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RESUMO

A deficiéncia da atividade enzimatica da NAGLU e o subsequente acumulo de Heparan
sulfato nos tecidos corporais causam a Mucopolissacaridose 111B, uma doencga lisossomal
caracterizada por manifestaces principalmente neuroldgicas, mas em menor grau, em
manifestacdes somaticas. Ndo ha uma caracterizacéo clinica completa dos pacientes com
MPS 11IB diagnosticados pela Rede MPS Brasil, e tal informacédo € essencial para que
possam ser desenvolvidos ensaios clinicos de avaliagdo de tratamentos no pais. O objetivo
deste trabalho foi, desta forma, caracterizar os pacientes com MPS I1IB no Brasil com
relacdo a aspectos clinicos e laboratoriais, buscando avaliar a progressdo da doenca. Foi
observado que a maior parte dos pacientes € diagnosticada tardiamente (por volta dos 12
anos), mas que nos grandes centros esse tempo de diagndstico € menor. A
heterogeneidade pode ser explicada pelo perfil de distribuicdo dos pacientes ao redor de
todo o pais. Foram obtidos dados de vinte e dois pacientes para avaliagdo da progressao.
Identificou-se que os pacientes com MPS IIIB apresentam inicialmente atraso na fala,
seguido de alteracGes motoras e comportamentais. Ao final da primeira década de vida,
as manifestacBes somaticas (hepatoesplenomegalia, alteracbes cardiorrespiratérias) se
tornam mais frequentes. Os pacientes morrem a partir da segunda década de vida, sendo
amaioria por causas respiratorias. Estes dados irdo contribuir para a avaliacao de terapias
para a MPS I1IB, uma vez que fornecem o perfil epidemioldgico de nossos pacientes no

territorio brasileiro.



ABSTRACT

The deficiency of NAGLU's enzymatic activity and the subsequent accumulation of
Heparan sulfate in the tissues cause Mucopolysaccharidosis 111B, a lysosomal disease
characterized mainly by neurological manifestations, and, to a lesser extent, by somatic
alterations. There is no complete clinical characterization of patients with MPS 111B
diagnosed by the MPS Brazil Network, and such information is essential for clinical trials
to evaluate treatments in the country. The objective of this work was to characterize
patients with MPS 111B in Brazil with regard to clinical and laboratory aspects, seeking
to assess the progression of the disease. It was observed that most patients are diagnosed
late (around 12 years old), but, in large centers, this time of diagnosis is shorter.
Heterogeneity can be explained once, the distribution profile of our patients it is around
all country. Data were obtained from twenty-two patients to assess progression. It was
identified that patients with MPS 111B initially present speech delay, followed by motor
and behavioral changes. At the end of the first decade of life, somatic manifestations
(hepatosplenomegaly, cardiorespiratory changes) become more frequent. Patients die
from the second decade of life, most of them due to respiratory causes. These data will
contribute to the assessment of therapies for MPS I1IB, once offers a epidemiological

profile of our patients in Brazilian territory.
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1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo

O termo “Erros Inatos do Metabolismo” (EIM) foi cunhado pela primeira vez em
1908 pelo médico londrino, Sir Archibald Garrod, levado a publico em sua cléssica obra
“Inborn Errors of Methabolism”, publicado pela primeira vez pela Universidade de
Oxford em 1909 (Sainz; Monteagudo, 2002). Em seus anos como professor no curso de
medicina em Oxford, Garrod deparou-se com diversas doengas misteriosas.
Particularmente uma o levou ao patamar de importancia cientifica, pela sua na area da
genética médica. Esta doenca em questdo deixava a urina dos pacientes com uma
coloracdo escura quando exposta ao ar, a alcaptonuria. Antes de que Garrod pudesse
desvendar as nuances que permeavam a patologia, acreditava-se que era uma bactéria que
se alimentava dos compostos da urina e que causava 0s quadros clinicos nos pacientes,
uma vez que quadros de artrite eram presentes nestes individuos. Posteriormente, a
alcaptondria foi finalmente desvendada, e revelara-se como uma doenca causada pela
deficiéncia de uma enzima denominada Homogentisato 1,2-dioxigenase, responsavel por
converter acido homogentisico (HGA) em &cido maleilacetoacético no ciclo de
degradacéo da tirosina (Introne et al., 2003). A cor escura que a urina adquiria ao ser
exposta ao ar era devido a uma reacdo de oxidacdo do HGA, gerando como produto final
um pigmento escuro (Sharabi; Goudar, 2020).

A importancia de citarmos a consolidacdo do termo EIM no estudo de doengas
genéticas é devido ao que representaram as primeiras contribuicdes na caracterizacao
patoldgica deste conjunto de doencas genéticas que, atualmente, perfazem um nimero
aproximado de mil desordens conhecidas (Ferreira; Karnebeek, 2019). Embora “mil”
represente um numero elevado, a incidéncia de portadores para estas deficiéncias
enzimaticas € relativamente baixa. Por exemplo, no Reino Unido, a incidéncia estimada
de EIM ¢é de 20:100.000 nascidos vivos (Ahrens-Nicklas et al., 2015). Estes nimeros nos
mostram um dos grandes motivos de considerarmos tais patologias, embora
numericamente expressivas quanto aos seus tipos, como doencas raras.

A defini¢ao moderna para descrever os EIM pode ser resumida como: “Distarbio

de ordem bioquimica, geneticamente determinada, que afeta a sintese, degradacéo,
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processamento e/ou transporte de certos tipos de metabodlitos no organismo afetado”
(Bicalho, 2015).

Este distarbio bioquimico geralmente é herdado de forma autossémica recessiva,
salvo excecdes como, por exemplo: i) a porfiria e a hipercolesterolemia familiar
(autossdmicas dominantes); ii) raquitismo hipofosfatémico ou resistente & vitamina D,
sindrome de Hunter e sindrome de Lesh-Nyhan (ligadas ao X); e, iii) desordens de
producéo proteica, biossintese de coenzima Qio (desordens mitocondriais). Geralmente
os portadores de tais patologias apresentam o acimulo de produtos ndo degradados que
resultam em um quadro clinico-patoldgico de efeitos tdxicos e deficiéncia de produtos
bioquimicos para o correto funcionamento celular (Figura 01) (Ezgu, 2016; Chinnery,
2020).

= ENZIMA (2)
TRANSPORTADOR = +
OU RECEPTOR (1) COFATOR (3)
SUBSTRATO SUBSTRATO = = = = = » » » « s PRODUTO

A

MUTAGAO GENICA )
OUTRA VIA METABOLICA (4)

*
EEEEEEEENEEN
EEEEEEEENER

MEMBRANA NUCLEAR

Figura 01: Representagdo esquematica da patofisiologia geral dos Erros Inatos do Metabolismo.
Neste esquema, observa-se que o defeito genético pode estar associado a uma mutagdo em um transportador
ou receptor de membrana (1), a uma enzima que converte um determinado substrato em um produto
secundario (2), a um cofator que se faz necessario para uma atividade enzimatica 6tima (3), ou, finalmente,
em a inibicdo de uma via metabdlica alternativa (4) levando ao acimulo de um substrato ndo-degradado ou
catalisado. (Fonte: Autor. Adaptado de Ezgu, 2016)

Segundo Saudubray e Garcia-Cazorla (2018), os fisiologistas estdo modernizando
o sistema de classificacao dos EIM, dispondo-o0s em duas principais categorias, baseadas
em suas caracteristicas clinicas-patoldgicas: Categoria 01) Distarbios que envolvem

apenas 01 sistema funcional, como, por exemplo, o sistema endocrino, sistema
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imunoldégico, sistema cardiaco; ou que afetem apenas um érgdo ou sistema anatémico,
como, por exemplo, intestino, tubulos renais, tecido conjuntivo. Categoria 02) Inclui o
grupo de distarbios que envolvam uma rota bioquimica que afete um determinado
conjunto de 6érgdos e células (doencas de distarbios lisossomais, por exemplo); ou um
distarbio cuja patologia é restrita a um Unico 6rgdo, no entanto, a progressdo clinica
comeca a ter consequéncias humorais ou sistémicas (como a hiperamonemia causada por
defeitos no ciclo da ureia, por exemplo). Esta categoria niUmero 02, segundo 0 modelo
proposto por Saudubray e Garcia-Cazorla pode, ainda, ser subdividida em trés
subcategorias: 1) disturbios do metabolismo intermediario que afetam pequenas
moléculas; 2) distdrbios que envolvam principalmente o metabolismo energético; e, 3)
desordens que envolvam moléculas complexas.

Embora o modelo proposto demonstre ser promissor, a classificacdo classica dos
EIM os divide em 17 grupos principais de doencas, que se agrupam especialmente por
tipo de substratos n&o-degradados, principais organelas celulares atingidas,
sintomatologia neuroldgica (aproximadamente 85% dos EIM apresentam caracterizacdes
clinicas neuroldgicas), sintomatologia extraneuroldgica e achados laboratoriais (Ferreira;
Karnebeek, 2019; Saudubray; Garcia-Cazorla, 2018). Este sistema de classificacdo esta
resumido na Tabela O1.

Dentre os integrantes do sistema de classificacdo classica esta um grupo de
doencas classificadas como Doencas de Depdsito Lisossomal. Estas sdo de pertinente

interesse para o presente trabalho.
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Tabela 01: Classificagdo dos Erros Inatos do Metabolismo em 17 grupos classicos.

EIM

Sintomatologia Neuroldgica

Sintomatologia Extraneurolégica

Achados Laboratoriais

Desordens do Ciclo da Ureia

Encefalopatia.

Doenga do Figado.

Hiperamonemia.
Alcalose respiratoria.

Acidemias Orgénicas

Encefalopatia.
Coreoatetose.

Citopenia.
Pancreatite.
Cardiomiopatia (PA).
Doenca renal (MMA).

Hiperamonemia.

Acidose metabélica de iato ibnico
elevado.

Hiperglicinemia cetdtica.

DistUrbios de metabolismo da biotina

Encefalopatia.

Eritroderma ou ictiose.

Hiperamonemia.

Acidose metabolica de alto-anion.
Acidose lactica.

Cetose.

Doenga da urina de xarope de bordo

Encefalopatia.
Opistotono.
Movimentos de bicicleta/esgrima.

Cheiro doce na urina.

Cetose.
Hipernatremia.
Aumento de BCAAs e BCKAs.

Defeitos na oxidacéo de &cidos graxos

Encefalopatia.

Miopatia de armazenamento de lipidios.

Doenca hepatica.

Hipoglicemia hipocetotica.

Cistos renais (GA2)
Acidose Léctica primaria Encefalopatia. Caracteristicas dismdrficas (deficiéncia ~ Acidose Lactica
Parkinsonismo infantil. de PDH)
Encefalopatia glicina Convulsoes. Nenhum. Alta concentracdo de glicina no Liquido
Cérebrospinal e no plasma
Deficiéncia de cofator de Convulsoes. Nenhum. S-sulfocisteina elevada.

molibdénio/sulfito-oxidase

Hiperecplexia.

Baixa cisteina.
Alta taurina.
Aumento de AASA e 4cido pipecélico.

Desordens no metabolismo de GABA

Convulsdes.
Hipersonoléncia.
Coreatetose.

Supercrescimento

Elevado Acido 4-hidroxibutirico na
urina (SSADH). GABA elevado.
Beta-alanina e homo-carnosina
(GABAT).
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Tabela 01: continuacéo.

EIM

Sintomatologia Neuroldgica

Sintomatologia Extraneurolégica

Achados Laboratoriais

Epilepsia dependente de piridoxina Convulsdes. Nenhuma. Aumento de AASA e de acido pipecolico

Transtorno de biossintese de serina Microcefalia. Ictiose. Baixa serina no plasma e no Liquido
Convulsdes. Ectrdpio, eclabio (neu-laxova). Cérebrospinal.

Desordens de Dep6sito Lisossomal Neurodegeneracéo. Hidropsia fetal. CK aumentada (Pompe).

Hipotonia (Pompe).

Melanose dérmica.
Ictiose (Gaucher tipo 2).

