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5. RESUMO

Mucopolissacaridose tipo VI ¢ uma doenga lisossomica causada pela deficiéncia de
arilsulfatase B. A incidéncia de MPS VI ¢ muito baixa, geralmente menos de 1 caso para cada
1.000.000 recém-nascidos. Até o presente momento, 133 mutagdes e 13 polimorfismos foram
identificados no gene da arilsulfatase B. Entretanto, a maioria dos alelos mutantes ou esta
presente somente em um individuo ou em poucos pacientes, o que demonstra a grande
heterogeneidade alélica da MPS VI. No municipio de Monte Santo, Nordeste do Brasil, foram
identificados treze pacientes com MPS VI. O objetivo deste trabalho foi identificar a(s)
mutacao(0es) presente(s) nos pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA e os heterozigotos
nas familias; definir haplotipos utilizando SNPs para identificagdo de uma possivel origem
comum do alelo mutado nesta populacdo e permitir aconselhamento genético eficiente, bem
como orientagdes sobre a doenca aos familiares com individuos afetados. Os 13 pacientes
com MPS VI apresentavam a mutagao p.HI178L em homozigose ¢ o mesmo haplotipo para os
SNPs intragénicos. Nas viagens realizadas até o municipio durante este trabalho foram
coletadas 236 amostras de sangue dos familiares, a mutacao p.H178L foi detectada em 98
(20,8%) alelos, sendo 41,5% da amostra composta por individuos heterozigotos. Com base
em dados atuais, a prevaléncia de MPS VI nesta regido ¢ estimada em 1:5.000 recém-
nascidos. As analises dos heredogramas indicam a presenga de varios individuos com chance
de 25% ou até 50% de serem heterozigotos. Monte Santo ¢ uma regido pequena e isolada e, os
altos indices de endogamia fazem com que o alelo p.HI178L permaneca frequente nesta
regido. Estes resultados, juntamente com a analise dos heredogramas, sugerem um efeito
fundador, o que refor¢a a necessidade de um programa abrangente de genética comunitaria
para esta area, incluindo uma triagem neonatal e estudos com os membros das familias para

promover um aconselhamento genético.



6. ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type VI is a lysosomal disease caused by deficiency of
arylsulfatase B. The incidence of MPS VI is very low, usually less than 1 case for every
1,000,000 newborns. To date, 133 mutations and 13 polymorphisms were identified in the
arylsulfatase B gene. However, the majority of mutant alleles are present only in one
individual or in a few patients, demonstrating the allelic heterogeneity of MPS VI. In the
county of Monte Santo, northeast Brazil, thirteen patients with MPS VI were identified. The
objective of this study was to characterize the mutation(s) present(s) in MPS VI patients from
Monte Santo/BA and to detect heterozygous within the families. We also aimed to define
haplotypes using SNPs to identify a possible common origin of the mutant allele in this
population and allow efficient genetic counseling and assistance regarding the disease to
families with affected individuals. The 13 MPS VI patients showed the p.H178L mutation in
homozygosis and the same haplotype for intragenic SNPs. During field trips to Monte Santo
along this study we collected 236 blood samples from family members, p.H178L mutation
was detected in 98 (20.8%)) alleles, and 41.5% of the samples were heterozygous individuals.
Based on current data, the prevalence of MPS VI in this region is estimated at 1:5,000
newborns. Pedigree analysis indicates the presence of many individuals with a 50% and 25%
chance of being heterozygous. Monte Santo is a small, isolated region and the high levels of
inbreeding allows for p.H178L allele to remain common in this region. These results, together
with the analysis of pedigrees suggest a founder effect, which reinforces the need for a
comprehensive program of community genetics in this area, including a neonatal screening

and studies of family members to promote a genetic counseling.
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7. INTRODUCAO

As doengas lisossomicas (DL) sdo caracterizadas pela deficiéncia de enzimas
lisossomais e constituem um grupo de aproximadamente 50 tipos distintos (Wraith, 2002). As
DL estao envolvidas em uma via de degradagdao metabolica, levando ao acimulo de substrato
no interior dos lisossomos e excrecao de produtos parcialmente degradados pela urina. A
incidéncia das DL, em conjunto, ¢ estimada em 1:5.000 recém nascidos vivos (Meikle ef al.,
1999) e podem ser classificadas conforme o tipo de substrato acumulado em
mucopolissacaridoses (MPS), glicoproteinoses, esfingolipidoses, glicogenoses e outras
(Gieselmann, 1995).

As MPS s3ao um grupo de doencas hereditarias causadas pela deficiéncia de uma das
onze enzimas lisossomais envolvidas na degradacdo dos glicosaminoglicanos (GAGs)
(Neufeld e Muenzer, 2001). Os GAGs sao polimeros longos, nao ramificados, formados por
unidades alternadas de acido urdnico e hexosamina, sendo classificados em cinco diferentes
grupos: condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato, 4cido hialuroénico e queratan
sulfato (Byers et al., 1998).

A atividade deficiente de qualquer uma das onze enzimas envolvidas na rota de
degradacao dos GAGs causa o acumulo de substrato parcialmente degradado no interior dos
lisossomos € aumento da excre¢do urinaria dos GAGs, levando aos diferentes tipos de MPS.
A classificacdo das MPS est4d baseada no defeito enzimatico, correspondendo aos seguintes
fenotipos clinicos: Hurler, Hurler-Scheie, Scheie, Hunter, Sanfilippo, Morquio, Maroteaux-
Lamy e Sly. A incidéncia total de MPS ¢ de 1:22.000 a 1:50.000 (Poorthuis et al., 1999;
Applegarth et al., 2000) recém nascidos vivos.

A mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) ou sindrome de Maroteaux-Lamy ¢ uma
doenca autossdmica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase ou arilsulfatase B (ARSB). A MPS VI ¢ caracterizada pelo armazenamento

intralisossomal ¢ excrecao urinaria de elevados niveis de dermatan sulfato. No Brasil, a
11



incidéncia de MPS VI ainda ndo foi relatada, mas se acredita que seja rara, principalmente
quando comparada com a MPS I que ¢ o tipo mais frequente no Brasil, com uma incidéncia
estimada em 1:106.000 nascidos (Matte, 2001).

O gene da ARSB esté localizado no brago longo do cromossomo 5, na regido 5q13.3 —
5ql4.1 (Litjens et al., 1989). O isolamento e sequenciamento do cDNA da ARSB humana,
realizado por Peters e colaboradores em 1990, possibilitou a caracterizagdo da proteina
ARSB, a qual ¢ composta por 533 residuos de aminoacidos.

A partir da descri¢do da primeira mutagdo por Wicker e colaboradores em 1991, uma
série de outras mutacdes foram sendo identificadas. Até o presente momento, 133 mutagdes
foram identificadas no gene ARSB. Entretanto, a maioria dos alelos mutantes ou esta presente
somente em um individuo ou em poucos pacientes, o que demonstra a grande heterogeneidade
alélica da MPS VI. Até o momento, ja foram descritos 13 polimorfismos no gene ARSB
(HGMD; Litjens & Hopwood, 2001; Karageorgos et al., 2004, 2007; Petry et al., 2003, 2005).

Incluido totalmente no “Poligono das Secas”, o Municipio de Monte Santo — Bahia
compreende uma area de 3.298 Km” e est4 a uma distancia de 352 km de Salvador, capital do
estado. A populacdo de Monte Santo ¢ de aproximadamente 52.338 habitantes, com 850
nativivos registrados em 2009 (IBGE - 2010). Nesse municipio, t€ém sido diagnosticadas
diversas doencas genéticas (monogénicas) autossoOmicas recessivas em pacientes de varias
familias residentes. Esta observa¢do sugere uma estrutura reprodutiva endogdmica da
populacdo que pode ser relacionada com outras patologias cronicas, incluindo tanto as
doengas raras monogénicas como as doencas comuns poligénicas, susceptiveis de prevencao
primaria e terciaria.

Entre estas doencgas foram identificados 13 pacientes com MPS VI, havendo a
possibilidade da existéncia de outros casos ndo registrados nesta regido. Através de
levantamento familiar, surgiram relatos de varios individuos que ja foram a Obito com

caracteristicas similares.
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8. REVISAO DA LITERATURA

8.1. Erros Inatos do Metabolismo

O termo Erro Inato do Metabolismo (EIM) designa um conjunto de doencas
decorrentes de falhas nos processos de sintese, degradagdo, transporte e/ou armazenamento de
moléculas no organismo. O termo foi proposto, inicialmente, por Garrot, em 1908, para
caracterizar quatro situagdes que estudava: alcaptonuria, albinismo, pentosuria e cistinuria.
Inicialmente, ele relacionou a ocorréncia de alcaptonuria ao acimulo de 4cido homogentisico
no organismo e, depois estudando a cistindria, o albinismo e a pentosuria, ele sugeriu que esse
grupo de doengas eram ocasionadas por um bloqueio metabdlico. Reunindo suas observagdes
com o fato dos casos ocorrerem mais frequentemente em irmaos, filhos de pais
consanguineos, estabeleceu uma ligagdo com as entdo recém descobertas Leis de Mendel
(Garrot & Lond, 1908).

Os EIM sdo compostos por quase 500 enfermidades (Neufeld & Muenzer, 2001),
representando 10% de todas as doencas genéticas. A maioria dos EIM ¢ herdada de forma
autossOmica recessiva, havendo um grupo com heranga ligada ao sexo e raros exemplos com
heranga autossémica dominante (Giuglani, 1998).

Os EIM compdem um vasto grupo de distirbios genéticos, ocasionados por
deficiéncias enzimaticas especificas ou decorrentes de falhas no transporte de proteinas, que
podem levar ao acimulo de substancias normalmente presentes em pequena quantidade, a
deficiéncia de produtos intermediarios criticos, a deficiéncia de produtos finais especificos ou

ainda o excesso nocivo de vias metabodlicas acessorias (Figura 1) (Karam et al., 2001).
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Figura 1 — Via metabodlica mostrando as possiveis consequéncias causadas pelas deficiéncias enzimaticas
especificas ou decorrentes de falhas no transporte de proteinas como: acimulo de substancias normalmente
presentes em pequena quantidade (A), a deficiéncia de produtos intermediarios criticos (B), a deficiéncia de

produtos finais especificos (C) ou ainda o excesso nocivo de vias metabolicas acessorias (D).

Os EIM tém incidéncia individual pequena, mas em conjunto chegam a afetar até
1:1.000 recém-nascidos (Giugliani, 1998). Applegarth e colaboradores, em 2000 no Canada,
encontraram uma incidéncia de EIM de 1:2.500. Na América do Sul, hd poucos estudos
descrevendo a frequéncia dos EIM em grupos de pacientes de alto risco. Em dois, com
amostras mais significativas, a frequéncia encontrada foi de aproximadamente 6,5%
(Chamoles et al., 1994; Coelho et al., 1997).

Os EIM podem ser classificados em trés grandes grupos, segundo Saudubray &

Charpentier, 1995, utilizando o fendtipo clinico das doengas (Quadro 1).

Quadro 1 — Classificagdo dos Erros Inatos do Metabolismo segundo Saudubray &

Charpentier, 1995.

Grupos Caracteristicas Doencas

Defeitos de sintese ou catabolismos
de moléculas complexas

Sinais e sintomas permanentes ¢
progressivos

Lisossomais e peroxissomiais

Defeito no metabolismo
intermediario

Intoxicacao aguda e cronica

Aminoécidos, acidos organicos, ciclo da
uréia e intolerancia aos agucares

Defeito na produg¢ao/ utilizagao de
energia

Metabolismo intermediario de
figado, musculo e cérebro

Depdsito de glicogénio, Hiperlaticemias
congeénitas, Mitocondriais e defeito de B-
oxidagdo de acidos graxos
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8.2. Doencas lisossomicas

As Doengas Lisossomicas (DL) sdo erros inatos do metabolismo que tem como
caracteristica comum a deficiéncia de uma proteina lisossomica de uma via de degradacao
metabolica. Essa falha causa um actimulo de um substrato especifico, parcialmente
degradado, no interior dos lisossomos, perturbando a fisiologia normal da célula (Matte,
1998). O acumulo progressivo de macromoléculas ndo digeridas no interior dos lisossomos

gera uma disfun¢ao celular, como apresentado na figura 2.

