Proponands: Hospial de Clinicas de Porto Alsgre
Patrooinador Principal;: HospEal de Clinicas de Porfo Alegre

DADCE DD PARECER

Homaro do Panssser: 1 356 803

Aprecentagdo do Projato:
O projeto “ientficapio de Helemzigotos para & Mucopolissacaridose Tipo 1@ Investgacic da Mubcio
W4l2y =m WVolumtdrios Doadonss de Sangues no Hospital de Clinicas d= Porlo Alegre” & um sstudo
prospectvo de detecplo de heterozigotos para a mutapio maks frequents de WE2 | ra popalaclo em geral.
Esbe =shuds prejende iden8fcar helenaigobos. e 8 muta-g!u W402X em amasras de 1000 ol unErios
doadones de angue no Banco de Sangue do HCFEA &, a partr desta fresquénca, =sfimar a freguéncla de
pxcientes com & dosnca.

Objstvo da Pacgulca:
OBJETIVO GERAL
Ireesiigar & presenca da matacio WO ra populagio do Rio Grande do Sul.

OEMETIVOE ESPECIFICOE
1}Comparar a frequénda de heterozigotos para a mutsgio \WE02X com a feguénca desoia na ltemtra.

ZjEstimar a fregquéncia desta mutatio na populsglo do Rio Grands do Sul.
IjEstimar, a partir da fregeéncis da mutagio na populacho do Rio Grande do Sul & da freguéncla

Endamge: Mum Farim Sercsios 2350 mis S50 F

Balime: Eam Fim CEP: o0 g
ur- is Hunicipioc PORTO ALEDEE
Telfona: (= (IS0 TR0 Fan: (513E0TERD Email: cEchopadltera sdu br
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relafva da mesma muh-;!u nos paclentes da Rede MPs Brasl, a fregudncis da MP3S 1.

Coaminusgh 3o Faeos 1350 BEY

Awallapdo dot Floeot & Benaficlo:

Riscos:

K80 ha rsms espeados em reacko & oolets de sangue EspeciicameniE par =she sshdo, UTE VEZ QUE B
amostra de sangue sard rafirada no moments em gue o paricipants astiver farendo a doaclo de sangue no
Hemocentro do HOFAL Exists o risco de o participants apresentar @ mutagio Wallx. Neste caso, sie pode
optar por ser contatado = nformado sobre ssie resullaco positivo. Se sls quiser, também poderd ser
rarcada e corsuty médica no HOPA pars aconselhamenhy gemstioo.

Beneficios:
0 bereficio da |:-ur|||:||:|a|;5|:| nesie estudo consisie em pooer auxdlar & =sdmar a frequénca da MFE | = de
curas MFE no Rio Gramdes do Sul & no Brasil

Comantarios & Conclderagies cobre 2 Pecgulca:

Eshidos sobre a3 Inddémoa & 8 prevaléncly de dosnpas lsossimicas s5o de interesse de genestidsos,
anforidades da salde, pacientes & suas familas, associaghes de pacientes & de laborabirios envoivides no
diagnéstco & no d=tepvohviments de teraplys para estas condiples. Alem disso, as informaghes peradas
reste fipo de estudo sdo Importantss pars & autordsdes sctimanem o peoo JESS3S OOSNCAS Qars 3
socledade & consldararem a Implantagio de programas de tisgem neoratal. Por mels do sstudo na
popuiacho em geral de matacles frequentes. fas. doencas, & possivel ssimar & frequéncis dess dosns
rema deferminada popaiacho. A mutagio Wa02X & a mals comumenie enconfrada em pacienies com MP3
| = fiod escoihida pam ser pesquisada nesie projeio.

Conclderagbec cobre o Temos de aprecentagda obrigatoria:
O projeso Inchal referencial tearico, jusEficativa, objefvos, descricdo da amosira, criténios de Incuslo e

exriusio, & breve descriglio da mefodoingls = do nomeno amosiral, oronograma de atvidades = refendnciss
biblicgraficas. Mo Fommuldrs da Platriorsas Brasl const & descriglo dos riscos = bepefidos. O suiones

tarmbsim Inclulram o Fomulano de Celegacio de Fungles, o Termo de Compromisso pam Uso de ktaterial
Bloidgico & o TCLE.