Desordens Peroxissomais Hipotonia. Colestase. VLCFA elevado.
Convulsoes. Cistos renais. Acido Fitanico.
Pontilhado epifisario. Intermediérios de Acido Biliar.
Caracteristicas dismorficas. Acido Pipecolico.
Baixo Nivel de plasmalogénios.
Distlrbios da biossintese de colesterol Microcefalia. Caracteristicas Dismorficas. Colesterol baixo.
Hipotonia. Fotossensibilidade. Elevado 7DHC.
Distlrbios congénitos de glicosilagéo Hipotonia. Mamilos invertidos. Transaminases elevadas.
Convulsoes. Almofadas de gordura anormais. Coagulopatia.
Anormalidades Enddcrinas.
Disturbios do Metabolismo do Cobre Convulsoes. Pili torti. Cobre e ceruloplasmina séricos baixos.
Cutis laxa. Urina com alta concentracao de cobre.
Diverticulos de bexiga.
Lesdes metafisarias.
Deficiéncia de GLUT1 Convulsdes. Anemia Hemolitica. Baixa glicose e lactose no liquido cérebro

Movimentos anormais nos olhos.

Pseudohipercalemia.
Catarata (mutagdo especifica).

espinal.
Baixa concentracdo de glicose no liquido
cérebro espinal e no soro.

Abreviaturas: 7DHC, 7-desidrocolesterol; AASA, semialdeido a-aminoadipico; BCAAs, aminoacidos de cadeia ramificada; BCKAs, cetoacidos de cadeia ramificada; BGF,
ganglios basais; CC, corpo caloso; DWI, imagem ponderada por difusdo; GA2, acidudria glutarica tipo 2; GABAT, GABA transaminase; GIx, glutamina / glutamato; MMA,
acidemia metilmalémicaMSUD, doenca da urina do xarope de bordo; NAA, N-acetilaspartato; PA, acidemia propidnica; PC, piruvato carboxilase; PDE, epilepsia dependente
de piridoxina; PDH, piruvato desidrogenase; SLO, sindrome de Smith — Lemli — Opitz; WM, matéria branca. (FONTE: Ferreira; Karnebeek, 2019.)
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1.2. Doengas de Deposito Lisossomal

Nestas enfermidades, o protagonista, como o proprio nome ja nos diz, é o
lisossomo. Esta organela é responsavel pela degradacéo e reciclagem de macromoléculas,
como, por exemplo, carboidratos, lipidios, acidos nucleicos e proteinas, adquirindo uma
funcdo de centro metabdlico celular (Platt et al., 2018).

O centro metabdlico celular é coordenado por um conjunto de aproximadamente
60 diferentes hidrolases acidas pertencentes as mais variadas familias como, por exemplo,
as glicosilases, sulfatases, peptidases, fosfatases, lipases e nucleases; além de uma
integracao de sinais fornecidos pelas chamadas proteinas ndo-lisossomais que participam
da modulacdo do préprio lisossomo (Parenti et al., 2015). A presenca destas proteinas
ndo-lisossomais é de extrema importancia para a manutencao do dinamismo lisossomal.
E através deste conjunto proteico que esta organela pode fundir-se com autofagossomos,
fagossomas, membrana plasmatica, endossomos, mitocdndria e reticulo endoplasmatico;
formando uma estrutura de contato funcional conhecidas como microdominios de
sinalizacdo que permitem a transferéncia de lipidios e troca de metabdlitos e ions de célcio
entre as organelas, além de funcGes como a comunicacdo célula-célula e célula-matriz
extracelular (Platt et al., 2018).

Mutacdes nestas diferentes proteinas lisossomais (hidrolases, proteinas de
membrana, transportadores, modificadores, co-ativadores enzimaticos) sdo responsaveis
por causar os diferentes tipos de Doenca de Depdsito Lisossomal ou Doencas Lisossomais
(DDL) (Figura 02-B). Estas mutacBes em genes especificos, que contribuem para o
funcionamento lisossomal, levam a uma deposicdo primaria aberrante de produtos nao
degradados ou parcialmente degradados no interior da organela, transporte prejudicado
de lipidios e metabdlitos, e até mesmo um armazenamento secundario de moléculas
proteicas ndo-enzimaticas, podendo ser responsaveis por processos patolégicos comuns
a outras doencas (Marques; Saftig, 2019).

Estima-se que atualmente sejam conhecidos 70 tipos de DDL monogénicas que
afetem as atividades catabolicas nos lisossomos, sendo estas herdadas, principalmente,
por um mecanismo autossémico recessivo, com excecdes de trés delas com heranga X-
especifica (Platt et al., 2018; Belletatto et al., 2018). Embora 0 numero possa parecer
expressivo, estima-se que existam aproximadamente 1300 genes envolvidos no
metabolismo lisossdmico, e dentre o nimero estimado de DDLs, apenas 50 estdo
relacionadas diretamente com deficiéncias enziméticas, resultando em uma

subclassificacdo clinica de DDLs (Perenti et al., 2015).
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Figura 02: Complexidade de proteinas, suas funcGes e patologias associadas as DDL. A) As diferentes composigdes proteicas presentes na estrutura dos lisossomos o
tornam suscetivel a uma série de doencas classificadas como Doencas de Deposito Lisossomal. A alteragdo na homeostase lisososomal pode estar relacionada também com
processos patoldgicos comuns a outras doencas. Na imagem podemos ilustrar certos tipos de deficiéncias enzimaticas relacionadas a diferentes tipos de patologias. A doenca
de Gaucher é causada pela deficiéncia de beta-glucocerebrosidase (GCase) e o acimulo de Glicosilceramida (GlcCer), que, como efeito reflexo, causa um acimulo de alfa-
sinucleina, caracteristica da doenca de Parkinson, bem como deposicdo de corpos de Lewy associados a quadros de deméncia. A Mucopolissacaridose tipo 111B é causada pela
deficiéncia da enzima alfa-N-acetilglucosaminidase (NaGlu) e o acimulo de sulfato de heparan, que, como efeito reflexo, causa um acimulo de proteina tau-fosforilada presente
em doencas neurodegenerativas como o Alzheimer. A doenca de Niemann-Pick tipo C, é causada pela deficiéncia de NPC1, que contribui para doengas neurodegenerativas
como Alzheimer, fibrose e cAncer. Na Galactosialidose, associada a defeitos na degradacdo de LAMP2, hd um aumento de autofagia aberrante por deficiéncia da catepsina A,
causando deméncia frontotemporal. Outros eventos como acimulo de gangliosideo GM1 nas membranas intracelulares e o distdrbio da homeostase do calcio podem ocasionar
sintomatologias relacionadas a doenga de Alzheimer. Nos casos de Mucopolissacaridose I11A, 111B e I1IC, bem como em doengas como lipofuscinose cerdide neuronal, ocorrem
alteracBes mitocondriais que resultam de processos interativos entre mitocdndria-lisossomo. APP, proteina precursora mieldide. RE, Reticulo Endoplasmético. FNGN,
Glomerulonefrite necrosante local. GLB1, Beta-galactosidase. CMA, Chaperone-mediated autophagy. SCMAS, Subunit ¢ of Mitochondrial ATP Synthase. HS-GAG, Heparan
Sulfato Glicosaminoglicano. (Adaptado de Platt et al., 2018.)
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As DDLs podem ser subclassificadas de acordo com o defeito em uma rota
bioguimica especifica e o tipo de material acumulado (por exemplo, esfingolipidoses,
mucopolissacaridoses e glicoproteinoses), ou podem incluir proteinas ndo enzimaticas.
Logo, dentre as DDLs envolvidas por proteinas constituintes ou associadas aos
lisossomos, existem 7 desordens de proteinas integrais de membrana, 12 desordens em
organelas relacionadas aos lisossomos e 14 desordens envolvendo a producdo de
lipofuscina, as quais ndo se relacionam diretamente com as atividades cataliticas
lisossomais, por exemplo (Platt et al., 2018).

Embora as DDLs sejam heterogéneas, o perfil patologico a nivel molecular é
bastante parecido. A partir das analises dos diversos mecanismos patogénicos das doengas
lisossomais, criou-se o que ficou conhecido como Hipotese da Citotoxicidade do
Armazenamento Lisossomal. A base desta hipdtese cientifica parte do pressuposto de que
mutacdes que ocorrem em um determinado gene especifico, neste caso codificadores de
proteinas lisossomais, levam a perda de funcdo de uma determinada via enzimatica da
organela, resultando no acimulo de produtos ndo-degradados e ndo-metabolizados que
inicia uma cascata de eventos bioquimicos secundarios, provocando uma disfuncao
celular, comprometimento de mecanismos de reciclagem vesicular e disfungéo associada
a organelas de contato com o lisossomo, como o Complexo de Golgi, Reticulo
Endoplasmatico e a Mitocondria (Kigma et al., 2015; Bellettato et al., 2018). Esta
hipbtese resume tudo o0 que ja citamos nesta secdo a respeito dos mecanismos de DDL e
a base citofisiologica destes processos esta resumida na Figura 03.

Entre as doencgas em que este processo parece ser um dos principais mecanismos

patoldgicos, estdo as Mucopolissacaridoses (MPS).
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Figura 03: Mecanismo citofisiologico basico das Doengas de Depdsito Lisossomal e tratamentos disponiveis. Os eventos patogénicos das DDL iniciam com mutagdes
especificas em genes que compdem o aparato de homeostase lisossomal. Enquanto mutaces nonsense levam a degradacdo precoce do mRNA, certas variantes, como as
missense, levam a producdo de uma proteina mutante instavel, que é degradada. Sua falta leva ao acimulo de macromoléculas no lisossomo, que podem gerar anormalidades
secundarias como estresse oxidativo, dano celular e resposta inflamatoria que, ao ser induzida, pode gerar mecanismos de feedback positivo, tornando o quadro crénico. O maior
entendimento da patologia geral das DDLs pode revelar estratégias terapéuticas interessantes. Em azul estdo as estratégias terapéuticas que podem agir em diferentes etapas do
mecanismo patoldgico. A mutagdo de um gene especifico pode ser corrigida usando terapia génica A enzima mutante também pode ser estabilizada utilizando-se chaperonas
farmacoldgicas ou reguladores de proteostase (no caso de certas mutacfes missense). Outra estratégia é fornecer uma enzima recombinante por via intravenosa, a terapia de
reposicao enzimética. Ainda, pode-se realizar o transplante de células-tronco hematopoiéticas, por transplante alogénico. Estratégias menos usuais para o tratamento de DDLs
envolvem a reducdo da sintese do substrato utilizado pela enzima defeituosa ou manipulagdo de vias metabdlicas celulares. (Fonte: Autor. Adaptado de Parenti et al., 2015;
Bellettato et al., 2018)
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1.3. Mucopolissacaridoses

As Mucopolissacaridoses (MPS) sdo caracterizadas como um grupo de doengas
genéticas resultantes de deficiéncias em enzimas lisossomais responsaveis por degradar
macromoléculas conhecidas como Glicosaminoglicanos (GAGSs). Estas macromoléculas
sdo polissacaridios responsaveis por diversas funcGes celulares e de matriz extracelular.
Restringindo-se aos seres humanos, as funcbes relativas aos GAGs podem ser
exemplificadas pela sua funcdo na lubrificacdo das articulacdes, crescimento celular
(participantes dos processos de ligacdo entre fatores de crescimento e seus respectivos
receptores de membrana), regulacdo da proliferacdo celular e co-participantes nos
processos de adeséo celular (Neufeld; Muenzer, 2001; Vieira et al., 2008; Stapleton et al.,
2018). Eventualmente, a composicdo quimica desses GAGs é variavel. No entanto, de
forma comum, todos séo degradados por enzimas lisossomais especificas que funcionam
de forma sequencial para reduzir uma, duas ou trés das principais cadeias polissacaridicas
a moléculas de monossacarideos como, por exemplo, o sulfato de heparan, sulfato de
queratan e sulfato de dermatan (Bigger et al., 2018; Stapleton et al., 2018).