Causa prmana dasdoencas | Defeito genético que conduza uma atividade proteica
deacumulo Lisossomico alterada eao acimulo demetabolitogsnos lisossomos

/ N

Causa secundaia Mudancas nos Via(g) I)mq_u.umca ()
processos celulares gsecundaria(s)

[ Patologia celular |5 [ Expressio génica alterada

Viax afetadas pelas cansas ‘\ \\ ']l
primariasesecundariaz \ \\
\ = Via(s) bioquimica(s)
\ terciaria(s)

]
[ A
H Dano celular/tecicdual emorte ]’:7

Figura 2 - Esquema proposto da patologia das doengas de actimulo lisossdmico. A causa primaria da doenga € o
acumulo intralisossomal de substratos ndo metabolizados, mas a ampla classificacdo ¢ variedade dos sintomas
indicam que devem haver vias bioquimicas e celulares secundarias ativadas que provocam a patologia celular, a
alteracdo na expressao génica e a ativacdo das vias bioquimicas terciarias (Adaptado de Futerman & van Meer,

2004).

As DL sao causadas por uma ou mais mutagdes em cerca de 40 genes diferentes que
codificam proteinas de hidrolise e transporte de componentes celulares (Wenger et al., 2002).
As DL compreendem um grupo de mais de 50 doengas diferentes que podem ser classificadas
de acordo com a via afetada e a natureza do substrato acumulado em esfingolipidoses,
mucopolissacaridoses, glicoproteinoses e outras (Futerman & van Meer, 2004). As principais

estao resumidas no quadro 2.
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Quadro 2 - Principais Doengas Lisossomicas (Adaptado de Futerman & van Meer, 2004).

Doenca | Proteina defeituosa | Principais materias armazenados
Esfingolipidoses

Fabry o-Galactosidase A Globotriaosilceramida

Gaucher B-Glucosidase Glucosilceramida

Niemann-Pick A e B Esfingomielinase Esfingomielina

Gangliosidoses GM1 B-Galactosidase Gangliosideo GM1

Gangliosidoses GM2 (Tay-Sachs)

B-Hexosaminidase A

Gangliosideo GM2 e glicolipideos relacionados

Gangliosidoses GM2 (Sandhoff)

B-Hexosaminidase A ¢ B

Gangliosideo GM2 e glicolipideos relacionados

Gangliosidoses GM2
(Deficiéncia do ativador de GM2)

Proteina ativadora de GM2

Gangliosideo GM2 e glicolipideos relacionados

Mucopolissacaridoses

MPS I (Hurler, Scheie, Hurler/ Scheie)

o-Iduronidase

Dermatan Sulfato e Heparan Sulfato

MPSII (Hunter)

Iduronidato-2-Sulfatase

Dermatan Sulfato e Heparan Sulfato

MPS IITA (Sanfilippo A)

Heparan N-Sulfatase

Heparan Sulfato

MPS IIIB (Sanfilippo B)

N-Acetil- a-glucosaminidase

Heparan Sulfato

MPS IIIC (Sanfilippo C)

Acetil-CoA: a-glucosamida N-
acetiltransferase

Heparan Sulfato

MPS IIID (Sanfilippo D)

N-Acetilglucosamina-6-sulfatase

Heparan Sulfato

MPS IV (Morquio A)

N-Acelgalactosamina

Queratan Sulfato e Controitin Sulfato

MPS IV (Morquio B)

B-Galactosidase

Queratan Sulfato

MPS VI (Maroteaux-Lamy)

N-Acetilgalactosamina-4-
sulfatase (Arilsulfatase B)

Dermatan Sulfato

MPS VII (Sly)

B-Glucuronidase

Heparan  Sulfato, Dermatan Sulfato e

Condroitin Sulfato

Oligosacaridoses e glicoproteinoses

Pompe | a-Glucosidase | Glicogénio
Doencas causadas por defeitos em proteinas integrais da membrana
Cistinoses Cistinosina Cistina
Doenga de Danon LAMP2 Restos citoplasmaticos e glicogénio
Mucolipidose (ML) IV Mucolipina-1 Lipidios e mucopolisacarideos 4cidos
Niemann-Pick C (NPC) NPCle2 Colesterol e esfingolipideos
Outras
Galactosialidoses Catepsina A Sialiloligosacarideos
Deficiéncia Multipla de Sulfatases | Enzima geradora de o- | Sulfatideos

formilglicina

Lipofuscina Ceroide Neuronal
(NCLI)

Proteina palmitoiltioesterase-1

Tioésteres lipidados

Lipofuscina Ceroide Neuronal
(NCL2)

Tripeptidil Amino Peptidase-1

Subunidade ¢ da ATP sintetase mitocondrial

Lipofuscina Ceroide Neuronal
(NCL3)

Transportador de Arginina

Subunidade ¢ da ATP sintetase mitocondrial

As DL tem incidéncia estimada de 7-14:100.000 nascimentos, de modo geral variando

conforme a procedéncia da amostra estudada: Meikle e colaboradores (1999), na Australia,

descreveram uma incidéncia de 13:1.000.000 nascimentos; Poorthuis ¢ colaboradores (1999),

na Holanda, uma incidéncia de 14:100.000 nascimentos; Applegarth e colaboradores (2000),

no Canadd, uma incidéncia de 7,6:100.000 nascimentos; Tylhi-Szymanska e colaboradores

(2001), na Polonia, uma incidéncia de 0,5 a 2:100.000 recém nascidos vivos. No Brasil,
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Coelho e colaboradores (1997), encontraram uma frequéncia relativa de DL de 59,8% entre

pacientes de risco.

8.3. Mucopolissacaridoses

As Mucopolissacaridoses (MPS) sdao um grupo de DL causadas pela deficiéncia de
uma das onze enzimas lisossomais envolvidas na degradacdo de glicosaminoglicanos (GAGs)
que se acumulam, parcialmente degradados, nos lisossomos. Sdo doengas progressivas que
apresentam ampla heterogeneidade clinica, inclusive para uma mesma deficiéncia enzimatica
(Neufeld & Muenzer, 2001).

As MPS foram descritas clinicamente pela primeira vez em 1917, por Hunter, mas as
bases bioquimicas s6 foram elucidadas entre as décadas de 50 a 60 e, s6 mais recentemente,
as bases moleculares e os subtipos foram descritos (Wraith, 1996). Em 1952, Brante isolou e
identificou a substancia acumulada nos pacientes com gargolismo, denominag¢do dada aos
individuos com as caracteristicas faciais tipicas dos pacientes com MPS, como sendo
mucopolissacarideos (ou GAGs) e prop0s o termo mucopolissacaridose para essa doenga. Em
1968, demonstraram que o acumulo desses GAGs ¢ resultante da degradacao ineficiente e ndo
de uma sintese excessiva ou de uma redugo na secre¢ao (Matte, 1998).

Os GAGs sdao formados por cadeias polissacaridicas 4cidas, ndo ramificadas,
compostas por repetigoes de dissacarideos. De acordo com o residuo de agucar, o tipo de
ligacdo entre eles, o numero e localizagdo dos grupos sulfato, sdo definidos cinco grupos de
GAGs: acido hialurénico, condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato e queratan
sulfato. Dependendo da enzima deficiente, o catabolismo de um desses GAGs pode ser
bloqueado de forma individual ou em combinagdo (Neufeld & Muenzer, 2001).

Os GAGs sdo componentes da matriz extracelular, formando gligoproteinas
macromoleculares (proteoglicanos) que dao elasticidade aos tecidos e os capacita a manter

sua formacdo caracteristica. Existe uma continua renovagdo celular de proteoglicanos, sendo
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que a sua degradacdo se inicia pela clivagem por proteases extracelulares e, depois pela acao
sequencial das enzimas lisossomais que produzem monossacarideos e sulfato inorganico
(Matte, 1998).

O actmulo intralisossomal de GAGs parcialmente degradados interfere com a funcao
celular normal, causando apoptose de alguns grupos celulares, o que estd parcialmente
relacionado com as manifestagdes clinicas tipicas desse grupo de doencas. Esses GAGs
também sdo excretados em excesso na urina dos pacientes afetados (Wraith, 1996).

As MPS sio classificadas em sete principais tipos, de acordo com a enzima deficiente

e quanto ao substrato que se acumula (Tabela 1) (Neufeld & Muenzer, 2001).

Tabela 1 — Classificagdo das Mucopolissacaridoses.

MPS Enzima Deficiente Sigla Eponimo GAGs acumulados
I o-L-iduronidase IDUA Hurler, Hurler-Scheie, Scheie Dermatan e Heparan Sulfatos
II Iduronato-L-sulfatase IDS Hunter Dermatan e Heparan Sulfatos
IITA  Heparan-N-sulfatase SGSH Sanfilippo A Heparan Sulfato
IIB  o-N-acetilglicosaminidase =~ NAGLU Sanfilippo B Heparan Sulfato
IIIC  AcCoA: a-glicosamina GNAT Sanfilippo C Heparan Sulfato
acetiltransferase
IID  N-acetilglicosamina 6- G6S Sanfilippo D Heparan Sulfato
sulfatase
IVA  Galactose 6-sulfatase GALNS  Morquio A Queratan e Condroitin
Sulfatos
IVB  B-galactosidase GLB1 Morquio B Queratan Sulfatos
VI N-acetilgalactosamina 4- ARSB Maroteaux-Lamy Dermatan Sulfato
sulfatase
VII B-glicuronidase GUSB Sly Dermatan, Queratan e
Condroitin Sulfatos
IX Hialuronidase HYAL1 Natowicz Acido Hialurénico

Nelson (1997), na Irlanda do Norte, descreve uma incidéncia conjunta das MPS
estimada em 1,3:100.000 nascidos vivos; Meikle e colaboradores (1999), na Australia, uma
incidéncia de 4,4:100.000 (35% das DL diagnosticadas); Poorthuis e colaboradores (1999), na
Holanda, uma incidéncia de 4,5:100.000 nascimentos; Applegarth e colaboradores (2000), no

Canada, uma incidéncia de 1,8:100.000 nascimentos.
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8.4. Mucopolissacaridose tipo VI
8.4.1. Historia

A Mucopolissacaridose Tipo VI (MPS VI), ou Sindrome de Maroteaux-Lamy (OMIM
253200), foi descrita pela primeira vez em 1963 pelos médicos franceses Pierre Maroteaux e
Maurice Emile Joseph Lamy como uma sindrome semelhante a sindrome de Hurler (MPS 1),
mas com inteligéncia preservada e excre¢do urindria de dermatan sulfato (DS) nao
acompanhada de heparan sulfato (HS) (Neufeld & Muenzer, 2001; Nyhan & Ozand, 1998).

O primeiro teste enzimdatico para o diagnostico direto da MPS VI, mediante a
determinagdo diferencial de glicosaminoglicanos na urina, esteve disponivel em 1969.
Posteriormente, foram sendo desenvolvidos outros sistemas de deteccao (Fernandez, 2008).
No inicio dos anos 70, determinou-se que a enzima deficiente nesta doenca era a arilsulfatase
B (Baron & Neufeld, 1972; Stumpf et al., 1973), contra a qual Gibson e colaboradores
purificaram o primeiro anticorpo monoclonal em 1987.

O primeiro modelo animal descrito foi um gato siamés que apresentava a forma
natural da MPS VI (Jezyk et al., 1977). Posteriormente foram descrevendo-se outros modelos
animais como ratos e camundongos (Yoshida ef al., 1993; Evers et al., 1996).

O gene da ARSB humana foi localizado e caracterizado em 1990 por Peters e
colaboradores, mas até varios anos mais tarde ndo se conhecia com precisdo sua extensao e 0s
limites entre os éxons e intros (Modaressi ef al., 1993). A partir dessa data, sucederam-se os
estudos de analise mutacional em pacientes com MPS VI em diversas populacdes.