Erderegc: 1w Famim Seosios 2350 mis 505 F

Balrre:  Eorm Fim CEP: 90 mys-ams
- s Nenicipha  PONT O ALEGRE
Taldona: (=) prEo-rEsd Fas: [=103E0-TED E-mall: cechopsitors sdu br
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Corminscha 2o Faecs 1350 BEY

Fasomardapies:

A5 recomendacles foram nespondidas peios BSoRES, COMO dESTHD O JeSCFiD 3 sEguir

1} As bbllogratas utilzadas para o referenclal edrico do projeto nio estio otaimente atualzadas, a malks
recente dats de 2041, Sugiro verficar s= ndo existem publicaples mals recenies gues possam contribulr pam

& realzaciio do estuda.
REBFOETA AUTORES: Foram Inchuldss movas referéncias no fexio, a3 guals forsm publcadas de 1580 a

2014 Estas refertnciys serdo utiizadss pars efaboragio do artipo de revisSo do presente projeio.
ARECOMENDAGAD ATENDIDA

Z) s aulomes menclonam gue uiizardo um equipamenis da USMPICFE para a realzagio dos
exparimentos, ponim 2 comsumibiels (Cutros Malerals: "Placa de 96 popos para PCR em iempo eal® e
“Eeics adeshos oplicos pars piacas de 96 poqos”) desorfios no orfaments pars Uss neshe sguipamenha s
peoder ser udlizsdos & oub siellsr & nllo no cEsdo. Verficar quals s8o oz comelos & never os respecivos
walores dos FmEsmas.

REZPCETA AUTORES: Esta In'thnilI,'.El:l Tol corrigida no projeic de peosgulsa. 3o utllEsds o squipamenin
Straiypere Mx3000P, da Agllen Tedhrologles, gue fica ro Cenfro de Terapla Génica. © orpamenio Benbem
fiol corrigido e fungiio da aferacho do mimero de participanies mo estuda.

RECOMENDACAD ATENDIDA.

Conclucles ou Pendinolas o Lisia de Inadequagboc:
Az pepcinclas emitidzs para o projeb mo parscer m® 1,331,727 foram adequadaments respondidas pelos
pesqulssdorss, conforme carta de respestas adicionada em 23112015 Mo apresenta novas pendénchss.

Fonglderagbec Finalc a aritéric do CEF:

Lembramos que a presente aprovacio (Projeto versSo 2 de 14102015, TCLE verslo 2.0 de 23011/20M5 &
demals doogmenios submefidos abd & presents data, que at=mdem &s solickaples do CEP) nefere-se
SpENAS 305 Aspechis &fcos & meiodoldgioos do projelo. Pam que possa ser realzado 0 mesmo dever
estar cadasirado mo skhlerma WeEbERERG & o das guesiles

logisicas & nanceiras. O projel somenbs poderd ser inickado apds aprovacho final da Comissdo Clentifica,
através do Sistema WebGPPG. Qualigueer afterapho pestes documenios deverd ser encaminhada para
arallaglo do CEP. Informamos que obrigatoramentes a versho do TCLE a ser

Erdarepa: s Marim Seosios 235 mie D5 F

Balime: Eam Fim CEP: ooy
I =i Bunicipio:  POETD ALEGRE
Telmfona: (5 IS0 TE40 Fas: (31)0300-TEHD E-mall:  ceshophore scu br
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PlatalFormo

auril

wilrada deverd comespordsr na ini=gra & versSo vigenis aprovada. A currunlm;!-:- e E=vsrios sdversos
COOTSs No EShido deverd ser ealzads araves 4o Siskerma GEO - Gestio Estratégica Operackonal,
disponilvel na inranet do HCPA

Echs parsssr fol slaborado besssdo b do-sumanios abaloo relsslonadoc:

Tipo DoDameni Amuivo Fosiagem Aafor Shaacio|
Inl'nnr'-a-gE:: Basicas FE_IHFDM;EE&_E&EIM&_DG_F X1 s Arefin
dio Progeio ROJET S EESS4 ndl 1200034
Outos Resposty_pendenciss CEP Z3MowZ0Ag Z3M1E01S | Amdressa Federfen At