Dependendo de qual seja a deficiéncia enzimatica relacionada a degradacdo de
GAGs, diferentes conjuntos de compostos ndo-degradados acumulam-se no interior das
organelas lisossomais afetando diferencialmente varios tecidos e 6rgdos do corpo,
especialmente onde estas macromoléculas atuam. Um exemplo destas peculiaridades
clinicas, por exemplo, é a MPS IVA, um subtipo de MPS que é caracterizado por
mutacgdes no gene GALNS, que codifica a enzima Galactose-6-sulfatase. Sua deficiéncia
causa a deposicao de moléculas de queratan e condoitrin sulfato nos lisossomos e afeta
principalmente as articulacbes, uma vez que, neste caso, esses GAGS sao essenciais na
lubrificacdo das mesmas. No entanto, diferentemente da MPS IVA, a MPS Ill é um
conjunto de doencas que ndo tem muitas caracteristicas clinicas associadas a dificuldade
de locomocdo, uma vez que nesta se acumula o heparan sulfato, e sua principal
sintomatologia relaciona-se com o atraso do desenvolvimento neuroldgico dos pacientes
(Suarez-Guerrero et al., 2016). Esses exemplos ilustram a heterogeneidade das MPS
devido a diversidade de GAGs afetados por mutacbes em genes que codificam para
distintas enzimas. Um panorama geral a respeito dos tipos de MPS, genes afetados e

principais caracteristicas clinicas estédo resumidas na Tabela 02.
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Tabela 02: Classificagcdo das Mucopolissacaridoses

MPS NOME ENZIMA GAG ACUMULADO GENE LOCUS SINAIS CLINICOS HERANCA

| Sindrome de Hurler Alfa-L-iduronidase IDUA 4p16.3  Transtorno cognitivo, face Autossdmica
(OMIM #607014); dismérfica, degeneracdo da retina, Recessiva
Sindrome de Dermatan e Heparan opacidade da cornea,

Hurler/Scheie Sulfato miocardiopatia,
(OMIM #607015); hepatoesplenomegalia.
Sindrome de Scheie

(OMIM #607016)

1 Sindrome de Hunter Iduronato-L-sulfatase IDS Xq28 Transtorno cognitivo, face Recessiva ligada
(OMIM #309900) Dermatan e Heparan dismérfica, degeneracgéo da retina, ao X

Sulfato miocardiopatia,
hepatoesplenomegalia.

1l Sindrome de Heparan-N-sulfatase SGSH 17925.3
Sanfilippo A (OMIM
#252900); Alfa-N-

Sindrome de acetilglucosaminidase NAGLU 17g21.2 Retardo mental, deterioracéo Autossdmica
Sanfilippo B (OMIM Heparan Sulfato cognitiva progressiva, Recessiva
#252920), Alfa_glucosamina_N_ hiperatiVidade, diSfun(;éO motora.

Sindrome de acetiltransferase

Sanfilippo C (OMIM HGSNAT  8pll.21

#?52930); N-acetilglucosamina-6-

Sindrome de sulfatase

Sanfilippo D (OMIM GNS 12914.3

#252940)

v Sindrome de Galactosamina-6-sulfato- Queratan e condoitrin GALNS 16g24.2  Displasia esquelética, disfuncéo Autossémica
Morquio A (OMIM sulfatase sulfato motora, hiperflexibilidade Recessiva
#253000); articular, opacidade da cornea.

Sindrome de Beta-galactosidase Queratan sulfato GLB1 3p22.3  Nao apresentam transtorno

Morquio B (OMIM
#253010)

cognitivo.
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Tabela 02: continuagéo.

MPS NOME ENZIMA GAG ACUMULADO GENE LOCUS SINAIS CLINICOS HERANCA
VI Sindrome de N-acetilgalactosamina-4- ARSB 5914.1 Displasia esquelética, disfuncéo Autossdmica
Maroteaux-Lamy sulfatase (ou Arilsulfatase-  Condroitin sulfato, motora, cifose, defeito cardiaco, Recessiva
(OMIM #253200) 6) dermatan sulfato opacidade da cornea. Nao
apresentam transtorno cognitivo.
Vil Sindrome de Sly Beta-glucoronidase Dermatan e Heparan GUSB 7911.21 Hidropsia fetal, hepatomegalia, Autossdmica
(OMIM #233230) sulfato displasia esquelética, opacidade Recessiva.
da cornea, retardo mental.
IX Sindrome de Hialuroglucosaminidase-1 ~ Acido hialurdnico HYAL1 3p21.31 Massas de tecido macio Autossdmica
Natowicz (OMIM periarticulares, mudancas faciais, Recessiva
#601492); baixa estatura.

(Fonte: Adaptado de Suarez-Guerrero et al., 2016)
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Apesar dos quadros sintomatologicos na MPS serem variaveis dependendo do tipo
de defeito enzimatico, ha uma concordancia geral: o diagndstico precoce na fase
assintomaética é o jeito mais eficaz de preservar e melhorar a funcdo organica atraves de
terapias de intervencao eficazes disponiveis atualmente, como, por exemplo, a Terapia de
Reposicdo Enzimatica (Zhou et al., 2020). Uma das principais formas de garantir um
diagndstico precoce para a MPS é através dos métodos de Triagem Neonatal,
especialmente para os subtipos da doenca que possuem terapias disponiveis, que podem
garantir uma melhora na qualidade de vida dos pacientes. Estes métodos de triagem
podem ser utilizados especialmente em regides do pais que possuem alta incidéncia para
determinados tipos de MPS. Uma visdo parecida com a que compartilho nestas linhas foi
defendida por Donati e colaboradores (2018) para a criagdo de um sistema de triagem
neonatal para a MPS I, ou Sindrome de Hurler, em nascidos vivos no Reino Unido, uma
vez que a incidéncia destes portadores no pais mostra niveis elevados. No Brasil, a
parceria da Casa dos Raros junto & Rede MPS tenta implementar novos sistemas de
triagem neonatal relacionados com Erros Inatos do Metabolismo de maior incidéncia na
populacdo brasileira; o que pode gerar, em um futuro préximo, resultados promissores e
uma melhora significativa na qualidade de vida dos portadores de doencas raras.

Dentre os subtipos da MPS, chamo atencdo em especial para a
Mucopolissacaridose tipo 11, que é o foco do presente trabalho.

1.4. Mucopolissacaridose tipo 111

A Mucopolissacaridose 111 (MPS 111) ou Sindrome de Sanfilippo (ORPHA: 581;
CID E79.2) é uma doenca de armazenamento lisossomal associada com 0s genes que
codificam as enzimas Heparan-N-sulfatase (MPS 111A) (OMIM # 252900), N-acetil-alfa-
glucosaminidase (MPS 111B) (OMIM #252920), Alfa-glucosamina-N-acetiltransferase
(MPS HIC) (OMIM #252930), N-acetil glucosamina-6-sulfato sulfatase (MPS I1ID)
(OMIM # 252940), de carater autossomico recessivo com uma taxa de prevaléncia de 1-
9: 1.000.000 nascidos vivos (Giugliani et al., 2017; Hamano et al., 2008).

A rota enzimatica referente a Sindrome de Sanfilippo é composta por nove
enzimas diferentes, relacionadas aos processos de degradagdo do Sulfato de Heparan
(HS); cinco das quais diretamente ligada aos processos de remocdo de grupos sulfato
presentes em diferentes posicdes dos GAGs e do acido idurdnico/glucurdnico
(Kowalewski et al., 2015). Um defeito nesta etapa catalitica resulta no acumulo

progressivo de residuos terminais do produto HS néo degradado, afetando diretamente os
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processos de endocitose, macroautofagia, homeostase do célcio, atividade mitocondrial,
homeostase do reticulo endoplasmaético, sintese de fosfolipidios, crescimento de neuritos;
refletindo-se em condig¢des neuroinflamatdrias que presumivelmente agravam a condigao
neurodegenerativa da doenca lisossomal (Lemonnier et al., 2011).

O HS esta localizado em toda a superficie da célula e é secretado diretamente na
matriz extracelular, participando de numerosas fungdes relacionadas a vias metabolicas
distintas, além de ser continuamente reciclado nos compartimentos lisossomais da célula
(Webber et al., 2018). O defeito em sua rota enzimatica resulta em seu acumulo,
comprometendo, dessa forma, os processos de vacuolizagéo citoplasmatica e acarretando
uma dilatacdo lisossomal caracteristica de doencgas neurodegenerativas associadas a
depositos lisossomais (Webber et al., 2018; Vitry et al., 2010).

Outros subprodutos também sédo acumulados em sistemas endocelulares, como
glicosideos GM2 e GM3, subunidade-c mitocondrial da ATP sintase (SCMAS), ubiquitina
e lisozimas (esses produtos estdo relacionados a lesdes ubiquitina-positivas, distrofia
axonal, perda de densidade celular de Purkinje e morte celular generalizada ) (Vitry et al.,
2010; Beard et al., 2017).

O processo neuroinflamatério na Sindrome de Sanfilippo pode ser resumido em
quatro etapas principais: i) As células da microglia sdo ativadas por meio da interacdo de
seus receptores Toll-like 4 (TLR4) com fragmentos HS ndo degradados; ii) H& um
acumulo de produtos secundarios como GM2 e GM3 principalmente em neurdnios das
regibes cerebrais corticais e cerebelares; iii) o acumulo progressivo de agregados
proteicos na via de sinalizacdo autofagica lisossomal ocorre principalmente nas regiGes
do cértex medial e giro dentado; e, iv) O acumulo progressivo leva a reacbes de
sinalizacdo adversas em neurbnios cerebrais, induzindo, entre outras proteinas, a
expressao de GM130, seguida de alteracdes subsequentes na arquitetura do complexo de
Golgi, reducdo da proliferacdo de neuritos e potencializacdo de alteragdes relacionadas as
vias de migracao neuronal e apoptose mitocondrial (Figura 04) (Martins et al., 2015).

Precisamos ter a ideia de que os processos moleculares intrinsecos da patologia
celular referente a MPS-IIl sdo contribuintes para todas as caracteristicas
sintomatoldgicas clinicas em macroescala. Trazer a tona 0s processos patoldgicos base
da doenga é uma das formas de entendermos a complexidade e magnitude que os EIM se

mostram.
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Figura 04: Representacdo esquematica dos processos neuroinflamatérios na Mucopolissacaridose
Tipo I11. (Ponto 01) O trafego vesicular intracelular tem seu inicio de forma normal,; (ponto 02), porém,
h& um descompasso no complexo de Golgi, pela baixa expressdo de GM130, levando ao acimulo de
produtos colaterais (vesiculas GM2 positivas) em fonte de vesiculas ndo lisossomais. (Ponto 03) Apesar de
haver atividade endocitica normal, a formacdo do complexo de vesiculas de degradagdo madura via fusao
com vesiculas lisossomais LAMP1-positivas ndo ocorre de forma eficiente (Ponto 04), observando uma
falha no processo de degradacdo de proteinas e maturacdo das endovesiculas. (Ponto 05) A ativacdo
neuroinflamatoria nos neurdnios esta associada a via glial, pois a dispersdo de produtos associados ao
estresse oxidativo, como no caso do éxido nitrico, bem como a liberacdo de citocinas, desencadeia, via
receptores TLR4, processos intracelulares de ativacdo molecular de vias pré-inflamatérias, bem como,
causam estresse oxidativo nas mitocondrias. O estresse mitocondrial (ponto 06) leva a indugdo mitocondrial
de vesiculas GM2 ndo degradadas, revelando-se vesiculas mitocondriais inativas positivas para acimulo
de produtos secundarios, como GM2 e GM3, e vesiculas mitocondriais. Acredita-se que esta atividade

inflamatdria crnica possa gerar a neurodegeneracao.
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As caracteristicas clinicas da doenca se restringem, principalmente, ao sistema
nervoso central; uma vez que as caracteristicas somaticas nestes pacientes sdo mais
brandas. Entre 2-6 anos de idade iniciam-se 0s primeiros sintomas neuroldgicos
associados, principalmente, ao atraso de linguagem, hiperatividade sem resposta
medicamentosa, atrasos no desenvolvimento e comportamento agressivo (Andrade et al.,

2015). As dificuldades relacionadas ao comportamento iniciam-se aos 2-3 anos e
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agravam-se gradativamente, evoluindo para comportamentos destrutivos até que por volta
de 5-10 anos de idade ocorre uma perda progressiva e severa dos processos intelectuais e
das func¢bes motoras (Fedele, 2015).

Podemos subdividir o curso da MPS 111 em trés principais fases: 1) 1-3 anos ou
superior a trés anos em pacientes com fendtipos leves: o principal sintoma nesta fase € o
atraso neuroldgico dos pacientes, caracterizado principalmente por distarbios de fala
acompanhado pelos problemas comportamentais acima relatados; 2) 3-4 anos: declinio
cognitivo progressivo acompanhado de distdrbios de sono, agressividade, hiperatividade,
ansiedade e comportamento autista; e, 3) inicio na adolescéncia: declinio acentuado da
disfungdo motora, reducdo dos problemas comportamentais, deméncia severa,
espasticidade e dificuldades de degluti¢do (Zhou et al., 2020). A evolucéo do quadro pode
levar ao paciente a um estagio vegetativo e morte em torno da segunda e terceira década
de vida (Andrade et al., 2015).