Em 1997, foi publicada a estrutura cristalografica da proteina (Bond et al., 1997),
totalizando quatro sulfatases com estrutura tridimensional determinada até essa data.
Paralelamente, estudavam-se as primeiras abordagens para terapia génica com fibroblastos de
pacientes (Anson et al., 1992) e a terapia de reposi¢do enzimatica, mediante administragdo

exdgena de ARSB humana recombinante em modelos animais (Brooks et al., 1997;
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Yogalingam et al., 1997). Em 2006, foi aprovada a comercializagio da enzima Naglazyme®

(galsufase) como terapia de reposi¢do enzimatica a longo prazo para a MPS VL

8.4.2. Heranca

A Sindrome de Maroteux-Lamy apresenta uma heranga monogénica autossomica
recessiva (Figura 3). Em cada gestagdo, o risco de recorréncia para casais que ja possuem
filhos com MPS VI ¢ de 25% para filhos afetados, 50% para filhos portadores e 25% para

filhos normais ndo portadores.
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Figura 3 - Modelo de heranga autossdmica recessiva observado na Mucopolissacaridose tipo VI.

8.4.3. Epidemiologia

A incidéncia, estimada a nivel mundial para a MPS VI, varia de 1:238.095 a
1:1.300.000 nascidos vivos entre as diferentes populacdes (Lowry ef al., 1990, na columbia
britanica; Meikle et al., 1999, na Australia; Poorthuis et al., 1999, na Holanda; Pinto et al.,
2004, em Portugal; Baehner ef al., 2005, na Alemanha). No Brasil e em Portugal, entre as DL
em geral, a MPS VI parece ser relativamente frequente com o dobro de prevaléncia da
Austrélia e Holanda (Coelho et al., 1997; Pinto et al., 2004).

Calcula-se que pode haver em torno de 1.100 individuos afetados com MPS VI em

todo o mundo, dos quais s6 10% tem sido estudados do ponto de vista bioquimico e genético
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(Swiedler et al., 2005; Karageorgos et al., 2007). Embora ndo exista uma incidéncia
disponivel para a populacdo brasileira, uma triagem seletiva de uma populacao de alto risco
no Brasil mostrou que 19% dos pacientes identificados com mucopolissacaridose tinham
MPS VI (Coelho et al., 1997). Albano e colaboradores (2000), em um estudo realizado em
Sao Paulo, encontraram 47,3% de diagnostico de MPS VI entre todos os casos de MPS
diagnosticados.

A MPS VI foi considerada uma das mucopolissacaridoses mais raras (Poorthuis et al.,
1999; Meikle et al., 1999). Na Australia, relatou-se uma incidéncia para MPS VI de
0,4:100.000 nascimentos (Meikle et al., 1999). Na Irlanda do Norte, com dados de 25 anos
(mais de 800.000 nascimentos), ndo foram encontrados casos diagnosticados de MPS VI,
assim como no Canadd, com dados de 24 anos (mais de 1.000.000 de nascimentos) (Nelson,
1997; Applegarth et al., 2000).

Alguns autores descrevem diferentes frequéncias relativas dentro das demais DL:
Michelakakis e colaboradores (1995), na Grécia, com dados de 13 anos, descrevem a MPS VI
como sendo responsavel por 8,3% de todas as DL diagnosticadas; Coelho e colaboradores
(1997), no Brasil, acharam dado igual a 6%, sendo nesse estudo considerada, junto com a
MPS I, um dos tipos mais frequentes; Poorthuis e colaboradores (1999), na Holanda,
descrevem a MPS VI em 0,2% (para MPS I seria de 0,8%). Embora ndo exista nenhuma
associacdo da MPS VI com algum grupo étnico, locais com efeito fundador tém sido sugerido

para o Norte de Portugal e regides do Brasil (Giugliani ef al., 2007).

8.4.4. Manifestacgoes clinicas

Os sintomas clinicos da MPS VI variam muito com a idade de inicio e a taxa de
progressdo da doenca. Um estudo transversal, com um grupo de 121 pacientes com MPS VI
que ndo estavam em tratamento, sugeriu a classificagdo da MPS VI em dois grandes grupos,

baseada na altura e nos niveis de GAGs urinarios (Swiedler et al., 2005).
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Altos niveis de GAGs urindrios (>200 pg/mg de creatinina) foram associados com um
curso clinico avangado em relacdo a idade caracterizado por baixa estatura (entre 80 a 120
cm), baixo peso corporal, resisténcia diminuida ao teste de caminhada, comprometimento da
funcdo pulmonar e redu¢do da amplitude de movimento. Pacientes com idade superior a 20
anos foram raramente encontrados com GAGs urinarios em niveis acima de 100 pg/mg de
creatinina, sugerindo que GAG < 100 pg/mg de creatinina pode prever uma maior sobrevida.
Os pacientes com progressao lenta da doenga tendem a ter alturas acima de 140 cm e niveis de
GAGs urindrios abaixo de 100 pg/mg de creatinina (Valayannopoulos et al., 2010).

Embora sistemas de classificagdo descritiva, em sua maioria, mostrem pacientes
progredindo rapidamente (com sintomas graves) ou lentamente (com sintomas leves ou
atenuados), um estagio intermedidrio também tem sido descrito (Pilz et al., 1979; Paterson et
al., 1982; Tonnesen et al., 1991; Wicker et al., 1991; Isbrandt et al., 1994;Swiedler et al.,
2005; Karageorgos et al., 2007). Em comparacdo com a doenga rapidamente progressiva,
onde os sintomas graves ocorrem em Vvarios sistemas ao mesmo tempo, pacientes com
progressdo lenta podem ter sintomas clinicamente significativos, mas em menor nimero de
sistemas (Tonnesen et al., 1991).

A MPS VI ¢ uma doenca clinicamente heterogénea, com as duas formas clinicas, lenta
ou rapidamente progressiva, resultando em um declinio significativo do bem estar
fisico/funcional e diminuindo a vida 1til destes pacientes (Giugliani et al., 2007).

Os achados radiolégicos caracteristicos da MPS VI, de outras MPS, da mucolipidose e
de outras doengas de deposito sdo denominados de "disostose multipla". Achados
radiologicos tipicos incluem ossos do metacarpo curtos e alargados, ossos do carpo irregulares
e hipoplésicos, ossos do tarso com contornos irregulares, cabeca do fémur displasica, displasia
grave do quadril, desenvolvimento anormal dos corpos vertebrais da coluna vertebral, costelas
em forma achatada e curtas, claviculas irregulares e alargadas, por¢ao distal da ulna e do radio

hipoplasicas e espessamento do espago da diploe craniana. Pacientes com MPS VI de
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progressdao lenta podem ndo demonstrar todas as caracteristicas de disostose miultipla
apresentadas acima (Valayannopoulos et al., 2010).

Na MPS VI, as doengas relacionadas a otorrinolaringologia muitas vezes envolvem
distarbios de audigdo e otite média. Além destes, estdo presentes patologias orais, faringeas e
doencas obstrutivas das vias aéreas superiores. A fisiopatologia das doengas
otorrinolaringoldgicas na MPS VI esté relacionada a deposicdo de GAGs nas mucosas € em
outras camadas de tecidos adjacentes, tais como os da lingua e tonsilas, com progressivo
estreitamento das vias aéreas na nasofaringe e orofaringe (Shih et al., 2002).

O aumento de produ¢do de muco leva a rinorréia, sinusite e otite média por oclusdo da
drenagem sinusal e bloqueio das trompas de Eustadquio. Perda de audi¢do permanente ¢
comum ¢ acredita-se ser de natureza condutiva e neurossensorial. Obstrucao das vias aéreas
superiores levando a apnéia obstrutiva do sono ¢ uma morbidade comum entre os pacientes
com MPS VI (Valayannopoulos et al., 2010).

Pacientes com MPS VI podem ter caracteristicas de doenca pulmonar obstrutiva e
restritiva. A doenga pulmonar obstrutiva esta relacionado ao estreitamento dos bronquios e
vias respiratorias, a traqueobroncomaldcia, uma flacidez das estruturas que pode levar a
obstrucdo aguda das vias aéreas ou até colapsorespiratério. J& a doenga pulmonar restritiva ¢
devida a uma caixa toracica pequena e rigida, distensdo abdominal, combinadas com cifose,
escoliose e aumento da lordose lombar (Semenza & Pyeritz, 1988). Complicagdes da doenca
incluem episodios recorrentes de pneumonia, por isso a vacinagdo contra patdgenos
respiratdrios (especialmente influenza e pneumococo) deve ser considerada (Valayannopoulos
etal., 2010).

Anormalidades cardiacas sdo frequentes em pacientes com MPS VI e sdo uma
importante causa de morbidade e mortalidade (Wippermann et al., 1995; Swiedler et al.,

2005; Chen et al., 2005). A doenca cardiaca tem sido demonstrada através de sucessivas
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ecocardiografias, mostrando que existe um agravamento progressivo com a idade, mesmo nos
pacientes com progressdo lenta (Chen et al., 2005).

Avaliagdes cardiacas sao recomendados a cada 1 ou 2 anos e devem incluir: a medida
da pressdo arterial, realizagdo de eletrocardiograma e ecocardiograma para avaliar o ritmo
cardiaco alterado ou anormalidade de condugdo, assim como possiveis alteragdes na estrutura
ou fungdo cardiaca (Valayannopoulos et al., 2010). A hipertensao arterial sistémica é comum
em aproximadamente 20% dos pacientes com MPS I e pode ser considerada nos pacientes
com MPS VI. A causa dessa hipertensdo pode ser atribuida ao estreitamento das artérias
aorta/renal ou, ainda, a hipdxia intermitente cronica (Giugliani et al., 2007).

Ashworth e colaboradores, em 2006, publicaram uma revisdo em oftalmologia nas
MPS e observaram que os pacientes com MPS VI foram particularmente propensos a
glaucoma (50%) e opacificacdo da cornea (95%), que necessitam tratamento com medicacao e
transplante de cornea, respectivamente.

A maioria dos pacientes com MPS VI tem desenvolvimento intelectual normal
(Spranger et al., 1970), ao contrario da MPS I (Hurler) ou MPS II grave (Hunter) (Neufeld &
Muenzer, 2001). Apesar de ter sido relatado um atraso intelectual grave em duas familias com
deficiéncia de arilsulfatase B (Taylor et al., 1978; Vestermark et al., 1987), ndo ficou claro
que fosse causado pela MPS VI (Neufeld & Muenzer, 2001).

Valayannopoulos e colaboradores, em 2009, relataram uma prevaléncia anormalmente
elevada de déficit intelectual, ocorrendo em 4 de 6 pacientes franceses com MPS VI. A
frequente perda de visdo combinada com uma deficiéncia auditiva, devido a alteragdo
condutiva e neurossensorial, podem levar a ma interpretacdo de deficiéncia intelectual nos
pacientes com MPS VL

Os pacientes também podem desenvolver uma compressdo da medula cervical,

ferimentos causados por anormalidades oOsseas e espessamento dural. A cirurgia de
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descompressdo da medula cervical pode ajudar e evitar a perda de fungdo (Valayannopoulos

etal., 2010).

8.4.4.1. MPS VI com progressao rapida

A MPS VI com progressao rapida ¢ caracterizada, na maioria dos casos, por um inicio
dos sintomas antes dos 2 ou 3 anos de idade, mobilidade prejudicada em torno dos 10 anos,
auséncia ou atraso na puberdade, compressdo da medula cervical e insuficiéncia respiratoria.
Pacientes com a forma rapidamente progressiva frequentemente foram a oObito por
insuficiéncia cardiaca na 2* ou 3* década de vida (Neufeld & Muenzer, 2001). O crescimento
muitas vezes diminui apds o primeiro ano de vida, com a cessa¢do completa aos 3 a 4 anos de
idade (Swiedler et al., 2005).

Outros achados fisicos para MPS VI com progressdo rdpida podem incluir a
deformidade  tordcica, rigidez  articular, escoliose ou cifose, acrocefalia,
hepatoesplenomegalia, abdomen saliente, hérnia umbilical e/ou inguinal, caracteristicas
faciais tipicas (Figura 4): uma ponte nasal deprimida, lingua alargada, hipertrofia gengival,
erupcao dentaria retardada e hipertricose (Simmons et al., 2005). Perda auditiva, envolvendo
ambos 0s mecanismos condutivo e neurossensorial, ¢ comum e pode levar a impressdo de que
o paciente pode ter atraso de desenvolvimento. A visdo ¢ muitas vezes comprometida pelo
aumento gradativo da opacificacdo da cornea (Figura 4) (Koseoglu et al., 2009).