_assinada pdf 195541
Outos Resposty_pendenciss CEP Z3MowZ0Ag Z3M1E01S | Amdressa Federfen At
o ji=ssT

TCLE ! Temos d= | TERMO_DE_COMSENTIMENTCO_LWVR | Z3M1E01S | Amdressa Federen Ao

Assenbmenio ! E_E_EBCLARECIDD Z3Moviil1s_wers 11=513

JusSficatva de B0 oo b nes: oy

Aycarcly

TCLE ! Temos d= | TERMO_DE_COMSENTIMENTO_LWVR | Z3M12015 | Amdressa Federien Ao

Assentmenio ! E_E_EBCLARECIDED 23MOvIO1S_wers 1M=T24

JusThicathva de ao_Tinaldocy

Aycarcly

Foiha de Rosio Folha_de_Rosio s 16MOZ01S | Amdressa Federhen Ao
133504

Cutros Resposta pendencias wond docy 1SMOZ01S | Amdressa Federfen Ao
150541

Cutros Resposta pendenciys FDF.pdf 1SMOZ01S | Amdressa Federfen Ao
g e e

TCLE ! Temos d= | Termo_Consenimenio_Lre e Esclae| 1SMO0E01S | Amdressa Federen Ao

Assenbmenio ! Chdoi_ 1400201 5_aiteracoes_desondag 1=0E41

Jussficathva de .doCE

ful P i -

TCLE ! Temos d= | Termo_Conssnimenio_Lre e Eoclare| 1SHOT0S | Amdressa Federfen Ao

Az enbmenio ! chdo_ 1402015 versao_firal docy 150425

JusiEficatva de

Ausincly

Cwrpamenio Drcamenio_1S0ui2015 xis 1SMOZ0IS | Amdressa Federfen Ao
g [ g |

Projeio De@dsds ! | Projeio_Eshudo_Detecoao_de_Hebsrozkg 1SM0T01S | Amdressa Federfen Aot

Brochura phs_wersan_2_ 1403015 finaldooy 15001

InyeEsSgador

Projeio De@lvsds ! | Projeio_Eshudo_Detecoao_de_Heberozkpl 1SM0Z01S | Amdressa Federfen At

Brochura phos_wversao_2_ 1403015 allemaooes 1530930

lnyesSaador desiacadas doo

Projeto Dbt Projeto_Esheado Debeccao_de Heberoz 24NEE0IS | Andressa Federfen Areiho

Ercdereps: Nm Farim Ssrosios 2350 s 2557 F

Balirra: Eaor Fim CEP: oo EE-am

ur- i Hunicipio:  POMT O ALEOEE

Tabfona: (5] I3E0-TEH0 Fan: &1L FER E-mall:  oschopaftops sdu br

S laghind L e



HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE - HCPA/

Qo

125

UFRGS

Cormirngh 30 Pk 1 350 BE

[ Broschura Igoins_24Ag02015 doox 1030E | Andressa Federfen Areiio

Iy =cSaadar

oubos Formulario_de_delegacao_de_TunDoes.p Z00STE01S |Amdressa Federen et
df 163513

oS Termo_de_Compromisso_para_Uso_ode| Z00ST0I1S |Andressa Federmen Ao
_Raberial Biolooloo g 185100

Crcamerio Crcamenio_ZZJuED15 1s ZODET0S | Andrersa Federmen Ao

1535045
TCLE ! Termaos de TERRED _DE_COMEENTIMENTO_LNR | OET01S | Amdressa Federen Ao

Assentmenio !
Jussficatha de
AusinCly

E_E EICLARECIDD_240n2 S, docy 1ec:e10

SRuagdo do Parsosr:

Ay

Heosccia &preslagdo da CONER:

FORTO ALEGRE, 08 de Dezmmbro de 2045

Agcinado por
Jocé Aoberic Goldim
[Cooordenador

Erderega:  Mum Marim Ssrcslos 2350 mis 255 F

Balime: Eom Fim

CEP: 9oims-gm
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