Outras caracteristicas clinicas associadas a MPS 111 incluem: infecgdes recorrentes
do trato respiratério e ouvido, levando os pacientes a realizarem procedimentos cirirgicos
como a tonsilectomia e adenotonsilectomia; diarreia, constipacdo em pacientes mais
velhos, retinite pigmentosa, crises convulsivas, epilepsia e comportamentos do tipo
autista (Valstar et al., 2008).

Estima-se que a incidéncia global para a MPS 111 seja de 1 a cada 70.000 nascidos
vivos, podendo variar, dependendo da area geografica; destes, observa-se que o
diagnostico de MPS 111A e 11IB sdo os mais comuns quando comparados aos subtipos
IIC e I1ID (Zelei et al., 2018).

1.5. Mucopolissacaridose 111B

A MPS 111B afeta aproximadamente 1 a cada 250.000 nascidos vivos ao redor do
mundo, variando a cada determinada regido geografica (Whitley et al., 2018). Atualmente
foram detectadas aproximadamente 120 variantes do gene NAGLU (localizacéo
cromossdmica 17g21.1, constituido por seis éxons codificantes de uma cadeia
polipeptidica de 743 aminoacidos, que apos a clivagem sitio especifica na sequéncia-sinal
de seis sitios de asparagina, origina uma proteina madura de 720 aminoacidos com massa
aproximada de 80kDa), responsaveis por gerar o fendtipo patogénico da MPS IlIB,
dividindo-se em variantes missense, mutac¢des sem sentido, dele¢des, insercdes e sitios de
mutacdo associados aos processos de splicing alternativo (Gaffke et al., 2018; Fedele;
2015; Valstar et al., 2008).
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A deficiéncia da atividade enzimatica da NAGLU e o subsequente acumulo de HS
nos tecidos corporais causam uma variedade de sintomatologias clinicas que, conforme
mencionado anteriormente, afetam principalmente o sistema nervoso central. No entanto,
outras manifestacbes, em menor grau, incluem: sintomatologias musculoesqueléticas,
respiratorias, de ouvido, nariz e garganta, gastrenterologicas, cardiacas e oculares. Estes
sintomas secundarios ocorrem de forma heterogénea, variando de paciente para paciente.
Alguns sintomas sdo compartilhados entre as MPS. Destes, incluem-se: face dismorfica,
sobrancelhas grossas, cabelo grosso, perda auditiva, hepatoesplenomegalia, patologia
esquelética, problemas de crescimento e degeneracao das articulagdes (embora menos
pronunciada quando comparada a MPS |, por exemplo) (Lavery et al., 2017).

Os primeiros sintomas da MPS I11B surgem por volta dos 2-6 anos de idade; no
entanto, pacientes com a forma atenuada da patologia podem apresentar 0s primeiros
sinais da doenca de forma mais tardia, como, por exemplo, 18 anos (Valstar et al., 2008).
As criangas comegam apresentando um retardo no desenvolvimento neuropsicomotor
acompanhado de manifestacdes somaticas como recorrentes infeccbes do trato
respiratorio (ouvido, nariz e garganta). A evolucdo clinica destas apresentacdes se
caracterizam por problemas de comportamento (hiperatividade e disturbios do sono),
progredindo até os pacientes chegarem a uma idade aproximada de 5-10 anos (Whitley et
al., 2018). Geralmente os problemas de comportamento ndo séo atenuados com uso de
medicacdo, mas, aos poucos, vado reduzindo sua manifestacdo no decorrer da degeneracao
neuronal, levando a um estagio grave de retardo neurolégico (Valstar et al., 2008).

Os primeiros sintomas sdo seguidos por declinio intelectual progressivo (iniciado
por volta dos 4 anos de idade), inicio de deméncia grave, problemas de disfungdo motora,
aumento da espasticidade, convulsoes, e, por fim, dependéncia completa do seu cuidador
(Cross et al., 2014; Kim et al., 2016). Outros sintomas incluem diarreia recorrente e
deficiéncia visual (Cross et al., 2014). A progressao destas sintomatologias resulta em um
quadro vegetativo e morte geralmente por volta da segunda/terceira década de vida
(\Valstar et al., 2010).

O diagnéstico é realizado detectando-se 0s niveis de GAGSs na urina; e,
posteriormente, confirmando-se a suspeita dos achados fenotipicos com o diagnéstico
molecular relacionado a deficiéncia da enzima NAGLU e identificacdo de mutacao
patoldgica do gene codificante (Whitley et al., 2018).

Embora ndo se tenha nenhuma terapia para a MPS I11B, estudos tem sido realizado

para alcancar esse objetivo e promover uma melhora significativa na qualidade de vida
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destes pacientes. Dentre as expectativas, incluem-se terapias génicas (a entrega da
sulfamidase junto a SUMF1 via intravenosa utilizando um carreador adenoassociado);
aplicacdo medicamentosa de genisteina, um isoflavonoide que reduz os niveis de GAGs;
dentre outras estratégias que ainda estdo em estudo (Fedele, 2015).

Embora raras, estas doencas genéticas necessitam de maxima atencdo,
especialmente para garantir que seja realizado um diagndstico precoce que possibilite
que, quanto mais cedo, os individuos que com determinadas patologias genéticas e que,
estas patologias apresentem terapias efetivas, possam ser encaminhados e submetidos
para que, assim, possam ter uma melhor qualidade de vida. Além disso, dados sobre idade
ao diagndstico, caracteristicas e progressao da doenca nos pacientes irdo permitir que
estudos clinicos intervencionais possam ser realizados no futuro. No Brasil, a iniciativa
que visa contribuir para o diagndstico, encaminhamento e acompanhamento de pacientes

com MPS é a Rede MPS Brasil e, agora, em desenvolvimento, a Casa dos Raros.

1.6. Rede MPS Brasil

A Rede MPS Brasil é um servico especializado no diagndstico de
Mucopolissacaridoses, sendo um centro de referéncia nacional, atuando em colaboracéo
com a Organizacdo Mundial da Salde para o treinamento e educacdo de genética médica
voltado para as MPS (Vieira et al., 2019). A atuacdo da Rede MPS Brasil € realizada
através de uma rede integrada de centros de genética brasileiros que visa facilitar o acesso
da comunidade a informacdes sobre o manejo e tratamento de MPS (Dornelles et al.,
2014). A Rede recebe amostras de todo Brasil (principalmente), bem como de outros
paises.

A Rede MPS Brasil publica um boletim trimestral denominado “Caiu na Rede”,
com depoimentos de profissionais de saude, feedback sobre terapias disponiveis, noticias
sobre ensaios clinicos, relatérios de reuniGes e tudo que possa vir a interessar a
comunidade de pais e pacientes com MPS.

Esta aproximacdo com a comunidade é realizada através do vinculo com
associacOes de familias e organiza¢Ges ndo-governamentais que, através de encontros
regulares organizamos pela Rede MPS Brasil, conseguem organizar-se e atualizar-se de

todo o universo cientifico que referencia a patologia em questéo (Vieira et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Estudar as principais caracteristicas dos pacientes com MPSIII-B diagnosticados
pela Rede MPS Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

- Através de revisdo das fichas de pacientes da Rede MPS Brasil, obter
informacdes sobre idade de diagndstico;

- Identificar a origem dos pacientes, buscando por potenciais Clusters;

- Obter informacg6es bioquimicas como atividade da enzima NAGLU, niveis de
GAG urinarios e possiveis correlacdes destes ultimos com idade dos pacientes;

- Descrever as principais suspeitas e sinais clinicos reportados nos pacientes ao
diagndstico;

- Estudar a progressao da doenca nos pacientes diagnosticados em grandes centros
do pais;

- Fornecer informacgdes relevantes para a realizacdo de um estudo clinico

terapéutico para esta patologia.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type I11B is a rare disorder characterized by deficiency of the
enzyme N-acetyl-alpha-d-glucosaminidase (NAGLU), which leads to storage of Heparan
sulphate and a series of alterations, mostly neurologic. In this study we obtained clinical,
epidemiological and biochemical data from MPS I11B patients diagnosed from 2004-2019
by the MPS Brazil Network (Rede MPS Brazil), which was created with the goal to
provide a comprehensive investigation for all MPS types. One hundred and ten MPS 111B
patients were diagnosed during this period. Our data indicate that mean age at diagnosis
was 10.96 years. Patients were from all over Brazil, with a few from abroad, with a
possible cluster of MPS 111B being identified in Ecuador. All patients from our cohort had
low NAGLU activity and elevated urinary glycosaminoglycans levels. Main clinical
symptoms reported at diagnosis were coarse face and neuropsychomotor delay. We
conclude that our patients are diagnosed much later than in the rest of the world, and
reasons for that may include the low prevalence of the disease associated with limited
knowledge of MPS 11IB by health professionals.

KEYWORDS: Mucopolysaccharidosis type I1IB, Sanfilippo Syndrome, clinical

features.
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1. INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type 111B (MPS 11I1B, OMIM #252920), also known as
Sanfilippo syndrome type B, is a rare lisossomal disease that leads to progressive
neurocognitive degeneration (Tomatsu et al., 2013; Valstar et al., 2008). The disorder is
caused by the accumulation of undegraded heparan sulfate oligosaccharides due to
deficiency of the enzyme N-acetyl-alpha-d-glucosaminidase (NAGLU, EC 3.2.1.50)
caused by variants in NAGLU, located on chromosome 17¢g21.1 (ORPHA; 2018,
Fedele,2015).

Typically manifesting at 1 to 4 years of age, the most prominent progressive
symptoms of MPS 11IB are neurologic. Children appear normal at birth and throughout
early infancy, and early symptoms can initially be misdiagnosed as autism. As a child
reaches preschool or school age the symptoms of this debilitating disease become more
apparent. Affected children slowly progress through four phases from developmental
delays, dying on the second or third decade of life (Héron et al., 2011; Valstar et al.,
2011).

There is currently no market-approved drugs available for patients with Sanfilippo
syndrome (Valstar et al., 2008; Fedele, 2015). In the absence of effective therapies,
patient care is limited to symptom management and palliative support (Lavery et al.,
2017). Disease-specific treatments are being studied, including forms of enzyme
replacement therapy (ERT), substrate reduction therapy, hematopoietic stem cell
transplantation, and gene therapy, with some of them reaching the mid-to-late stages of
clinical development at the moment (Fedele, 2015). To be able to optimize current
management and evaluate the effectiveness of novel treatments for Sanfilippo syndrome,
it is important to understand when the diagnosis is usually made, clinical characteristics
of patients, and their progression. (Lavery et al., 2017).

In 2004, the Brazilian MPS Network (Rede MPS Brasil) was established, as a
network whose goal was to provide a comprehensive investigation for all MPS types. It
receives more than sixty monthly requests for investigation of MPS, with an average of
six new cases of MPS diagnosed per month. The MPS Brazil network has diagnosed more
than 1,000 patients so far. Most of them are from Brazil, but it also receives samples from
other countries (Giugliani et al, 2016). Data from the MPS I1I1B patients diagnosed by the
network were never deeply evaluated, therefore we gather this information to obtain a
more robust picture of biochemical, epidemiological and clinical data from these patients.
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2. METHODS

2.1 Patients and Ethics

The study was approved by the Ethics Research Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (GPPG: 17-0664) and all patients or their legal
representative allowed the use of data. This is a retrospective cross-sectional study
involving the review of all patients diagnosed with MPS I11B by the MPS Brazil Network
from 2004 to January 2019. The confirmed diagnosis of MPS 1IIB was provided by
enzymatic activity or genetic analysis. NAGLU activity was performed by fluorimetric
assay using specific substrate, as previously reported (Marsh; Fensom, 1985). An
additional test included quantification of urinary glycosaminoglycans (GAGSs) by the
DMB method (Khan et al., 2019).

2.2 Statistical analysis

Data was entered into a Microsoft Excel spreadsheet. SPSS version 12.0 for
Windows (SPSS Inc, Chicago, IL) was used for statistical analysis. Results are shown as
descriptive data. Correlation between 2 variables were performed by Pearson’s

correlation test. A p<0.05 was considered significant.

3. RESULTS

Up to 2019, 1,582 MPS patients have been diagnosed by MPS Brazil Network. Of
those, one hundred and ten (6.95%) had MPS 111B.

Ninety-four patients were from Brazil (44 men and 50 women), and sixteen from
abroad. The patients studied came from 86 unrelated families. Age at diagnosis was
available for 106 patients. The mean age of the patients at the diagnosis reported was
10.96 years (range 1-33 years). In total, only 24.52% of the patients were diagnosed
before four years of age, which is detailed in figure 1 (Figure 01).