Pacientes portadores de MPS VI com progressdo rapida, maiores de 10 anos, podem
apresentar complicagdes como obstrucao pulmonar grave e insuficiéncia respiratoria, podendo
necessitar de traqueostomia (Harmatz, 2008); regurgitacdo ou estenose da valvula cardiaca
que requerem substituicdo valvular; doenca articular grave, especialmente do quadril, mdo em
garra (Figura 4), cifose grave da coluna vertebral e escoliose (Cardoso-Santos et al., 2008).

Estes sintomas graves ocorrendo juntos sdo tipicos de doenca rapidamente progressiva e
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resultam em hospitalizagdes e procedimentos cirurgicos multiplos acompanhados de alto risco

da anestesia (Giugliani et al., 2007).

Figura 4 - A: Foto do rosto de paciente com MPS VI, 16 anos, com progressao rapida da doenga, mostrando face
caracteristica: relevo frontal, lingua alargada, labios grossos, denti¢do anormal e hiperplasia gengival. B: Foto do
olho de paciente com MPS VI, 30 anos, mostrando a opacificacdo da cornea. C: Foto da mdo de paciente com

MPS VI, 16 anos, mostrando a deformidade em garra (Valayannopoulos et al., 2010).

8.4.4.2. MPS VI com progressao lenta

A MPS VI com progressao lenta ¢ caracterizada por inicio tardio dos sintomas, devido
a baixos niveis de sulfato de dermatan (Swiedler et al., 2005). Os sinais clinicos podem nao
aparentar a primeira vista o padrao de MPS VI, mas com a progressdo, geralmente na
adolescéncia ou inicio da idade adulta, os sintomas mais leves podem ser observados levando
ao diagnostico (Neufeld & Muenzer, 2001; Miebach et al., 2007; Lampe ef al., 2008). Apesar
dos pacientes serem classificados como lentamente progressivos, podem desenvolver
complicagdes oOsseas, incluindo a doenga do tunel do carpo, doenca do quadril e uma
diminui¢do em seu status funcional global nos tltimos anos da adolescéncia (Swiedler et al.,
2005).

O diagnostico geralmente ocorre apds os cinco anos de idade e pode ser adiado até a 2*

ou 3* década. No entanto, a maioria dos pacientes com MPS VI ird desenvolver manifestacdes
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graves da doenga em algum momento, incluindo a degeneragdo articular, doenga valvular
cardiaca, apnéia do sono, diminui¢do da fun¢do pulmonar e resisténcia reduzida (Miebach et
al.,2007).

Pacientes com caracteristicas leves nao sdo facilmente reconhecidos como portadores
de MPS VI, até que se estabeleca um padrao de achados como os descritos anteriormente. A
fisiopatologia ¢ relacionada com o aciumulo progressivo dos GAGs que afeta a estrutura e a
funcdo dos o6rgdos envolvidos, mas ha uma menor concentracdo de armazenamento do que
nos pacientes com rapida progressdo da doenga e, consequentemente, uma progressao clinica
mais lenta (Valayannopoulos et al., 2010).

A evidéncia de resposta terapéutica apds o tratamento com galsulfase em cinco
pacientes adultos com a progressao lenta da doenca foi relatado recentemente (Lampe ef al.,

2008).

8.4.5. Diagnostico

A maioria dos pacientes tem diagnostico firmado em torno dos dois anos de idade
quando, nas formas mais graves, ja aparecem diversas alteragdes clinicas (Auclair et al.,
2003). O diagnoéstico se confirma com a presenca de dermatan sulfato na urina e a
demonstragdo da deficiéncia da atividade catalitica da proteina ARSB e, posteriormente, com
a analise molecular.

Com relag@o ao diagnostico morfoldgico e histologico, o atraso no crescimento e as
caracteristicas faciais tipicas sdo muitas vezes os primeiros indicios evidentes dessa doenga. O
acimulo de GAGs nos lisossomos das células produz uma excessiva vacuolinizagdo que pode
ser detectada, histologicamente, em diversos tipos celulares e tecidos, principalmente em
fibroblastos, células endoteliais e parenquimais, macrofagos e leucocitos (Figura 5)

(Fernandez, 2008).
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Em 1957, quando foi identificada a presenca de dermatan e heparan sulfatos na urina
de pacientes com MPS 1, as bases para um teste bioquimico de rotina para o diagnostico da
MPS foram estabelecidas (Matte, 1998). Ha excre¢do aumentada na urina de tipos diferentes
de GAGs, de acordo com a deficiéncia enzimatica (Tabela 1) (Neufeltd & Muenzer, 2001).
Por isso, em geral, faz-se primeiro o teste de triagem na urina para orientar a escolha do
ensaio enzimatico a ser realizado (Schwartz et al., 2001; Wraith, 1996; Beck, 2000).

P %. B g g T
k-.t.-_i'*-\'!:'f ‘,':‘ et

. R R
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Figura 5 — Degradagdo de glicosaminoglicanos. Célula da esquerda com padrdo normal e célula da direita com
padrdo anormal, com consequente acumulo dentro dos lisossomos, fazendo com que aparecam grandes,

redondos e edemaciados ao microscopio (Adaptado de Neufeld & Muenzer, 2001).

Esses testes urinarios baseiam-se na deteccdo de mucopolissacaridiria em excesso, o
que pode ser obtido por testes semiquantitativos baseados na turvacdo urindria (testes de
agregacdo com sais pesados) ou na visualizagdo de manchas metacromaticas em papel
inpregnado com corantes (teste do azul de toluidina) (Schwartz et al., 2001; Wraith, 1996).
Pode-se fazer, ainda, apenas a dosagem de GAGs urindrios para confirmar a
mucopolissacariduria em excesso. Como estes testes estdo sujeitos a resultados falso-positivos
e falso-negativos, para complementar a investigacdo faz-se testes mais especificos
(qualitativos) como a cromatografia em camada delgada e a eletroforese uni ou bidimensional,
que identificam os tipos de GAGs aumentados, direcionando assim a andlise enzimatica a ser
realizada (Schwartz et al., 2001; Beck, 2000).
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O padrao ouro para o diagnostico das MPS ¢ a medida da atividade da enzima que se
supoe deficiente, associada com os achados clinicos. Na MPS VI, especificamente, o
diagnoéstico ¢ realizado através de uma clinica compativel, com a constatacdo da
mucopolissacaridiria em excesso e confirmado pela constatacdo da redu¢do da atividade da
enzima ARSB em leucdcitos e/ou fibroblastos cultivados a partir de biopsia de pele (Azevedo,
2004). O valor da atividade da ARSB normal varia de acordo com os diferentes tecidos, em
fibroblastos por exemplo ¢ de 326 + 136 nmol/h/mg aproximadamente (Fernandez, 2008).

Deve-se excluir a possibilidade de deficiéncia multipla de sulfatases, um diagnéstico
diferencial importante. Neste caso, o individuo afetado pode ter um quadro clinico semelhante
aquele dos individuos com MPS VI, mas laboratorialmente tem deficiéncia também de outras
sulfatases, como a arilsulfatase A (Azevedo, 2004).

A andlise da concentragdo de dermatan sulfato excretado em amostras de urina de 24
horas podem servir para monitorizar os niveis terapéuticos da enzima em amostras de
pacientes com MPS VI que estdo recebendo terapia de reposi¢do enzimatica. At¢ o momento,
0 unico biomarcador para monitorizar a eficicia do tratamento era o nivel de GAGs no sangue
e urina, mas novos biomarcadores estao sendo investigados (Fuller, 2006).

Os altos valores de GAGs na urina tem sido correlacionados com uma menor estatura
e menor peso corporal dos pacientes, assim como com parametros clinicos que indicam uma
progressdo mais rapida da doencga. No entanto, ndo ¢ possivel prever a clinica baseado nos
niveis enzimadticos residuais, pois individuos ao longo de todo espectro fenotipico mostram
atividade similar da enzima enddgena deficiente (Swiedler et al., 2005).

A andlise de mutacdes no gene ARSB se realiza a partir de DNA obtido de amostras
de sangue ou outros tecidos como passo seguinte ao diagnostico enzimatico. Essa andlise
geralmente ¢ realizada através do sequenciamento direto da regido codificante do gene ARSB.
O elevado numero de alelos privados e a auséncia de mutacdes altamente prevalentes

dificultam a triagem populacional através de andlise molecular.
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A identificacdo do gendtipo pode ser importante para prever o fendtipo (e para
decisdes terapéuticas em alguns casos), para possibilitar o aconselhamento genético na familia
e para auxiliar no diagnéstico pré-natal (Giugliani et al., 2010).

Nas familias com risco elevado de MPS VI, pode-se realizar o diagndtico pré natal.
Nesses casos, mede-se a atividade enzimatica da ARSB em cultivo de vilosidade coridnica ou
em aminiocitos de forma semelhante como se realiza em leucécitos ou fibroblastos. Nas
familias onde ja ¢ conhecida a mutacdo, pode-se também fazer o diagnéstico molecular nos

mesmos materiais biologicos utilizados para a medida da atividade enzimatica.

8.4.6. Tratamento

Antes do advento de terapias dirigidas para a restaura¢do da atividade da enzima
deficiente, o tratamento das MPS I, II e VI tinha como principal foco a prevencdo e o cuidado
das complicagdes, aspectos ainda bastante importantes no manejo desses pacientes (Giugliani
etal., 2010).

Na década de 80, foi proposto o tratamento das MPS com transplante de medula
Ossea/transplante de células tronco hematopoiéticas (TMO/TCTH) (Krivit, 2004; Lange et al.,
2006), que ainda hoje ¢ recomendado para pacientes com a forma grave da MPS I,
diagnosticados antes dos dois anos de idade, pela possibilidade desta terapia prevenir ou
retardar o dano cognitivo. De uma maneira geral, o TMO/TCTH nao tem sido recomendado
para as demais formas de MPS I e para os pacientes com MPS VI pelos altos riscos
associados, o que o torna de indicacdo questiondvel em funcdo da existéncia de terapia
enzimatica.

A Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE) ¢ um tratamento que consiste na
administracdo periodica, por via venosa, da enzima especifica deficiente no paciente. A
realizacdo do primeiro tratamento eficaz com TRE, em pacientes com a doenga de Gaucher

(Barton et al., 1990), levou a busca de tratamentos semelhantes para outras doengas
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lisossdmicas. Na década de 90, comecou o desenvolvimento da TRE, que se tornou uma
realidade aprovada para uso clinico, em 2003 para MPS I, em 2005 para MPS VI e em 2006
para MPS 1II (Biomarin, 2009.1; Biomarin, 2009.2; Elaprase, 2009; Giugliani ef al., 2010).

A TRE para o tratamento da MPS VI ¢ realizada pela administragdo intravenosa de
galsulfase, uma forma recombinante da enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase, sintetizada
através de engenharia genética a partir de células de ovario de hamster chinés (Fuller et al.,
1998; Auclair et al., 2003 Harmatz et al., 2008). A comercializacdo e uso da galsulfase foi
aprovada nos Estados Unidos em 2005 (FDA, 2009), na Comunidade Européia em janeiro de
2006 (EMEA, 2009), e em fevereiro de 2009 no Brasil, quando recebeu o registro da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (ANVISA, 2009).

A TRE pode ser administrada a todos os pacientes sintomaticos com diagnostico de
MPS VI confirmado, sendo recomenddvel como primeira escolha terapéutica. Estudos
demonstraram melhora no teste de caminhada e na capacidade de subir escadas (Harmartz et
al., 2006; Giugliani et al., 2007;), melhora na doenga 6ssea relacionada a MPS VI, assim
como melhora no padrao de crescimento em um paciente tratado a partir da oitava semana de
vida (McGill et al., 2006). Sabe-se, entretanto, que alguns tecidos como a cornea, por sua
menor perfusdo, e o sistema nervoso central, pela barreira hematoencefélica, ndo sdo atingidos
de forma significativa pela agdo da enzima administrada por via intravenosa (Giugliani et al.,
2007; Clark, 2008). De forma objetiva, a TRE deve ser indicada para pacientes sintomaticos
de qualquer idade e que apresentem pelo menos uma manifestagcdo clinica que responda ao
tratamento com TRE (Giugliani et al., 2010).