The distribution of the patients was uneven. The Brazilian state with higher
number of patients was S&o Paulo (20%), followed by Rio Grande do Sul (15.45%), Rio
de Janeiro (9.09%), Minas Gerais (8.18%) and Santa Catarina (5.45%). The other
Brazilian states had less than 5%. Therefore, most of our patients come from the southeast
(Figure 02). The other countries listed were Ecuador (11.82% of the patients in the present
study), Algeria (0.90%), Emirates (0.90%) and Nicaragua (0.90% of the patients).
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Most patients were referred to the network as having a clinical suspicion of MPS
111 (30.18%), without a specific subtype. In several cases the suspicion was less specific,
including “inborn error of metabolism” (12.26%) or even a suspicion of a more common
MPS, such as “Mucopolysaccharidosis type I’ (12.26%) (Table 01).

Our findings evidenced that NAGLU activity in patients is always lower than 10%
of reference values (lower limit of normal). The mean plasma activity of NAGLU was
0.16 nmol/17h/mL (interquartile range, 0.1-0.235 nmol/17h/mL; reference values: 10-34
nmol/17h/mL). (figure 3A). Urinary GAG levels were available in 53 of the 110 patients
included in the present study, with elevated levels in all of them (Figure 3B). No
significant correlation was found between age and GAG levels (p>0.05, F=0.002141)
(Figure 3C). No correlation was found between NAGLU residual activity and urinary
GAG levels (p>0.05, F=1.970) (Figure 3D). No correlation was found between age at
diagnosis and residual NAGLU activity as well (supplementary figure 1).

The clinical information obtained at diagnosis is summarized in Table 2. The most
frequent symptoms presented by the patients were coarse face (51.88%), developmental
delay (49.05%), hepatomegaly (34.90%), skeletal abnormalities (24.52%), splenomegaly
(21.69%) and agitation/aggressiveness/behavior changes (21.69%).

4. DISCUSSION

The present study evaluated the data from patients diagnosed with MPS I11B by
the Rede MPS Brazil. This is the study with the highest number of patients reported so
far. One of the first relevant data obtained was mean age of diagnosis. Previous studies
have shown that, in a group of patients from developed countries (USA, UK and
Germany), the mean age at diagnosis was 6.2 years (Whitley et al, 2018). In Taiwan it
was even earlier, at 4.2 years (Lin et al, 2018). These data show that we diagnose our
patients much later than the rest of the world. This is in agreement with our previous
observation, that pointed that there is, on average, a 4.8-year delay between the onset of
signs/symptoms and the establishment of the diagnosis of MPS patients in Brazil (Vieira
et al, 2008). Part of that can be attributed to the fact that the disease is unknown to part
of the physicians, which can be observed by our results from table 01. It shows that in
more than 10% of the cases, samples came for investigation of an unknown “inborn error
of metabolism”.

Most of our Brazilian patients came from the Southeast and the South of the

country. This is probably related to the fact that these are the more developed regions of
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the country, rather than for a higher prevalence. On the other hand, fourteen patients came
from Ecuador. Considering the small size of the country, this is a possible case of a cluster
of MPS I11B patients, which in currently being investigated in depth regarding prevalence,
mutation origin and possible founder effect.

The biochemical data obtained from our sample confirms that assessing NAGLU
activity can differ patients from controls in all cases, which was expected due to our
inclusion criteria. Our data also point that urinary GAG levels are a reliable biomarker
and are elevated at any age. In a previous study, all patients demonstrated GAG levels
higher than controls (Whitley et al, 2018) which is in agreement with our data.

Coarse face features demonstrated to be the most easily detected symptomatology
in most of our patients, corroborating the findings of Valstar et al. (2008). Although in
the studies of other authors, such as Lin et al. (2018), Delgadillo et al. (2013), the
neurological findings have overlapped those of the physical characteristics. For the
physicians who gather data for the current study, the physical characteristics have called
greater attention to suppose some genetic problem. These two characteristics, added to
hepatosplenomegaly and bone problems together can provide a strategy for the
recognition of patients with Mucopolysaccharidosis type IIB. In our set of patients, the
problems related to behavior may not have been as evident as in the studies by Delgadillo
et al. (2013), for being diagnosed later, since the symptomatology window has already

softened.

5. CONCLUSIONS

Our study indicates that, in our case, the MPS Il1B patients are diagnosed much
later than reported by groups from other countries. This can make it difficult for clinical
therapeutic studies to be conducted in our population, depending on the study design. The
reasons for this apparent delay might be due to a scattered distribution of the patients,
with no cluster being identified in Brazil (although one possible in Ecuador) associated
to a limited knowledge of the disease by part of the physicians, due to its low frequency.

The present study can reveal strategies to reduce the time of diagnosis in these
patients based the most frequent symptoms reported, serving as support for the physicians

recognition and diagnosis of these patients.
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Table 01: Diagnostic hypothesis of the 106 patients with Mucopolisaccharidosis
type 1B included in this study

All patients (n=106")

Age at diagnosis (years)

Range 1-33
Median (interquartile range) 10.96 (8.22-13.70)
Consanguineous parents (n) 26
Diagnostic Hypothesis*
Mucopolysaccharidosis 29/106 (27.35%)
Mucopolysaccharidosis type | 13/106 (12.26%)
Mucopolysaccharidosis type Il 11/106 (10.37%)
Mucopolysaccharidosis type Il 32/106 (30.18%)
Mucopolysaccharidosis type Illb 16/106 (15.09%)
Inborn Error of Metabolism 13/106 (12.26%)
Lange's syndrome 01/106 (00.90%)
Leukodystrophy 01/106 (00.90%)

*in some cases, more than one diagnostic hypothesis was suspected



Table 02: Clinical Symptoms in patients with Mucopolysaccharidosis type 111B at

diagnosis

Symptoms

Coarse face

Neuropsychomotor developmental delay
Hepatomegaly

Skeletal abnormalities

Splenomegaly
Agitation/Agressivity/Behaviour changer
Respiration and sleep abnormalities
Neurological regression

Hearing difficult

Macrocephaly and Hidrocefaly

Growth retardation

Umbilical/Inguinal hernia

Hirsutimsttick hair or eyebrowns
Dismorphies

Heart Problems

Seizures

Diarrhea

Enlarged tongue

55/106 (51.88%)
52/106 (49.05%)
37/106 (34.90%)
26/106 (24.52%)
23/106 (21.69%)
23/106 (21.69%)
221106 (20.75%)
20/106 (18.86%)
17106 (16.03%)
16/106 (15.09%)
14/106 (13.20%)
131106 (12.26%)
08/106 (07.54%)
08/106 (07.54%)
07/106 (06.60%)
06/106 (05.66%)
03/106 (02.83%)
02/106 (01.88%)
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type 111 B (MPS I11B, Sanfilippo syndrome type B) is caused by
deficiency of alpha-N-acetylglucosaminidase, leading to storage of heparan sulphate
oligosaccharides. The disease is characterized by intellectual disability and hyperactivity,
but other somatic features (hepatosplenomegaly, joint contractures, cardiovascular
abnormalities) are also present. Here we studied retrospective data from twenty-two MPS
I11B patients from Brazil, aiming to evaluate disease progression. Mean age at diagnosis
was 6.2 years. Speech delay was one of the first symptoms to be identified, around 2-3
years of age. Behavioral alterations include hyperactivity and aggressiveness, starting
around age four. By the end of the first decade, patients lost acquired abilities such as
speech and ability to walk. Furthermore, respiratory, cardiovascular and articular
abnormalities were found in more than 50% of the patients, along with organomegaly.
Most common cause of death was due to respiratory problems. The disease progression
was characterized in multiple systems, and hopefully these data will help designing
appropriate clinical trials.

KEYWORDS: Mucopolysaccharidosis type 1IB, Sanfilippo Syndrome, clinical

features.
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1. INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type 11 (MPS Ill, Sanfilippo syndrome) is a group of
lysosomal storage disorders resulting from a deficiency in one enzyme involved in the
degradation of heparan sulfate. The MPS 1lIB is caused by deficiency of alpha-N-
acetylglucosaminidase (OMIM 252920) (Neufeld & Muenzer, 2001). The main
characteristic of MPS 1Il is intellectual disability and hyperactivity due to
neurodegeneration. Common presenting somatic features include coarse facial features,
macrocephaly, cardiac alterations and hearing loss.

The age of onset and progression of the disease is variable, but three stages of the
disease are reported (Cross et al., 2014; Kim et al., 2016). The first stage comprises the
first 2 years of life. After an initial normal development, developmental delay appears.
The second stage is characterized by progressive mental deterioration and behavioral
problems, and begins around 3 to 4 years of age. In the third stage, motor retardation,
swallowing difficulties and spasticity appear, while the behavioral alterations tend to
disappear. Patients usually die by the second or third decade of life (Valstar et al., 2011).

The progression of MPS 11IB has been recently reported by groups from countries
such as USA, UK and Taiwan, but no data regarding South American patients is available
so far (Whitley etal., 2018; Lin et al., 2018). In the present study, we gathered information
of twenty-two Brazilian MPS I1IB patients from different centers. We assessed clinical

and biochemical information of these patients to analyze disease progression.

2. PATIENTS AND METHODS

A retrospective study was carried out for patients diagnosed with MPS 111B born from
1989 to 2016 in the following medical centers from Brazil: Universidade de Campinas
(Campinas, S8o Paulo), Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES)
(Salavador, Bahia), Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) (Fortaleza, Ceard), Centro
Universitario Estacio de Ribeirdo Preto (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo), Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) (Porto Alegre, Rio Grande do Sul), Instituto da Crianga do
Hospital das Clinicas da FMUSP (S&o Paulo, Sdo Paulo). To be included in the study,
patient had to have biochemical (NAGLU activity) and/or mutational analysis confirming
NAGLU deficiency. Patients’ charts were reviewed for biochemical findings, medical
history, clinical manifestations and assessments. Any available results of the following

investigations were also recorded: electroencephalography (EEG); electrocardiography
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(ECG); echocardiography; hearing assessment by pure-tone audiometry; tympanometry;
physical exam; polysomnography, as well as other information relevant to the course of
disease, including surgical procedures and use of medication. The study was approved by
the ethics committee from Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG: 17-0664).
Written informed consent was acquired from a parent for children or from patients over
18 years, allowing the use of images. Results are expressed as the mean + SD or by
descriptive statistics.

3. RESULTS

We were able to obtain clinical records for 22 patients from birth to their last visit
to the physician, with 16 unrelated patients. We firstly looked for possible neonatal
findings. A percentage of 54.5% of births were by cesarean delivery and 45.5% of births
by vaginal delivery. Newborns had an average weight of 3,154g (1Q 2,862g — 3,5509)
(n=22), with an average length of 48.7cm (1Q 46.8cm — 50.3cm) (n=16) and cephalic
perimeter of 34.5cm (IQ 33.87cm — 35cm) (n=8). One patient showed extensive
Mongolian spots at birth. Other neonatal conditions reported in a single patient were:
jaundice after 48 hours, oligohydramnios, coarse face, umbilical hernia, neonatal
asphyxia, nuchal cord requiring hospitalization, hypertrichosis, synophrys, and
hepatosplenomegaly. A summary can be found in Table 1.

Initial Symptoms

The mean reported age of onset of symptoms was 26 months (range: 0 - 72
months). Mean age of diagnosis was 6.4 years (n = 21, range 0.6-22 years). The mean
value of NAGLU activity in leukocytes was 0.17 + 0.16 nmol/17h/mg (range 0-0.5)
(n=16). The average urinary GAG levels were 263 pg/mg creatinine (range 39-600 ug/mg
creatinine) (n=17). The first symptoms reported that made physicians suspect of a genetic
disorder were speech delay (n = 9, mean age 31.2 months, range 18-60 months),
developmental delay (n = 8, mean age 49.9 months, range 12-216 months), behavioral
problems (n = 5, mean age 47.8 months, range 17-72 months) and macrognathism (n =
2, ages 3 months and two years). Other findings were found in a single patient (Figure 1).
The progression of the phenotype was very obvious, as can be seen in supplement figure
1.
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Neuropsychomotor Development

An initial normal neuropsychomotor development was described in almost all
cases, but alterations in parameters such as the average time to start walking were
observed. However, a high heterogeneity was observed in parameters such as acquisition
of control of sphincters and speaking abilities. Loss of acquired abilities, especially
related to speaking, was also observed in available cases (Table 02). We only had
available electroencephalograms from three patients. They demonstrate different changes
related to MPS pathology. Findings include diffuse disorganization and disorganization

of the rhythms of the base in the right frontal focus.

Cardiac Findings

Echocardiogram was available for thirteen patients. Out of those, nine (69%)
presented at least one pathological alteration. The cardiac alterations usually appeared
later in life (average of 9.0 = 3.2 years), and were considered either mild or moderate.
The most common abnormalities were related to the heart valves (aortic, mitral and
tricuspid). Other findings were related to myocardial abnormalities, with two cases of left
ventricle dilatation, one case of systolic dysfunction (Figure 2). In one patient persistency
of the arterial duct was identified, and surgery was necessary.

Electrocardiograms were available in only three patients, with one normal and two
of them showing alterations in T wave. One of those patients had inversion of T wave and

myocardial ischemia at an early age (four years old).

Other somatic findings

Patients presented multisystemic alterations. Sixty-eight percent of patients
(13/19) developed hepatomegaly. Splenomegaly was also common (44%). Most of the
patients (64%) had sleep apnea, which was the most common respiratory issue. Joint
contractures were present in 58% of patients at their last visit to the ambulatory. Thirty
percent of patients (3/10) reported hearing impairment. In one case, hearing loss was
reported at age 5, the patient had a retrocochlear alteration and was submitted to cochlear
transplantation. In another case a patient had hearing loss of unknown cause at age 14.
Third case reported was caused by secretory otitis at age 9 that caused mild right auditory
loss.

Corneal opacity, common to other MPS such as MPS I, was not reported in any

patient. Other specific less common features can be found in table 3.
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Surgical Procedures and drug administration

Out of twenty-two patients, fourteen patients had to undergo surgical procedures.
The procedures usually were performed early in life (average of 4.6 + 4.5 years). The
most common procedures reported (n = 5 patients) were Adenoidectomy (average of 3.8
* 1.5 years, n=4), Tonsillectomy (n = 4 patients) (average of 3.3 + 1.5 years, n = 3), and
Gastrostomy (n = 4 patients) (average of 7.0 + 4.0 years, n = 3). Other interventions are
reported in Figure 3.

Antiepileptic drugs were for 35% of our patients to control seizures, while over
25% were using antipsychotics. In five patients (22%), the use of anti-hypertensive drugs

of different classes was prescribed as well.

Deaths

Up to this moment, five of these twenty two patients had died, with average age
of death being at 17 years. The main cause of death registered was pneumonia (60% of
the cases). In one case cardiorespiratory failure was reported (20% of the cases) and in

one case, the cause was unknown (Table 01).

4. DISCUSSION

The present study assessed retrospective data of MPS I1IB patients diagnosed and
followed in the main medical centers from Brazil. Age at diagnosis was 6.4 years, much
younger than the average time previously reported for patients from all the country
(manuscript in preparation) and similar to findings from Taiwan, USA, UK and Germany
(Whitley et al., 2018; Lin et al., 2018).

Characterization of developmental delay revealed the progressive nature of the
disease. Patients presented speech delay as the main early finding that physicians use to
suspect MPS 111B, and our data suggest a delay in forming 2-sillable words. Speech and
language delay are reported as the most frequent initial symptoms of MPS 11IB, and
hearing impairment, also observed in a significant fraction of our patients, may contribute
to the speech and language delay (Shapiro et al., 2017). In the following years, the patients
started losing the ability of walk, followed by losing the acquired speech and
communicating skills, though high variability was observed, which may indicate that in

our population we have patients with both slow and rapid progressive forms of the disease
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(Héron et al., 2011). Seizures are reported in 30% of MPS Ill patients, and might
underrepresented in our sample. The use of different anticonvulsivants in our patients
suggest that it is indeed the case (Héron et al., 2011).

MPS HIB is mostly considered a neurologic disease, but our findings show that
other somatic manifestations are also very prevalent. Cardiac abnormalities were found
in almost 70% of our patients with available data, showing that these abnormalities are
more common than expected. A recent study revealed that almost 40% of MPS I11IB
patients develop valve disease, which was also the most common finding in our sample
(Lin et al., 2019). Although usually mild to moderate, it is important to notice that one of
our patients died due to cardiaorrespiratory failure, which suggests that this aspect of the
disease slowly progresses with age, and should be monitored carefully.

Our data also point to a high frequency of other somatic abnormalities, including
hepatosplenomegaly and joint contractures. Other findings such as dysostosis multiplex
might be underrepresented and is a limitation of this work. As previously reported in a
study (Berger et al, 2013), respiratory issues such as sleep apnea and upper airway
infections were very common in our sample. Three of the patients died of Pneumonia,
due to recurrent airway infection, and one died during sleep of an unknown causes. Most
of the surgeries were performed in an attempt to ameliorate the respiratory function of the
patients. Therefore, future therapies should focus not only on improving brain disease,
but also the other somatic alterations, since they lead to high morbidity and are the cause
of death of most patients as well (Whitley et al, 2018)

Altogether, our results show diagnosis of MPS I11B patients in the main medical
centers from Brazil is performed at a similar age as in other countries. We also showed
that MPS I11B patients have abnormalities that progress with age. The disease progression
was characterized in multiple systems, and hopefully these data will help designing

appropriate clinical trials.
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Figure 01: Clinical findings reported at the moment of diagnosis. Mean age at diagnosis

was 6.4 years. N = 22 patients. URTI: Upper respiratory tract infection.
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Figure 02: Echocardiogram Findings in patients with MPS 11IB (n=13). Mean age of

abnormalities was at nine years. AR: Aortic Regurgitation. MR: Mitral Regurgitation.

MP: Mitral Prolapse. TR: Tricuspid Regurgitation. LVD: Left Ventricle Dilatation. AP:

Aortic Prolapse. SD: Systolic Disfunction.
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Figure 03: Surgical Procedures performed in MPS I1IB patients. Fourteen out of twenty-

two patients had to undergo at least one surgery. PDA: patent ductus arteriosus.

60



Table 1: Clinical and biochemical data on Brazilian MPS I11B patients.

Current  Age at diagnosis NAGLU activity Urinary GAG (ref Age at onset of . Age at first Behavioral problems Cause of death
No  Gender - Initial symptoms .
age (Yrs) (Yrs) (reference) ug/mg creatinine) symptoms (yrs) seizure (year) (age) (age)
1 F 7 3 0.05 (10-34) ) 2 Coarse face and NR Sleepwalking, night terror, Alive
Development Delay agitation, aggression.
Agitation and .
2 F 5 3 0.31(10-34) - NR NR NR Aggressiveness Alive
3 F 4 0.8 0.5 (10-34) - 0.6 Gingival Hyperplasia NR NR Alive
Agitation, Anxiety,
4 F 12 10 0.12 (10-34) 226 (26-97) 1 Developmental Delay NR Aggressiveness and Alive
Insomnia
5 M 5 1 0.00 (10-34) 505 (79-256) 03 Macrocephaly NR Iritability, Aggressiveness, Alive
Poor visual interaction
6 M 18 4 0.27 (6.6-19) 600 (67-124) 2 Speech Delay NR NR Alive
7 M 12 9 0.5(10-34) 176 (26-97) 2 Macrocephaly NR Aggressiveness, Irritability Alive
8 M 7 1 0.35 (10-34) 527 (133-274) 1 Upper Airway Infection NR Apathy Alive
9 F 2 18 0.19 (10-34) 77 (13-45) 6 Agitation 18 i\\g'tat"’”. (6) and Alive
ggressiveness
10 F 5 3 0.00 (10-34) 123 (64-127) 2 Speech Delay NR Hyperactivity (3) Alive
11 M 7 5 0.3 (>1.5) - 2 Developmental Delay NR NR Alive
Failure to thrive,
12 M Deceased 20 NRa - 1 Hepatomegaly and NR Aggresiveness (12) Pneumonia (21)
Diarrhea
13 F Deceased 10 0.05 (10-34) 192 (26-97) 4 Developmental Delay NR Agitation (10) Pneumonia (13)
14 M Deceased 6 0.00 (10-34) 263 (26-97) 5 Agitation 9 Agitation Pneumonia (13)
Speech Delay, Ataxia . )
15 F Deceased 22 0.12 (11-37) 124 (13-45) 5 and Neurological NR Hyperactivity (5) Cardiorespiratory
R ; arrest (28)
egression
16 M 19 5 0.00 (10-34) 340 (53-115) 2 Speech Delay NR Agitation (5) Alive
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Table 1: Continuation

Current  Age at diagnosis NAGLU activity Urinary GAG (ref Age at onset of . Age at first Behavioral problems Cause of death
No  Gender - Initial symptoms .
age (Yrs) (Yrs) (reference) ug/mg creatinine) symptoms (yrs) seizure (year) (age) (age)
17 F 18 7 03 (11-37) 164 (67-124) 5 Speech Delay and NR Hyperactivity, Psychosis, Alive
Hyperactivity aggressiveness
Developmental delay - oy .
18 F 7 2 0.00 (10-34) 297 (68-188) 1 and Iitabilty NR Irritability and Agitation Alive
9 M 11 1 0.1 (10-34) 286 (67-124) 04 Difficulty breathing NR Auststo Benavior and Alive
ggressiveness
R ! Learning Issues and Hyperactivity (3), Anxiety .
20 F 13 NR 0.1 (11-37) 194 (26-97) 2 Speech Delay 8 and Agitation Alive
21 F 22 7 0.12 (11-37) 39 (5.7-13) 1 Developmental Delay 7 NR Alive
22 M Deceased 5 0.1 (11-37) 335 (53-115) 0 Hepatoesplenomegaly NR Agitation Unknown(10)

NR: Not Reported. F: Female. M: Male. 2Despite not having the result from NAGLU activity available, patient 12 was included because we had molecular analysis of NAGLU.

NAGLU reference values vary according to method (Leucocytes 10-34 nmol/17h/mg; plasma 11-37 nmol/h/mL; filter paper >1.5 nmol/h/mL)
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Table 02: Age of acquisition and loss of neuropsychomotor developmental milestones in

Brazilian Muchopolyssacharidosis type I11B patients.

Neuropsychomotor developmental milestone

Mean SD
Head Control
Acquisition (Months) (n=11) 3.8 1.0
Loss (Years) (n=1) 8
Sitting without support
Acquisition (Months) (n=16) 7.75 1.34
Loss
Walking
Acquisition (Months) (n=15) 16.4 35
Loss (Years) (n=3) 7.3 2.1
Bladder sphincter control
Acquisition (Months) (n=4) 46.5 28.7
Loss (years) (n=2) 16 2.8
Anal Sphincter Control
Acquisition (Years) (n=3) 4.7 15
Loss (years) (n=1) 18
Speaking two-syllable words
Acquisition (Months) (n=14) 21.7 10.7
Loss (years) (n=5) " 74
2-word Phrases
Acquisition (months) (n=5) 333 13.3
8.3 6.7

Loss (years) (n=4)
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Table 03: Data from Brazilian MPS I1I1B patients obtained at last recorded visit.

HEAD SLEEP
AGE WEIGHT LENGHT JOINT
No (YEARS) (KG) (M) CIRCUIEIICF;)RENCE APNEA/ABNORMALITIES CONTRACTURES HEPATOMEGALY SPLENOMEGALY HEARING ABNORMALITIES OTHER FINDINGS
Thick hair, Downslanting palpebral
1 4 20.2 105 52 Yes No Yes No No fissures depressed nasal bridge ,
Gingival hiperplasia, Umbilical hernia
Yes i ;
2 4 156 100 NR No Yes No NR Dolicocephalia, depre§sed nose and
retrognathism
Yes . .
3 1 121 84 485 No No No No Slnofws,_smqll nose with anteyerted
nostrils, gingival hyperplasia
Yes
4 1 32.8 152.5 NR No Yes No Yes NR
5 4 16.5 98 54 Yes No Yes Yes No Facial dysmorphia
6 NR 49.6 151 58 NR Yes No No NR Coarse face, thick eyebrows
Yes
7 NR 32.3 130 58 Yes No No NR Hirsutism, thick eyebrows
Yes . o . .
8 NR " 88 50 Yes Yes Yes NR Bilateral |_nguma| he_rnla, Dysostosis
multiplex, cortical atrophy
9 2 55 147 54 Yes Yes No No NR NR
10 NR NR NR NR No NR NR NR NR Hirsutism
11 NR NR NR NR No NR NR NR NR Ear infections
12 NR NR NR NR NR NR NR NR Yes Retinal deterioration at 18 years
13 NR NR 54 NR NR Yes Yes No Yes Coarse face, thick hair, cerebral
atrophy
14 13 28 NR 56 No Yes Yes Yes NR NR
NR Spasticity, hyperreflexia, ventricular
15 2 322 NR 56 Yes No No NR dilatation and hydrocephaly
16 6 27.9 120 55.5 Yes No Yes No No NR
17 17 62 167 56 No Yes Yes Yes No Tremors. Facial dyskinesia
18 6 2 13 52 NR No No Yes NR NR
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Table 03: Continuation...