Existem indicagdes de que a detec¢do mais precoce dos casos, eventualmente através
de triagem neonatal, possa vir a contribuir para um melhor prognostico. Uma cura definitiva
talvez seja alcangada através da terapia génica, mas ha ainda um longo caminho a percorrer

até esse momento (Giugliani et al., 2010).
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Um grande niimero de centros brasileiros, incluindo servigos de todas as regides do
pais, ja tem experiéncia com TRE para MPS I, Il e VI. Essa experiéncia foi adquirida ndo so6
com o tratamento de pacientes como também com a participacdo de alguns grupos em ensaios

clinicos que envolveram TRE para essas condigdes (Giugliani et al., 2010).

8.5. Biologia celular e molecular da Mucopolissacaridose tipo VI
8.5.1. Lisossomo

Os lisossomos sdao compartimentos definidos por membranas e preenchidos por
enzimas hidroliticas utilizadas na digestdo celular. Eles contém cerca de 40 tipos de enzimas
hidroliticas digestivas que degradam organelas intracelulares mortas, bem como
macromoléculas e particulas englobadas do exterior da célula por endocitose (Alberts et al.,
2004).

O lisossomo ¢ apenas um componente de uma série de organelas intracelulares,
aparentemente desconexas, conhecidas coletivamente como sistema endossomal-lisossomal
ou aparelhos vacuolar, termo inventado por De Duve e Wattiaux em 1966 e que tem resistido
ao tempo. Os varios componentes desse sistema foram descritos ha mais de 30 anos por
Novikoff (1973). Uma infinidade de termos confusos lhes tem sido aplicados; hoje,
geralmente ¢ aceito que os seus componentes principais sdo: o endossomo precoce situado na
periferia da célula, o endossomo tardio que tende a ser perinuclear e os lisossomos. Eles
formam uma cadeia que € responsavel pelo trafico e digestdo de moléculas que passaram por
endocitose. Até recentemente, essa foi considerada a tnica funcdo desse sistema; no entanto,
sabe-se agora que endossomos também participam ativamente na triagem e reciclagem
(Vellodi, 2004).

As varias etapas envolvidas na sintese das enzimas lisossomais sdo resumidas na
figura 6. As enzimas sdo sintetizadas no Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) e na fase

inicial estdo inativas. Entram, entdo, através da membrana no Reticulo Endoplasmatico (RE) e

32



passam para o Complexo de Golgi, onde, adquirem um ligante de manose-6-fosfato (M6-P).
A ligagdo de um marcador M6-P ¢ importante, pois separa as glicoproteinas que serao
destinadas para o lisossomo das glicoproteinas que serdo secretadas. O complexo receptor-
proteina se move para o endossomo tardio, onde o pH baixo faz com que eles se dissociem
(Gonzalez-Noriega et al, 1980). As etapas finais na maturacao da enzima lisossomica incluem

proteolise, dobramento e agregacdo (Vellodi, 2004).

As enzimas precursoras sio separadas dos
receptorzs e entregues aos lisossomos para
ativagdo final. Os receptores retornam ao
N\ Complexc de Golgi

As enzimas inativas que serdo
encarinhadas aos lisossomos
sio lipadas a receptores

Vesiculas contendo enzimas brotam
do Zeticulo Endoplasmatice em
direrao ac Complexo de Gelgt

Enzimas inatwas ne limen
do Reticule Endoplasmatice.

Ribossomos do Eeticulo Endoplasminico Bugoso
sintetizam enzimas precursoras Inaivas.

Figura 6 - Sintese das enzimas lisossomais (Adaptado de Vellodi, 2004).

Pelo menos sete diferentes sulfatases humanas foram descritas e, com excegdo das
sulfatases esterdides, enzimas microssomais ligadas a membrana, todas as sulfatases estdo
localizadas nos lisossomos. Para uma otima atividade, elas necessitam de um ambiente acido
e os lisossomos fornecem este ambiente, mantendo um pH de valor proximo a 5 no seu
interior. Dessa maneira, os contetidos do citosol sdo duplamente protegidos contra o ataque do
sistema digestivo da propria célula. A membrana dos lisossomos normalmente mantém as
enzimas digestivas fora do citosol mas, mesmo que haja algum vazamento, elas causardao

poucos danos, porque o pH citosodlico ¢ de aproximadamente 7 (Alberts et al., 2004).
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Assim como todas as outras organelas intracelulares, os lisossomos ndo apenas contém
uma cole¢@o Unica de enzimas, mas também uma membrana circundante Unica. O transporte
de proteinas através dessa membrana permite que os protudos finais de digestdo de
macromoléculas, como aminodcidos, agucares e nucleotideos, sejam transferidos para o

citosol de onde podem ser excretados ou reutilizados pela célula (Alberts et al., 2004).

8.5.2. Glicosaminoglicanos

As macromoléculas que constituem a matriz extracelular sdo, principalmente,
produzidas localmente pelas células. Duas principais classes de macromoléculas
extracelulares compdem essa matriz: (1) cadeias de polissacarideos de uma classe
denominada glicosaminoglicanos, as quais estdo, na maioria das vezes, covalentemente
ligadas a proteinas na forma de proteoglicanos e (2) as proteinas fibrosas, incluindo colageno,
elastina, fibronectina e laminina, que exercem fung¢des adesivas e estruturais (Alberts et al.,
2004).

As moléculas de proteoglicanos no tecido conjuntivo formam uma substincia
semelhante a um gel, altamente hidratada, na qual estdo embebidas as fibras protéicas. O gel
de polissacarideos resiste a forgas de compressdo na matriz, a0 mesmo tempo em que permite
a rapida difusdo dos nutrientes, dos metabolitos e dos hormdnios entre o sangue e as células
dos tecidos (Alberts et al., 2004).

Os glicosaminoglicanos sdo cadeias polissacaridicas ndo ramificadas compostas de
unidades dissacaridicas repetidas (Figura 7). Elas sdo chamadas GAGs porque um dos
acucares no dissacarideo repetido ¢ sempre um amino agtcar (N-acetilglucosamina ou N-
acetilgalactosamina) o qual, na maioria das vezes, ¢ sulfatado. O segundo aglcar é,
normalmente, um acido urdnico (glucurdnico ou idurénico) (Alberts et al., 2004).

Quatro principais grupos de GAGs sdo distinguidos de acordo com seus aglicares, o

tipo de ligagdo entre os agucares, o nimero e localizagdo dos grupos sulfato. Sdo eles: (1)
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hialuronana, (2) sulfato de condroitina e sulfato de dermatan, (3) sulfato de heparana e (4)

sulfato de queratana (Alberts et al., 2004).

Dermatan Sulfato

CH,OH o

H NHCOCH H NHCOCH;
N-acetil-D -galactosamina-<-sulfato L-iduronato N-acetil-D-galactosamina-4 -sulfato L-iduronate

Figura 7 — Polissacarideo dermatan sulfato.

O dermatan sulfato ¢ um polimero linear heterogéneo formado por uma sequéncia de
70 a 200 unidades sucessivas de N-acetil-D-galactosamina (D-GalNAc) unidas por ligacdes 3
(1, 3) a residuos de acido L-idurdnico. O dermatan sulfato contém aproximadamente um
grupo O-sulfato para cada unidade de dissacarideo, encontrando-se normalmente na posigao 4
da D-GalNAc, em menor frequéncia na posicdo 6 da D-GalNAc e na posi¢cao 2 do acido L-
iduronico. O peso molecular do sulfato de dermatan varia entre 12 ¢ 45 KDa, com um peso
molecular médio entre 20 e 30 KDa (Fernandez, 2008).

A enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase hidrolisa os grupos 4-sulfato da
extremidade do polissacarideo na terceira etapa da via de degradacdo do dermatan sulfato

como apresentado na figura 8 (Neufeld & Muenzer, 2001).
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Dermatan Sultato
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Figura 8 — Etapas de degradagdo do dermatan sulfato (Adaptado de Neufeld & Muenzer, 2001).

8.5.3. Enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase

A enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase ou arilsulfatase B (ARSB) hidroliza
residuos de éster sulfato da N-acetilgalactosamina do glicosaminoglicano dermatan sulfato
(O’Brien et al., 1974, Matalon et al., 1974). Semelhancas substanciais nas estruturas
primarias de quatro arilsulfatases humanas e uma arilsulfatase de um invertebrado sugerem

conservagao evolutiva de um gene ancestral comum (Peters et al., 1990).

Ap0s a determinagdo da sequéncia de aminodcidos da ARSB em 1990 (Peters et al.,
1990), as caracteristicas estruturais da ARSB foram publicadas em 1996, onde os autores
concluiram que, devido a uma sequéncia de homologia significativa na familia das sulfatases
(Figura 9), a estrutura de todas as sulfatases compartilham os recursos importantes

encontrados na ARSB (Bond et al., 1997).
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lactosamina-6-sulfatase (GAL6S), sulfatase
duos idénticos em pelo menos quatro das cinco

duos idénticos em ALK e 4-S apds o alinhamento estrutural sdo destacados em

i

GFF

K
ALK

AL
conservadas. A sequéncia de 169 residuos da fosfatase alcalina (ALK), que sdo estruturalmente equivalentes a

Figura 9 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das sulfatases humanas: N-acetilgalactosamina-4-

sulfatase (4-S/ARSB), galactose-3-sulfatase (ASA), N-acetilga
sulfatases sdo destacados em vermelho e, marcados em amarelo, os residuos substituidos em regides

esteroide (STS) e N-acetilglucosamina-6-sulfatase (GLU6S). Resi

ARSB, esté na parte inferior. Res

azul.



A ARSB ¢ um mondémero com dois dominios (Figura 10). O maior, dominio N-
terminal, tem topologia o/ com 10 cadeias de folha-p flanqueadas por duas longas a-hélices
amontoadas de um lado e um nimero de a-hélices menores do outro lado. O menor, dominio
C-terminal, consiste em quatro cadeias antiparalelas de folhas-f3 com uma ortogonal a-hélice.
A extremidade carboxila do dominio menor continua com uma longa sequéncia que cruza a
molécula, inserindo uma volta de a-hélice que esta ligada por uma ponte dissulfeto ao

dominio maior perto da cadeia “e” da folha-f (Figura 10) (Bond et al., 1997).

Figura 10 — Diagrama topolégico do polipeptiteo arilsulfatase B com as folhas-f pregueadas indicadas pelas

setas e as a-hélices pelos cilindros.

O sitio ativo da ARSB foi rapidamente localizado pela presenga de um aglomerado de
residuos conservados em torno de um residuo de cisteina (Cis91). Duas alteragdes neste
residuo (Cis91->Ser e Cis91->Thr), que demonstraram destruir a atividade enzimatica,
enfatizam a identificacdio do Cis91 como residuo de cisteina essencial. Os residuos
conservados que fazem parte do sitio ativo sdo: Asp53, Asp54, Cis91, Pro93, Ser94, Arg95,

Lis145, His147, His242, Asp300 e Lis318 (Figura 11) (Bond et al., 1997).
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Figura 11 — Estrutura molecular da arilsulfatase B.

Existem cinco regides consenso de sitios de glicosilagao (Figura 12). Todos esses
sitios estdo na superficie da proteina e sdo de facil acesso ao solvente. A massa do
polipeptideo, calculado a partir da sequéncia (residuos 38-533), ¢ de 56 kDa em comparagao
com 66 kDa calculada por eletroforese ou espectrometria de massa. A diferenca de 10 kDa

seria compativel com a presenca dos cinco sitios de glicosilagdao (Bond et al., 1997).

S-S
- S-S
121 155 (S SW 405 a7
NH, COOH
117 ‘ ‘ 181] 192 423 465 521
S-S '188 |279 366 426 458
CHO CHO CHO CHO CHO

Figura 12 — Esquema do polipeptideo arilsulfatase B mostrando a localizagcdo das pontes dissulfeto (S-S), as
regides de corte proteolitico na forma madura da enzima (lacunas no polipeptideo) e as cinco posi¢cdes consenso

ligados a N-glicosilagdo (CHO). Os ntimeros indicam a posi¢do dos aminoacidos.

A estrutura da ARSB revela regides de ligagdes dissulfeto (Figura 12), onde ja foram
descritas mutagdes deletérias, que estabilizam a proteina na presenca de proteases (Bond et

al., 1997).
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8.5.4. Gene Arilsulfatase B

O gene que codifica a enzima ARSB, também se chama arilsulfatase B e foi mapeado
no brago longo do cromossomo 5, na regido q13-14 (Litjens et al., 1989; Nyhan & Ozand,
1998). A sequéncia do cDNA da ARSB foi determinada por Peters e colaboradores em 1990
(Figura 13).

A caracterizacdo do gene inteiro, com a identificacdo das divisdes entre éxons e
introns, foi apresentada por Modaressi e colaboradores em 1993. O gene possui 209 Kb
(www.genome.ucsc. edu), com 8 éxons que variam de 71 a 312 pb (Figura 14), produz um
mRNA com 2.228 bases que codifica a proteina ARSB com 533 aminoacidos (Karageorgos et

al., 2007).
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¢DNA Cloning of Human Arylsulfatase B

+1
=6  ACAAGGATGGGTCCGLGCGECELGECGAGCTTGCCCCGAGGCCCCGGACCTCGGCGELTGCTCCTCCCCGTCGTCCTCCCGCTGCTGOTE
M ¢ P R G A AS5 L PRGUPGPRRLTLTULEPVV Y LPLLL 28

85 CTGCTGTTCTTGGCGCCGCCEHECTCGGGCGCCGGGGLCAGCCGGCLGLCCCACCTEGTCTTCTTGCTGGCAGACGACCTAGGCTGGAAC
LLLLAPPGSGATGhTSRP?HLVFLLADDLGwN 58

175 GACGTCGGCTTCCACGGCTCCCGCATCCGCACGCCGCACCTGGACGCGLTGGCGGCCGGCEGEGTGCTCCTGGACAACTACTACACGCAG
D VvV 6 F H G S KR I R TUP H LD ALAMAAMGO GV L L DNVY Y TAQ 88

165 CCGCTGTGCACGLCGTCGCGGAGCCAGCTGCTCACTGGCCGCTACCAGATCCGTACAGGTTTACAGCACCAAATAATCTGGCCCTGTCAG
P L ¢ TP S R 85 ¢ L L TG R ¥ Qg I R T G L Q H Q I I W P € g 118

355 CCCAGCTGTGTTCCTCTGGATGAAAAACTCCTGCCCCAGCTCCTAARAGAAGCAGGTTATACTACCCATATGGTCGGAAMATGGCACCTG
£ s ¢ v P L DEKLIULUPOQULLUEKTEXAG Y T T B M V ¢ E W H§ [, 148

445  GGAATGTACCGGAMAGAATGCCTTCCAACCCGCCGAGGATTTGATACCTACTTTGGATATCTCCTGGGTAGTGAAGATTATTATTCCCAT
% M Y R K E C L PTRTPRGFDTYPFGYLLSGSTETDTYJYSH 178

535 GAACGCTGTACATTAATTGACGCTCTGAATGTCACACGATGTGCTCTTGATTTITCGAGATGGCGARGAAGTTGCAACAGGATATAAAAAT
E R CTLIDATLMNUVTRTCALMDTEPERUDGETEUV A TG VY K N 208

€35 ATGTATTCAACAAACATATTCACCAAAAGGGCTATAGCCCTCATAACTAACCATCCACCAGAGAAGCCTCTOTTTCTCTACCTTGCTCTE
M ¥ § TN I FTEKORATILIALTITNMKTPPTET KT?®?PULUPILTY L A L 238

T15 CAGTCTGTGCATGAGCCCCTTCAGGTCCCTGAGGAATACTTGAAGCCATATGACTTTATCCAAGACAAGAACAGGCATCACTATGCAGGA
Q 8 V H E PL QV PETEY LI KU PYUDPDFTI QDI KNI RIUHEHEY A G 268

805 ATGGTGTCCCTTATGGATGAAGCAGTAGGAAATGTCACTGCAGCTTTAAMAAGCAGTGGGCTCTGGAACAACACGGTGTTCATCTTTTCT
M V s L M D E MV G NV T A A L K § 5 ¢ L W N N T V F I P S 298
x

-

895 ACAGATAACGGAGGGCAGACTTTGGCAGGGGGTAATAACTGGCCLCTTCGAGGAAGAAAATGGAGCCTGTGOGAAGGAGGCGTCCGAGGS
T D N G ¢ ¢ T L A G G NN ¥ P L R G RCEK ¥ S5 L ¥ EFE G G ¥ R G 328

385 GTGGGCTTTGTGGCAAGCCCCTTGCTCAAGTAGAAGGGCGTGAAGAACCGGGAGCTCATCCACATCTCTGACTGGCTGCCAACACTCGTG
X ¢ F V¥ A 5§ P L L K Q K G V K N R EBEULIHI S D W L P T L Vv 2358

1075 AAGCTGGCCAGGGGACACAC CAATGGCACAMAGCCTCTGGATGGCTTCGACGTGTGGAAAACCATCAGTGARGGAAGCCCATCCCCCAGA
E L AR GHTNGTTKPLDGPFDV W K T 1 5§ E 6 S P s P R 188
L]

1165 ATTGAGCTGCTGCATAATATTGACCCAAACTTCGTGGACTCTTCACCGTGTCCCAGGAACAGCATGGCTCCAGCARAGGATGACTCTTCT
I _E L L ®# N I D P N F VvV D 5 8 P C PR N S M A P A K DD 5 5 418

1285 CTTCCAGAATATTCAGCCTTTAACACATCTGTCCATGCTGCAATTAGACATGGAAATTGEAAACTCCTCACGGGCTACCCAGGCTSTGET
L P E Y S A F N T § V H A A I R H G N W K L L T G ¥ P G C G 448
Ll

" 1345 TAC TGGTTCCCTCCACCOTCTCAATACAATGTTTCTGAGATACCCTCATCAGACCCACCAACCAAGACCCTCTGGCTCTTTGATATTGAT
X 4 F P P P §$ ¢Q Y N V 38 E I P S 8§ D P P T X T LW L F D I D 478

1435 CGGGACCCTGAAGAAAGACATCACCTGTCCAGAGAATATCCTCACATCGTCACARAGCTCCTGTCCCGCCTACAGTTC TACCATAAACAC
R D P E ERHDL S R E Y P H I V T FE L L S R L QPF Y HUE Y 508

1525 TCAGTCCCCGTGTACTTCCCTGCACAGGACCCCCGCTGTGATCCCAAGGCCACTEGGETGTGGCGCCCTTGGATGTAGCATTTCAGGGAG
S Vv p Vv Y F P A Q D P R € D P K A T G ¥V W G P W N 532

1615 GCTAGAAAACCTTTCAATTGGAAGTTGGACCTCAGGCCTTTTCTCACGACTCTTGTCTCATTTGTTATCCCARCCTEEGTTCACTTGGCC
1705 CTTCTCTTGCTCTTAAACCACACCGAGGTGTCTAATTTCAACCCCTAATGCATTTAAGAAGCTGATAAAATCTGCAACACTCCTGCTGTT
1795 GGCTGGAGCATGTGTCTAGAGGTGGGCGTGGCTGGGTTTATCCCCCTTTCCTAAGCCTTGGGACAGCTGGGAACTTAACTTGAAATAGGA
18853 AGTTCTCACTGAATCCTGGAGGCTGGAACAGCTGECTCTTTTAGACTCACAAGTCAGACGTTCGATTCCCCTCTGCCAATAGCCAGTTTT
1975 ATTGGAGTGAATCACATTTCTTACGCAAATGAAGGGAGCAGACAGTGATTAATGGTTCTGTTGGCCAAGGCTTCTCCCTGTCGGTGARGG
2065 ATCATGTTCAGGCACTCCAAGTGAACCACCCCTCTTGGTTCACCCCTTACTCACTTATCTCATCACAGAGCATAAGGCCCATTTTGTTGT

2155 TCAGGTCAACAGCAAAATGGCCTGCACCATGACTGTGGCTTTTAAAATAAAGAAATGTGTTTTTATCS

Figura 13 - Sequéncia de nucleotideos do gene arilsulfatase B e dos respectivos aminodcidos da proteina N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. As flechas indicam possiveis terminagdes para o peptideo; os aminoacidos

sublinhados s3o sequéncias tripticas. Os asteriscos inidicam possiveis sitios de N-glicosilagao.
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312 pb 187 pb 191 pb 208 pb 244 pb 71 pb 123 pb 266 pb

1 H3H3H4‘_~7 8

157Kb 44Kb 89Kb 69,5 Kb 46 Kb 57 Kb 1,2Kb

Figura 14 - Representacdo da estrutura do gene arilsulfatase B. Os éxons (retangulos) e os introns (barras pretas),

com os respectivos tamanhos em pb (pares de base) e Kb (Kilobases).

8.5.5. Mutacoes

Os primeiros estudos de anélise molecular em pacientes com MPS VI foram realizados
em individuos com pais consaguineos, pois o esperado ¢ que estes filhos sejam homozigotos
para o alelo mutado, o que facilita a analise (Kobayashi et al., 1990; Paw et al., 1990; Wicker
et al., 1991). A menos que um alelo mutante seja comum ou o paciente seja produto de um
casamento consanguineo, ¢ incomum encontrar alelos iguais em pacientes com uma doenga
rara, como a MPS VI (Jin et al., 1992).

Até o momento, ja foram descritas 133 mutagdes patogénicas no gene ARSB e a
maioria delas sdo privadas (HGMD — 05/11/2011) (Tabelas 2 a 5). As mutacdes que tem sido
descritas, nos pacientes com MPS VI, foram encontradas em éxons (sentido trocado
“missense”, Tabela 2; sem sentido “nonsense”, Tabela 3; delegdes e insergdes, Tabela 4) ou
préximas aos éxons (sitio de splicing — Tabela 5).

A primeira mutagao patogénica, descrita em um paciente com MPS VI (p.G137V), foi
uma transversdao de uma G para uma T no nucleotideo 410, causando a substitui¢do de um
residuo de glicina por uma valina na posi¢do 137 da proteina (Wicker et al., 1991). Esse
mesmo estudo mostrou que polipeptideos com essa alteragdo exibem baixa atividade residual.
O aminodcido glicina na posicdo 137 da ARSB parece ser importante na estrutura desta
enzima, visto que a glicina ¢ evolutivamente conservada em todas as arilsulfatases
conhecidas, incluindo a arilsulfatase do ouri¢o do mar que divergiu da ARSB humana ha mais

de 500 milhoes de anos (Peters et al., 1990).
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Tabela 2 - Relagao das mutacdes de sentido trocado “missense” descritas no gene