HEAD

No (Y‘éﬁss) WFK'g')" L'E(gﬁ')'” CIRCUI:IICF'\I:)RENCE ASBINE(E:MA:SITE@IS comﬂgurzes HEPATOMEGALY SPLENOMEGALY HEARING ABNORMALITIES OTHER FINDINGS

19 5 28 108 54 Yes Yes Yes NR No NR

20 10 30 128 57 No No Yes Yes No NR

21 7 21 122 54 No Yes Yes Yes NR NR

22 9 NR 120 50 Yes Yes Yes Yes NR NR
Summary - . - - nnr 1119 1319 818 310

NR: Not Reported.



Supplementary Figure 01: The progression of the phenotype in MPS I1IB patients. A) A

female patient with 2, 3 and 5 years of age. B) Progression of the phenotype in a male

patient from birth.
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INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis 111 type B (MPS-I1IB) is a rare lisossomal disorder that
leads to a progressive neurocognitive degeneration. The disorder is caused by the
accumulation of heparan sulphate, due to deficiency of the enzyme alpha-N-
acetylglucosaminidase (NAGLU), caused by mutations in the NAGLU gene, located on
chromosome 17g21.1 [1,2].

In addition to common characteristics, such as delay in neuromotor development,
hyperactivity, aggressivity, and cognitive decline, some patients present unusual
manifestations, such as autistic behavior [3]. Our report describes a patient with MPS-
I1IB who was diagnosed with schizophrenic disorder, a finding that, to the best of our

knowledge, has not been previously described on this condition.

CASE REPORT

The patient is a female with normal development in the first years of life, despite
some speech delay. At 5 years of age an adenoidectomy was performed, and at 6 years
hyperactivity was noticed. During early school age she was noted to present learning
disabilities, especially for writing. After concluding basic education, she was referred to
a secondary school for students with special needs. Until then she was functional and
independent in activities of daily living, showing social interaction with other children.
At the age of 18 she presented a first psychiatric outbreak, spending a month screaming
and with poor sleeping. Behavioral problems became apparent, especially hyperactivity,
destructive and chaotic behavior, anxiety, and aggressivity. Thereafter she presented
marked regression in the cognition, accompanied by loss of control of sphincters, of
ability to verbalize words with at least two syllables and sentence formation. Other
symptoms included stirred and hyperkinetic behavior. Psychiatric evaluation disclosed
absent interaction, absent verbal communication, and presence of stereotyped walking.
The diagnosis of a schizophreniform disorder with negative symptoms (ICD 10 F20.8)
was proposed, and she was admitted in the psychiatric inpatient unit for further
investigation. She was initially managed with haloperidol, periciazine, promethazine,
carbamazepine, and diazepam. She improved in attention and visual contact, but verbal
communication remained restricted to two words. After 2 weeks she was managed only
with clozapine. Tonic-clonic seizures were then reported, which were controlled with
phenytoine. In the following weeks she remained clinically stable, verbal communication

improved to complete sentences and singing. She was discharged from the hospital after
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52 days. In the follow-up a first EEG showed slow background activity, but subsequent
EEGs resulted normal. Fundoscopy was essentially normal, and imaging records
indicated a volumetric reduction of the brain with compensatory increase in cisterns,
fissures and ventricular system (Figure 1B). Clinical genetics evaluation revealed short
stature, coarse facies, macroglossia, gum hypertrophy, coarse thick hair, and mild
hepatomegaly (Figure 1A), and the suspicion of MPS was raised.

Laboratory tests performed at the age of 18 wyears indicated urinary
glycosaminoglycans (GAGs) of 77 mg/g of creatine (age-related reference values: 13-
45), with a marked increase in heparan sulphate. NAGLU activity in leucocytes was
0.19nmol/17h/mg protein (reference value: 10-34). Sequencing of the NAGLU gene
disclosed the mutations ¢.1318G>C (p.Gly440Arg) (novel mutation, undescribed in
literature, likely-pathogenic) and c¢.1834A>G (p.Ser612Gly) (pathogenic mutation),
confirming the diagnosis of MPS-IIIB.

DISCUSSION AND CONCLUSION

According to the literature, in MPS-I11 the behavioral problems progress with the
age with a growing loss of skills, development of gait abnormalities, pyramidal signs,
progressive and severe loss of intellectual processes and motor functions, and complete
loss of initiative[1,4], leading to a vegetative state and death, in general in the early 30s[1].

Seizures are not rare in MPS-II1, especially in older children[2,5]. To date, no
record has indicated other cases of patients with Mucopolysaccharidosis type Il and
schizophrenia. However, an Iranian study[6] reported a case of a patient with MPS-111B
that developed normally until the age of four, when behavioral symptoms started, such as
auditory agnosia and decreased verbal communication. Progression of his symptoms to
seizure and ataxia, brain perfusion scan and electroencephalography features suggested
Landau-Kleffner syndrome (LKS), a pathological condition that shows symptoms related
to autistic-like behavior[3]. Wijburg[6] previously reported that the behavioral diagnosis
in MPS-I11 is confounded with aspects of autistic disorders, leading to a series of "easily
misdiagnosed" cases. We believe that autistic and schizophrenic behavioral disorders can
appear in older patients, as a characteristic of the progression of the disease, as recently
suggested by Rezavi et al[3].

This first report of schizophreniform symptoms in a MPS-I11B patient highlights

the complexity and heterogeneity of this disease. Further observations about the
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psychiatric manifestations in patients with MPS-111 may help the understanding of the
wide phenotypic spectrum of this disease.
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Figure 01: A) Patient at the age of 22 years. Phenotypic characteristics of

mucopolysaccharidosis type 111 are observed, such as thick eyebrows, thick lips, and thick
hair. B) Magnetic Resonance Imaging of the brain at the age of 20 years. There is an
indication of the presence of a volumetric reduction of the brain (brain, brainstem and

cerebellum) with compensatory increase in cisterns, fissures and ventricular system.
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DISCUSSAO GERAL
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DISCUSSAO GERAL

A construcdo de um perfil brasileiro para a mucopolissacaridose tipo I1IB
relacionado ao trabalho da Rede MPS Brasil contribuiu para evidenciar algumas
limitagGes importantes relacionadas ao diagnostico, quando comparado a outros locais no
mundo.

O nosso primeiro contato com os dados presentes na Rede MPS Brasil (Artigo 01)
nos revelou, um atraso de aproximadamente 05 anos no diagnéstico de pacientes com a
Sindrome de Sanfilippo (Vieira et al., 2008) quando comparado a outros paises (Lin et
al., 2018). Identificar as possiveis causas relacionadas com essa diferenca foi um dos
principais pontos discutidos no primeiro trabalho.

As proporcdes continentais e as assimetrias regionais, no caso do territorio
brasileiro, se mostram uma barreira importante quando tratamos de doengas genéticas. As
nossas observagfes mostram que a maior parte dos diagndsticos sdo realizados nos
estados das regiGes Sudeste e Sul do pais (Tabela 3). Esse dado, sob nossa dptica, ndo
significa necessariamente que nestas regides brasileiras ha mais casos da doenga, mas sim
que o diagndstico é realizado de forma mais eficiente, podendo haver subdiagnéstico
principalmente nas regifes menos desenvolvidas do pais. Isso se confirma no momento
em que, ao analisarmos pacientes apenas de centros maiores (artigo 02) o tempo para o
diagnostico caiu para pouco mais de 6 anos, similar ao de paises desenvolvidos (Whitley
et al, 2018). O fato de a média de idade ao diagndstico ser de quase 11 anos nos pacientes
da Rede MPS é preocupante se considerarmos que, na coorte do artigo 02 ha relatos de
pacientes que faleceram dos 10 aos 13 anos, e que, portanto, nem teriam sido
diagnosticados.

Outro importante fator que pode ter contribuido para o atraso no diagndstico é a
falta de conhecimento substancial, por parte dos médicos, das caracteristicas clinicas
associadas a MPS I11B, por ser uma doenca tdo rara. Como nossos dados no primeiro
artigo demonstram, embora a maior parte dos médicos tenha sugerido uma hipétese
diagndstica de Mucopolissacaridose, em muitos casos ndo havia uma definicédo clara de
qual subtipo da doenca. Ha ainda outras sugestdes de diagndstico amplas, como por
exemplo, suspeita de “Erro Inato do Metabolismo”. Por fim, este atraso pode também,
em parte, ser explicado pela heterogeneidade dos sintomas apresentados pelos pacientes

com Sindrome de Sanfilippo, especialmente nas diferengas de desenvolvimento clinico
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da doenca associadas a quadros leves ou graves da mesma (Valstar et al.,2010; Cross et
al., 2014; Kim et al., 2016; Nijmeijer et al., 2019; Wijburg et al., 2013).

Um dos exemplos que demonstramos com a apresentacdo do quadro clinico
refere-se as alteracdes de ordem neurologica. A MPS I11B destaca-se por ser uma doenga
de cunho, quase que primordialmente, neuroldgico (Valstar et al., 2010; Kim et al., 2016).
Em pacientes com um quadro clinico leve da doenca, os primeiros sinais podem
apresentar-se de forma branda e ser um importante elemento de confus@o para o médico
que ird atendé-los. No Artigo 03 observamos o caso de um paciente que possuia
caracteristicas clinicas possivelmente associadas a um distirbio de carater

esquizofreniforme como um exemplo de diagnostico dificil de ser realizado.

Tabela 3: Distribuicdo de pacientes de MPS I11B por regido, pais e estado.

REGIAO ESTADO N %

Pard 2

NORTE Acre 1 4.54%
Amazonas 1
Ceara 5

NORDESTE 8.18%
Bahia 4
Mato Grosso 3

CENTRO-OESTE Distrito Federal 3 6.36%
Mato Grosso do Sul 1
Sdo Paulo 22
Rio de Janeiro 10

SUDESTE 40.90%
Minas Gerais 9
Espirito Santo 4
Rio Grande do Sul 17

SUL Santa Catarina 6 24.54%
Parand 4
Porteviejo 8
San Jacinto 1

EQUADOR El Junco Charapoto 1 11.81%
Quito 2
Manabi 1
Alger (Algeria) 1
OUTROS Saudi Arabia (Dubai) 1

4.54%
Managua (Nicaragua) 1
Desconhecido 2

Na tentativa de contornar essas interpretagdes equivocadas das sintomatologias

clinicas, no Artigo 01, identificamos um grupo de sintomas que séo facilmente percebidos
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pelos médicos e que podem servir como um indicativo para a suspeita de MPS 1lIB: a
face dismorfica, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, hepatoesplenomegalia e
problemas comportamentais. Outros trabalhos também reportaram que estes sintomas sdo
os mais facilmente observaveis no inicio do desenvolvimento da doenca (Delgadillo et
al., 2013; Lin et al., 2018).

Embora os problemas comportamentais estejam presentes no grupo de sintomas
que podem ser um indicativo estratégico para a suspeita de MPS I11B, as fichas da Rede
MPS Brasil mostraram que eles sdo menos identificados pelos nossos clinicos. Uma das
possiveis causas relacionadas com essa menor percepcao esta associada com a idade na
qual os individuos sdo diagnosticados: é uma idade tardia. Segundo as fases de
desenvolvimento da Sindrome de Sanfilippo, no fim da primeira década de vida, 0s
sintomas relacionados aos problemas comportamentais se reduzem devido ao avanco da
neurodegeneragéo (Valstar et al.,2010; Cross et al., 2014; Kim et al., 2016; Nijmeijer et
al., 2019; Wijburg et al., 2013).