arilsulfatase B nos pacientes com MPS VL

Mutacio Nucleotideo Exon Referéncia Mutacio Nucleotideo Exon Referéncia
p-A33V  g98C>T I Karageorgos et al., 2007 p.I1223V  g.667A>G IIT  Karageorgos et al., 2007
p.D54N  2.160G>A I Karageorgos et al., 2007 p.L236P  2.707T>C IV Jineral, 1992
p.-W57C  g.171G>C I Karageorgos ez al., 2007 p.-Q239R  g.716A>G IV wueral, 2000
p.DSON  2.175G>A I Petry et al., 2005 p.S240F  2.719C>T IV Garrido et al., 2007
p-S65F 2.194C>T I Villani et al., 1999 p-Y266C g.797A>C IV Karageorgos et al., 2007
p-L72R g215T>G I Petry et al., 2005 p-G268V  g.803G>T IV Karageorgos et al., 2007
p-L72Q g215T>A | Isbrandt et al., 1996 p-1296N g.887T>A IV Karageorgos et al., 2007
p-L82R 2.245T>G I Garrido et al., 2007 p-D300E  g.900T>A V' Karageorgos et al., 2007
p-D83Y  g247G>T I Karageorgos et al., 2007 p-G302R  g.904G>A V  Villani et al., 1998
p.Q88H  g.264G>C I Petryeral, 2005 p.G308R  g.924G>A V  Garrido et al., 2007
p.T92L  g.275C>A I Karageorgos et al., 2007 p-W312R 2.933T>C V' Karageorgos et al., 2007
p.T92M  g.275C>T I Litjens eral., 1996 p.-W312C 2.936G>T V' Karageorgos et al., 2004
p.P93S g.277C>T I Petryeral, 2005 p.P313A  2937C>G V' Karageorgos et al., 2007
pRISQ  ¢284G>A 1 Litjenseral. 1996 pP313S  g937C>T  V  Karageorgos et al, 2007
p.S96R  g.288C>G I Karageorgos et al., 2007 p.R315Q g.944G>A V' Villani et al., 1999
p-L98Q  g293T>A I Karageorgos et al., 2007 p-S320R  2.960C>G V' Voskoboeva e al., 2000
p-L98P 2.293T>C I  Voskoboeva et al., 2000 p-L321P  g.962T>C V' Isbrandt et al., 1994
p-R102H g.305G>A I Karageorgos et al., 2007 p-G324V g 971G>T V' Karageorgos et al., 2007
p-R106H g317G>A I Karageorgos et al., 2007 p-K343M g.1028A>T V  Karageorgos et al., 2007
p.G108V  g.323G>T I Karageorgos et al., 2007 p-N344K g.1032C>G  V  Karageorgos et al., 2007
p.P116H g347C>A I Villani ez al., 1999 p-W353R  g.1057T>C  V  Karageorgos et al., 2007
p.C117R  g.349T>C I Jinetal, 1992 p.L360P  g.1079T>C V  Voskoboeva et al., 2000
p.P130L  g.389C>T I Karageorgos et al., 2007 p.-H393P g 1178A>C VII Litjens ez al., 1996
p.G137V  g2.410G>T I Wickerezal., 1991 p.F399L  g.1197C>G VII  vYangeral., 2001
p.Y138C g413A>G I Garrido et al., 2007 p.C405Y g.1214G>A VI Jinetal., 1992
p.T140P g.418A>C I Karageorgos et al., 2007 p.-H430R 2.1289A>G VII  Karageorgos et al., 2007
p-M1421 2.426G>C II  Simonaro e Schuchman, 1995 p.-R4341  g.1301G>T VII  Karageorgos et al., 2007
p-Gl44R g430G>A 11 Isbrandt et al., 1994 p-K439E g.1315A>G VIl  Karageorgos et al., 2007
p-W146R g.436T>C II Simonaro e Schuchman, 1995 p-T442M  g.1325C>T  VII  Karageorgos et al., 2007
p-W146S g437G>C II Simonaro e Schuchman, 1995 p-T442R  g.1325C>G  VII  Karageorgos et al., 2007
p-W146L g437G>T II Simonaro e Schuchman, 1995 p-G446R  g.1336G>C  VII  Karageorgos et al., 2007
p-R152W g.454C>T 11 Voskoboeva et al., 1994 p-C447F  g.1340G>T VI Karageorgos et al., 2007
p.R160Q 2.479G>A I Voskoboeva ez al., 1994 p.C447S  2.1340G>C VIII Karageorgos et al., 2007
p.L170R g.509T>G Il Douetal., 2006 p.L472P  g.1415T>C VIl Karageorgos et al., 2007
p.G171S  g.511G>A III  Karageorgos et al., 2007 p.P48IL  g.1442C>T VIII Brooks et al., 2005
p.G171D g.512G>A IIT  Karageorgos et al., 2007 p.-R484G  2.1450A>G VIII Karageorgos et al., 2007
p-H178L g.533A>T Il Karageorgos et al., 2007 p.L498P  2.1493T>C VIII Litjens ez al., 1996
p.C192R  g.574T>C Il Isbrandt er al., 1994 p.C521Y 2.1562G>A  VII Isbrandt et al., 1994
p-Y210C g.629A>G I Litjens et al., 1996 p-P531R  g.1592C>G  VIII  villani et al., 1999
p.T2121  g.635C>T Il Sandberg er al., 2008 p-X534Q g.1600T>C VII Arlteral, 1994

Estudos com a mutagdo p.Y210C, alelo mais comum entre pacientes com MPS VI,

revelou que a proteina com essa alteragao ¢ sintetizada, apresentando tamanho e quantidade

compativel com a proteina normal, porém ocorre um atraso no processamento, transporte e

estabilidade da proteina mutante (Bradford ez al., 2002).
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Tabela 3 - Relagdao das mutagdes sem sentido “nonsense’ descritas no gene

arilsulfatase B nos pacientes com MPS V1.

Mutacao Nucleotideo Exon Referéncia
p-Q97X 2.289C>T I Karageorgos et al., 2004
p-W146X 2438G>A II Voskoboeva et al., 2000
p.R160X g.478C>T II Voskoboeva et al., 1994
p.R191X g.571C>T 111 Karageorgos et al., 2007
p.R197X 2.592(589)C>T Il Karageorgos et al., 2007
p.Y255X g.765T>A IV Lametal, 2004
p.R315X 2.943C>T \Y Voskoboeva et al., 2000
p.-W322X 2.966G>A \Y Garrido et al., 2007
p.R327X 2.979C>T \Y Karageorgos et al., 2004
p-W377X g.1130G>A A% Karageorgos et al., 2007
p.E421X g.1261G>T VII  Xu, 1996
p.Q456X  g.1366C>T VI  Villani et al., 1998
p.-W473X g.1419G>A VIII  Karageorgos et al., 2007
p.Q503X  g.1507C>T VI Villani et al., 1999
p.Y513X g.1539C>G VIII  Voskoboeva et al., 2000

Tabela 4 - Relacao das delecgdes e inser¢des descritas no gene arilsulfatase B nos pacientes

com MPS VI
Nucleotideo Exon Referéncia Nucleotideo Exon Referéncia

2.108-120del13 I Karageorgos et al., 2007 2.629-635del III  Karageorgos et al., 2007
g.114delG I Karageorgos et al., 2007 2.743delC IV Isbrandteral., 1996
g.116-123del8 I Karageorgos et al., 2007 2.940del C V  Karageorgos et al., 2007
g.219delC I Isbrandt et al., 1996 g.1036delG V  Karageorgos et al., 2007
g.221-230del10 I Isbrandt et al., 1996 g.1161-1162insC VI Karageorgos et al., 2007
g.237-243del7 I Voskoboeva et al., 1994 g.1279delA VII  Petry et al., 2005
g.245delY I Voskoboeva et al., 2000 g.1285-1286insT VII  Isbrandt ef al., 1994
2.256-258delTAC I Aeltet al., 1994 g.1482delC VIII Karageorgos et al., 2007
g.338delG I Litjens et al., 1992 g.1533del23 VIII  Petry et al., 2003
2.427delG I  Karageorgos et al., 2007 2.1577delC VII  Isbrandt ez al., 1994
2.489-491delTAC I  Karageorgos et al., 2007 2.1582-1596del VIII  Karageorgos ef al., 2007

Tabela 5 - Relagdo das mutagdes em sitios de splicing descritas no gene arilsulfatase B

nos pacientes com MPS VI.

Mutacio Nucleotideo Regido Referéncia
2312 G>C ExI-Intl Karageorgos et al., 2007
IVS3-1g>a g.691-1G>A Intron III Karageorgos et al., 2007
IVS5+1g>t g.1142+1G>T Intron V Karageorgos et al., 2007
IVS5+2t>a 2.1142+2T>A Intron V Garrido et al., 2007
IVS5-1g>c .1143-1G>C Intron V Karageorgos et al., 2007
IVS5-8t>g 2.1143-8T>G Intron V Petry et al., 2005
IVS6+5g>a 2.1213+5G>A Intron VI Karageorgos et al., 2007
IVS6-2a>g 2.1214-2A>G Intron VI Karageorgos et al., 2007
IVS7+2t>¢g g2.1336+2T>G Intron VII Karageorgos et al., 2007

44



A maioria dos pacientes sdo heterozigotos compostos e provenientes de diferentes
populacdes: Alemanha, Australia, Brasil, Chile, China, Estados Unidos, Franga, Itlia,
Portugal e Russia (Wicker et al., 1991; Jin et al., 1992; Arlt et al., 1994; Isbrandt et al., 1994;
Simonaro e Schuchman, 1995; Litjens et al., 1996; Villani et al., 1998; Wu et al., 2000;
Voskoboeva et al., 2000; Yang et al., 2001; Petry et al., 2003, 2005; Brooks et al., 2005; Dou
et al., 2006; Karageorgos et al., 2007).

O elevado numero de alelos privados dificulta a andlise rotineira de mutagdes na
populacdo geral, bem como o estabelecimento de correlagdes genotipo/fendtipo (Litjens &
Hopwood, 2001). Contudo, tem sido descritos alguns alelos frequentes em determinadas
populacdes como: p.R152W na Russia, 25% dos 20 alelos mutados (Voskoboeva et al.,
2000); p.Y210C no mundo, 18% em 105 pacientes (Karageorgos et al., 2007); p.H393P na
Australia e Inglaterra com 8% dos alelos mutantes em 25 pacientes (Litjens et al., 1996);
c.1533del23 no Brasil, ocorrendo em 23% dos 52 alelos estudados, essa mutagdo também
ocorre em pacientes portugueses, embora a frequéncia seja desconhecida (Petry et al., 2003,
2005).

Em 2007, Karageorgos e colaboradores realizaram a andlise mutacional em 105
pacientes com MPS VI, o que representa aproximadamente 10% do niimero de pacientes de
todo o mundo. Um total de 15 paises participaram do estudo, principalmente a América do
Norte, America do Sul, Europa e Australasia. Neste estudo, foram descritas 51 mutagdes de
sentido trocado (38 novas), nove mutagdes sem sentido (5 novas), 13 dele¢des (11 novas),

uma inser¢ao nova e 9 mutagdes em sitios de splicing (7 novas) (Tabelas 2 a 5).

8.5.6. Polimorfismos
Um alelo com frequéncia entre 1% e 99% deve ser classificado como polimorfo,
aquele com frequéncia inferior a 1% deve ser denominado alelo idiomorfo, enquanto um alelo

com frequéncia superior a 99% deve ser classificado como monomorfo (Morton, 1976). Por
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sua vez, os caracteres que resultam de locos que incluem pelo menos dois alelos polimorficos
sdo denominados polimorfismos genéticos (Beiguelman, 2005).

O primeiro polimorfismo descrito no gene ARSB foi publicado em 1991 e demonstrou
que a alteragdo p.V358M (troca de uma guanina por uma adenina no nucleotideo 1072) estava
presente em mais de 1% de caucasianos ndo relacionados, estando a guanina presente em 62%
dos 110 individuos analisados, enquanto a adenina estava presente em 38% da amostra (Jin et
al., 1991).

A altera¢do p.V376M também foi considerada um polimorfismo, pois a expressdo da
proteina com essa substituicdo resultava em uma atividade similar a proteina normal (Wicker
et al., 1991). Os polimorfismos p.V358M e p.V376M ocorrem em regides de a-hélices que
geralmente sdo ocupadas por residuos hidrofobicos nas outras sulfatases. Nao se sabe se essas
substituicdes modificam a gravidade da doenga e/ou a atividade da enzima in vivo. Os
polimorfismos p.V358M, p.V376M e P376P sdo devidos a transi¢des em ilhas CpG (Litjens e
Hopwood, 2001).

Karageorgos e colaboradores, em 2007, descreveram § diferentes polimorfismos em
105 pacientes com MPS VI, sendo 4 novos. Atualmente existem 13 polimorfismos no gene

ARSB descritos (Tabela 6).

Tabela 6 - Relagdao dos polimorfismos descritos no gene arilsulfatase B.