O caso clinico do manuscrito 03 nos levou a questionar quais possiveis sintomas
estariam relacionados a MPS I11B quando a doenca se manifestava de forma tardia, uma
vez que a expectativa de vida dos pacientes tem demonstrado um aumento quando
comparado aos indices de quando a Sindrome de Sanfilippo foi descrita (Rezavi et al.,
2019). Estas observacfes nos levam a sugerir a importancia de incluir a MPS 111B no
diagnostico diferencial de pacientes com um fendtipo comportamental e psiquiatrico
precoce, seguido por um quadro de declinio cognitivo progressivo, assim como sugerido
por Bready e colaboradores (2017). Instaurar diagndsticos diferenciais pode ser uma
chave importante para realizar o diagnostico precoce da patologia, especialmente quando
possiveis tratamentos sejam incorporados a rotina de diagndstico de MPS I11B (Shapiro
etal., 2017).

A melhor compreensdo deste caso clinico pdde nos proporcionar uma nova
iniciativa: estudar a fundo a progressdo natural da doenca. Para tanto, contactamos 0s
médicos que diagnosticaram 0s pacientes relatados no primeiro trabalho, enviando
novamente o formulario da Rede MPS Brasil (Apéndice 1) com o objetivo de estudar a
progressao da doenca na populacdo brasileira. Os resultados foram relatados no Artigo
02.

Os primeiros sintomas relacionados a populacdo brasileira de MPS 11IB que
acompanhamos iniciam-se por volta dos 26 meses com a atraso na linguagem e retardo

no desenvolvimento neuropsicomotor, seguido de problemas de comportamento,
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corroborando com os achados em grandes centros de paises desenvolvidos (Whitley et
al., 2018). A média de idade, como reportado anteriormente, também corrobora com o
trabalho supracitado.

O atraso na fala foi evidente, com os pacientes comecando a falar palavras de 2
silabas proximo aos 2 anos de idade (sendo que alguns pacientes foram excluidos desta
andlise por nunca ter conseguido adquirir este marco, o que elevaria a média ainda mais).
Outros marcos do desenvolvimento, como caminhar sem auxilio, também se mostraram
acima do percentil 95% da populagdo normal (WHO MULTICENTRE GROWTH
REFERENCE STUDY GROUP, 2006). J& a perda de fung¢bes neuropsicomotoras como,
por exemplo, formar palavras com duas silabas e formar frase com duas palavras, gira em
torno dos nove anos idade; e o agravamento da funcdo motora exemplificado pela
inabilidade de caminhar, em torno dos 7.4 anos, faz com que o individuo necessite do
total suporte por parte do seu cuidador, concordando mais uma vez com os dados
reportados anteriormente na literatura (\Valstar et al., 2008; Valstar et al., 2010; Valstar et
al., 2011). Segundo os trabalhos de Valstar e colaboradores (2008), o quadro neuroldgico
progride até deixar o paciente em um estado vegetativo, com perda das funcdes basicas
de controle neuroldgico. Levando em consideracdo que o controle dos esfincteres anal e
vesical é um importante indicativo do quadro neuroldégico de um paciente, nosso estudo
demonstra (embora com “n* muito limitado) que a perda desse controle ocorre por volta
dos 17 anos, demonstrando um agravamento da condi¢do neuroldgica nestes pacientes.
Ao final da primeira década de vida, outros sintomas somaticos ficam mais prevalentes e
pronunciados, incluindo alteracfes cardiovasculares, articulares e respiratorias. Este
quadro progressivo leva a morte dos portadores por volta da segunda e terceira década de
vida (Valstar et al., 2008), corroborando com nossos achados de idade média de morte
por volta dos 17 anos de idade.

Embora a presente dissertacdo demonstre uma ampla gama de perspectivas
relacionadas aos pacientes diagnosticados com MPS I11B pela Rede MPS Brasil; ao longo
do desenvolvimento tivemos algumas limita¢Ges. Inicialmente realizamos a montagem
de sondas de deteccdo de mutagOes mais comuns relacionadas a MPS 11IB para que
pudéssemos realizar o diagnostico molecular destes pacientes. Infelizmente, devido ao
quadro de pandemia mundial, a chegada destas sondas em tempo habil ndo aconteceu. No
futuro entdo avaliaremos as mutacdes relacionadas aos pacientes brasileiros e de outros
paises e pretendemos confirmar, através das analises moleculares, o possivel cluster de

pacientes no Equador.
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Outra limitac&o esta relacionada a quantidade de informagGes disponiveis. Alguns
exames clinicos ndo puderam ser realizados devido & infraestrutura limitada de alguns
centros ou a ndo-realizacdo dos mesmo por outros motivos. Em alguns centros, a realidade
na oferta destes exames é diferente dos centros em regides mais desenvolvidas,
corroborando com a ideia de como estes diferentes perfis socioecondmicos contribuem
para o diagnostico e manejo destas patologias.

Apesar destas limitacGes, os dados aqui obtidos tracam claramente as principais
caracteristicas da MPS I11B na nossa populacdo, que é o objetivo principal do presente

estudo.
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu que as seguintes conclus6es fossem atingidas:

a)

b)

d)

f)

A idade media de diagndstico dos pacientes foi de aproximadamente 11 anos de
idade, muito mais tardia que o reportado na literatura. Ao avaliarmos apenas
pacientes acompanhados em centros maiores, esta média de idade caiu para 6,4
anos, mais proximo da média mundial.

Os pacientes diagnosticados pela rede MPS s&o originarios principalmente das
regides Sudeste e Sul do Brasil. A ampla distribuicdo dos mesmos pelos estados
brasileiros sugere que ndo existem potenciais clusters de pacientes no territorio
do pais. No entanto, um potencial cluster foi identificado no Equador.

A atividade da enzima NAGLU se mostrou sempre baixa nos pacientes, com
valores inferiores a 10% dos encontrados em pessoas sem a doenca. Os niveis de
GAG urinarios se mostraram aumentados em todos pacientes. Ndo se encontrou
qualquer correlacdo entre atividade de enzima, nivel de GAG e idade dos
pacientes.

Ao diagndstico, os principais sinais clinicos encontrados nos pacientes da Rede
MPS Brasil foram face grosseira e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.
Foi estudada a progressao de 22 pacientes com MPS I1IB dos principais centros
do pais. Nestes casos, os achados iniciais incluiam principalmente atrasos na fala.
Em seguida os pacientes evoluem com outras alteracdes no desenvolvimento
neuropsicomotor e alteracdo no comportamento. Posteriormente, outros achados
somaticos ficavam aparentes e mais frequentes, incluindo alteracGes articulares,
cardiovasculares, respiratorias e de organomegalia. Os pacientes morrem por
volta dos 17 anos de idade (em média) principalmente por alteracGes respiratorias.
Os dados compilados na presente dissertacdo permitem que ensaios clinicos
futuros possam ser desenhados de forma a permitir que intervences terapéuticas

possam ser avaliadas.
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Alegre (HCPA)

t HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 170664
Data da Versao do Projeto:  14/12/2017

Pesquisadores:
ROBERTO GIUGLIANI
FRANCIELE BARBOSA TRAPP

Titulo: MUCOPOLISSACARIDOSES NO BRASIL: UM ESTUDO CLINICO,
EPIDEMIOLOGICO, GENETICO, BIOQUIMICO E
MOLECULAR COM IMPACTO NO DIAGNOSTICO, MANEJO E PREVENGAO

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodolégicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagdo esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestdo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto nao participaram de qualquer etapa do processo de avaligédo de
seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pds-Graduagao (GPPG)

Porto Alegre, 20 de dezembro de 2017.

Prof / José Roberto Goldim
Cogrdenador CEP/HCPA
/

Apéndice I: Parecer do Comité de Etica Institucional do Hospital de Clinicas de Porto
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pela Rede MPS Brasil.

Ficha n’
Familia
EIM
DNA

REDE

MPS

BRASIL

REDE MPS BRASIL

Ficha de Registro de Dados Clinicos e Laboratoriais

DATA DE PREENCHIMENTO:
CENTRO ASSOCIADO:
RESPONSAVEL:

NOME DO PACIENTE:

DATA DE NASCIMENTO: SEXO:

NATURALIDADE: NACIONALIDADE:

COR:
PAL

MAE:

ENDERECO ATUAL:

TELEFONE: E-MAIL:

SERVICO DE ORIGEM:
MEDICO RESPONSAVEL:

ENDERECO/TELEFONE/E-MAIL DO MEDICO RESPONSAVEL:

DADOS DO NASCIMENTO:

-TIPO DE PARTO:

-PESO:

-COMPRIMENTO:

-PERIMETRO CEFALICO:

-RELATO DE MANCHAS MONGOLICAS EXTENSAS? ( )SIM  ( )NAO
-OUTROS:

Apéndice I1: Ficha de Avaliagdo Clinicas dos pacientes encaminhados e acompanhados

91



HISTORIA FAMILIAR:
-CONSANGUINIDADE? ( )SIM  ()NAO

-OUTROS AFETADOS NA FAMILIA? INDICAR NOME E GRAU DE PARENTESCO

-FAZER HEREDOGRAMA NO VERSO

SOBRENOME NOME

LOCAL
NASCIMENTO

ASCENDENCIA

PAI

MAE

AVO PATERNO

AVO PATERNA

AVO MATERNO

AVO MATERNA

IDADE DE INiCIO DA SINTOMATOLOGIA:

DEFINIR A SINTOMATOLOGIA INICIAL:

DESENVOLVIMENTO NEUROPSICOMOTOR:

IDADE DE AQUISICAO

IDADE DE PERDA

SUSTENTO CEFALICO

SENTAR SEM APOIO

CAMINHAR SEM APOIO

CONTROLE ESFINCTER VESICAL
(DIURNO E NOTURNO)

CONTROLE ESFINCTER ANAL
(DIURNO E NOTURNO)

PALAVRAS COM NO MINIMO DUAS SILABAS

FORMAR FRASES
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PROBLEMAS DE COMPORTAMENTO? ( )SIM ( )NAO
QUAIS?

ESCOLARIDADE:

INTERNACOES HOSPITALARES (DATA, MOTIVO):

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS (DATA, PROCEDIMENTO, INTERCORRENCIAS):

TEM SINDROME DA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO? FEZ ALGUM ESTUDO ESPECIFICO
PARA AVALIAR A PRESENCA DESTA COMPLICACAO (POR EXEMPLO, POLISONOGRAFIA?)

TEM OU TEVE CRISES CONVULSIVAS?
IDADE DO PRIMEIRO EPISODIO:

FEZ AVALIACAO OFTALMOLOGICA? RESULTADOS.
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FEZ AVALIACAO CARDIOLOGICA? RESULTADOS.

TEM HIPOACUSIA? FEZ ALGUMA AVALIACAO ESPECIFICA PARA AVALIAR A PRESENCA
DESTA COMPLICACAO? RESULTADOS.

FAZ USO DE ALGUMA MEDICACAO? QUAL?

CPAP/BiPAP: ( )SIM ( )NAO
PROTESE AUDITIVA: ( )SIM ( )NAO

ULTIMO EXAME FiSICO:
-DATA:

-IDADE:

-PESO:

-COMPRIMENTO:

-PERIMETRO CEFALICO:
-OPACIFICACAO DE CORNEA?
-LESOES PAPULARES NA PELE?
-CONTRATURAS ARTICULARES?
-GIBA TORACOLOMBAR?
-HEPATOMEGALIA?
-ESPLENOMEGALIA?

-OUTROS:
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EM CASO DE OBITO:
IDADE DO OBITO:
CAUSA DO OBITO:

RESULTADOS DOS ESTUDOS BIOQUIMICOS PREVIOS:

( / / )DOSAGEM QUANTITATIVA DE GAGS NA URINA:

MG/G CREAT.

(VALORES NORMAIS PARA A FAIXA ETARIA

LABORATORIO:

( / /| )CROMATOGRAFIA DE GAGS NA URINA

LABORATORIO:

MEDIDAS DE ATIVIDADE DE ENZIMAS (INFORMAR ENZIMA DE REFERENCIA)

( / / )MATERIAL: ENZIMA RESULTADO:

( / / )MATERIAL: ENZIMA REF: RESULTADO:
LABORATORIO:

( / / )MATERIAL: ENZIMA RESULTADO:

( / / )MATERIAL: ENZIMA REF: RESULTADO:
LABORATORIO:

( /' / )MATERIAL: ENZIMA RESULTADO:

( /' / )MATERIAL: ENZIMA REF: RESULTADO:
LABORATORIO:

( / / )MATERIAL: ENZIMA RESULTADO:

( / / )MATERIAL: ENZIMA REF: RESULTADO:

LABORATORIO:

RESULTADO DAS ANALISES MOLECULARES PREVIAS:

OUTROS RESULTADOS:
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