Polimorfismos Alteracido no DNA Regifio no gene Referéncia
p-L82L g.246 G>A Exon [ Karageorgos et al., 2007
p.I1141 2342 C>T Exon II Villani et al., 1999
p.L124L g.370 C>T Exon 11 Villani et al., 1999
g2.691-22 T>C (1VS3-22t>c) Intron III Karageorgos et al., 2007
p.G324G 2972 A>G Exon V Villani et al., 1999
p.T356T 2.1068 A>T Exon V
p.V358M 21072 G>A Exon V Jin et al., 1991
p.V376M g.1126 G>A Exon V Wicker et al., 1991
g.1143-27 A>C (1VS5-27a>c) Intron V Karageorgos et al., 2007
p.S384N g.1151 G>A Exon VI Voskoboeva ef al., 2000
p.P397P g.1191 A>G Exon VI Schuchman et al., 1990
p.P454P 2.1362 G>A Exon VIII
p.Y505Y g.1515 C>T Exon VIII Karageorgos et al., 2007
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Em 2000, Voskoboeva e colaboradores descreveram a alteragdo p.S384N como
muta¢do patogénica. Em 2007, essa mutagdo foi encontrada em 12,4% dos pacientes com
MPS VI do estudo de Karageorgos e colaboradores. Em 2009, essa alterac¢do foi analisada em
individuos normais sendo encontrada em 9% da amostra (200 individuos italianos), com isso,
os autores concluiram que essa alteragdo ndo era patogénica. Esse estudo enfatiza a
necessidade de analisar pelo menos 50 individuos controles antes de afirmar que uma mutagao

¢ patogénica (Zanetti et al., 2009).

8.5.7. Correlacio genotipo-fendtipo

Até 1991, uma correlacdo molecular da heterogeneidade clinica da MPS VI ndo era
conhecida. O isolamento do cDNA e clones da enzima ARSB humana permitiram, a partir de
entdo, o acesso ao gene para andlise molecular dos defeitos genéticos subjacentes as
diferentes formas da MPS VI (Wicker et al., 1991).

Usando uma variedade de substratos artificiais (Humbel, 1976; Kolodny and
Mumford, 1976) e naturais (Hopwood, 1986), pesquisadores mostraram que as atividades da
ARSB, em culturas de fibroblastos de pacientes com as formas grave e leve, geralmente tém
menos do que 10% da atividade normal. Em 1991, Brooks e colaboradores avaliaram os
niveis de ARSB em culturas de fibroblastos em 16 pacientes com MPS VI ndo relacionados,
que apresentavam fenotipos leve, intermediario ou grave. Todos os pacientes tinham menos
que 10% de proteina ARSB normal e a maioria dos pacientes afetados gravemente tinham
menos ARSB do que os pacientes com os fenotipos intermediario e leve. Esses resultados
indicaram que a gravidade clinica pode ser correlacionada com a quantidade da enzima
residual.

O primeiro estudo que mostrou uma correlagdo do gendtipo com o fendtipo foi
publicado em 1991, por Wicker e colaboradores. Nesse estudo, o paciente possuia a mutagao

p.G137V que foi associada a um fenotipo clinico intermediario, devido a baixa atividade
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residual da ARSB. Os autores concluiram que se pode esperar que a forma grave da MPS VI ¢
causada por mutagdes que ndo permitem a sintese do polipeptideo ARSB, em contraste com
as formas intermediaria e leve da doenga onde se pode esperar niveis residuais da enzima
ARSB (Wicker et al., 1991).

Dando sequéncia aos estudos de correlacdo, pesquisadores relacionaram a mutacdo
p.C117R ao fendtipo grave com aproximadamente 2% de atividade normal da ARSB (Jin et
al., 1992). Em um segundo paciente neste mesmo estudo, com aproximadamente 7% de
atividade normal da ARSB, foram encontradas duas diferentes mutacdes, p.L236P e p.C405Y,
por isso, a conclusdo foi de que uma ou as duas alteragdes podem ser responsaveis pela
atividade residual da ARSB e o fendtipo intermediario deste paciente.

Correlagdes entre genotipo e fendtipo sdo dificeis de ser realizadas, pois a maioria dos
alelos mutantes esta presente em apenas um paciente ou em poucos € a maioria dos pacientes
caracterizados sdo heterozigotos compostos. Nos pacientes em que ambos os alelos sdo nulos,
como as mutacdes sem sentido ou pequenas delegdes e insergdes, € previsto que ndo haja uma
proteina ARSB funcional e, portanto o paciente tenha um fen6tipo grave. Mutagdes de sentido
trocado sdo previstas para terem um efeito varidvel sobre a gravidade clinica do paciente, pois
as substitui¢des dos aminoacidos podem ter diferentes efeitos sobre a estrutura e/ou atividade
da proteina de acordo com sua localizagdo. Pacientes que sdo heterozigotos compostos para
mutagdes de sentido trocado e mutagdes nulas sdo geralmente mais gravemente afetados do

que os pacientes homozigotos para mutacdes de sentido trocado (Litjens e Hopwood, 2001).
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Tabela 7 — Descrigao dos fendtipos relacionados com as mutagdes no gene ARSB dos

pacientes com MPS VL.
Mutacio Exon Fenotipo Referéncia
p-S65F I Intermediario Villani et al.,1999
p-L72Q I Grave Isbrandt et al., 1996
p.-Y86del I Grave Karageorgos et al., 2004
p.-T92M I Leve Litjens et al.,1996
p-R95Q I Leve / Grave Litjens et al.,1996
p-L98P | Intermediario Voskoboeva et al., 2000
p-P116H II Grave Villani et al.,1999
p.C117R II Grave Jin et al., 1992
p.G137V II Intermediario Wicker et al., 1991
p-M1421 II Intermediario Simonaro e Schuchman, 1995
p-G144R II Grave Isbrandt et al., 1994
p.W146R 1I QGrave Simonaro e Schuchman, 1995
p-R152W II Intermediario Voskoboeva et al., 1994
p.Rl 60Q II Intermediario Voskoboeva et al., 1994
p-C192R 111 Leve Isbrandt et al., 1994; Wu et al., 2000; Yang et al., 2001
p.Y2 10C III Leve / Intermediario Litjens et al., 1996; Karageorgos et al., 2004
p.L236P v Leve Jin et al., 1992; Karageorgos et al., 2004
p-G302R v Grave Villani et al., 1998
p-W312C Vv Grave Karageorgos et al., 2004
p.R3 15Q VvV Intermediario Villani et al., 1999; Karageorgos et al., 2004
p-S320R \Y Intermediario Voskoboeva et al., 2000
p.L321P A/ Intermediario Isbrandt et al., 1994; Karageorgos et al., 2004
p-L360P Vv Leve Voskoboeva et al., 2000
p-H393P VI Intermediario / Grave  Litjens et al., 1996
p-C405Y VII  Leve Jinet al., 1992
p-Q456X  VIII  Grave Villani et al., 1998
p.L498P VIII Leve Litjens et al., 1996
p.Q503X  VIII Intermediario Villani et al., 1999
p.C521Y VIII Intermedidrio / Grave  Isbrandt et al., 1994; Voskoboeva et al., 2000
p-P531R VII Leve Villani et al., 1999
p.X534Q  VIII  Intermediario Atlt et al., 1994

O estudo de Karageorgos e colaboradores, em 2007, mostrou algumas mutagdes que

geram na MPS VI uma progressao rapida, com inicio precoce do fenotipo grave. A Figura 15

apresenta a correlacdo do gendtipo com os GAGs urindrios e a idade (Karageorgos et al.,

2007).
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Figura 15 - Correlagdo do genotipo com os niveis de GAGs urinarios e a idade. Os valores dos GAGs urinarios

ajustados para creatinina foram determinados e avaliados sobre a idade em anos.

A analise molecular dos 105 pacientes com MPS VI, relatados anteriormente, tem

fornecido evidéncia para dar suporte a uma correlacdo entre gendtipo, fendtipo e GAGs

urinarios. Mutagdes no sitio ativo da proteina, mutacdes sem sentido e mutagdes que resultam

em uma proteina truncada por delecdes e inser¢des, todas dao origem a doenga de rapida

progressao e inicio precoce do fendtipo grave (Karageorgos et al., 2007). Esse estudo mostrou

uma correlacdo entre o genotipo € os GAGs urindrios que pode ser usada para predizer os

resultados clinicos.
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8.6. Genética Médica Populacional

Genética de populagdes ¢ o estudo quantitativo da distribuicdo da variagdo genética
em populacdes e como as frequéncias de genes e genotipos sdo mantidas ou trocadas. A
genética de populagdes estd envolvida com fatores genéticos, tais como mutacdo e
reproducdo, e com fatores ambientais e sociais, tais como selecdo e migracdo, que em seu
conjunto, determinam a frequéncia e distribuicdo de alelos e genotipos em familias e
comunidades (Nussbaum et al., 2008).

A Genética Médica Populacional (GEMEPO) ¢ uma secdo da Genética Médica que
tem como objeto de estudo e atengdo médica uma populagdo, em vez de uma familia como
ocorre na genética clinica ou médica propriamente dita. A GEMEPO conjuga a genética
clinica com: a genética de populagdes humanas, dedicada ao estudo das populagdes do ponto
de vista de microevolucdo; a genética epidemiologica, tradicionalmente enfocada no estudo
de doengas cronicas comuns de etiologia poligénica, excluindo as mendelianas; a genética
sanitaria ou comunitaria, na interface com a saude publica, fundamentando acdes de satde
preventivas (INAGEMP, 2011).

O termo “isolado” é comumente empregado em genética para definir um conjunto
humano que esta separado dos outros por alguma barreira, seja ela geografica, politica, sdcio-
econdmica, religiosa ou cultural que impede ou dificulta a troca de genes com outro conjunto.
Nessa definicdo esta implicito que, na espécie humana, também existem mecanismos de
isolamento que impedem o intercAmbio de genes entre populagdes que vivem na mesma area

geografica (Beiguelman, 2005).

8.6.1. Casamentos consanguineos
Os fundamentos para o entendimento do efeito dos casamentos consanguineos, sobre a
composicdo genotipica das populacdes, foram langados por um numero muito restrito de

geneticistas, na primeira metade do século vinte. Dentre os trabalhos por eles publicados ¢
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obrigatorio destacar os de Wright (1921, 1922, 1951), Dahlberg (1929, 1938, 1948), Haldane
e Moshinsky (1939) e Malécot (1948). No Brasil, os estudos sobre consanguinidade foram
realizados, predominantemente, por Newton Freire-Maia que conduziu, sozinho ou com a
colaboragdo de geneticistas oriundos de sua escola, numerosas pesquisas pioneiras nessa area,
as quais foram revistas em boa parte em uma de suas obras publicada em 1974 (Beiguelman,
2005).

As restricdes aos casamentos entre parentes existem ndo apenas nas sociedades
civilizadas, mas também nas primitivas. Nem sempre os critérios para o impedimento dessas
unides t€ém ou tiveram por objetivo evitar o maior risco de manifestacdo de anomalias
recessivas. De fato, o Codigo Civil brasileiro impede o casamento de ascendentes com
descendentes e de consanguineos colaterais até o terceiro grau, o que estende a restricdo a
irmaos, meios-irmaos, tios(as) e sobrinhos(as). Evidentemente, ao impedir esses casamentos o
legislador tinha em mente apenas a organizagao e a prote¢do da familia (Beiguelman, 2005).

Os critérios adotados para o impedimento de casamentos entre parentes nem sempre
tém uma base logica. Por exemplo, durante cerca de um milénio a Igreja Catolica proibiu o
casamento entre parentes até o sé€timo grau, com base no preceito biblico de que o mundo foi
criado em sete dias. Mais tarde, ela passou a proibir os casamentos até o quarto grau, tomando
como base os quatro elementos: terra, agua, ar e fogo (Almstrom, 1958).

Nos paises atingidos pelo movimento luterano, as leis canonicas foram abolidas e a
proibicdo dos casamentos entre parentes consanguineos passou a ser feita de acordo com o
Levitico (18:6-18). Dessa maneira, tais proibi¢des atingiram alguns consanguineos (paixfilha,
maexfilho, irmaoxirma, meio-irmaoxmeia-irma, avdxneta, tioxsobrinha, tiaxsobrinho) e
alguns ndo-consanguineos com afinidade proxima (filhoxmadrasta, sobrinhoxesposa do tio,
sogroxnora, cunhadoxcunhada). Visto que a Biblia, surpreendentemente, ndo faz restri¢ao aos

casamentos entre primos, verificou-se que a frequéncia de casamentos entre primos em
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primeiro grau aumentou rapidamente a partir do século dezesseis, nos paises que aceitaram a
reforma da Igreja (Beiguelman, 2005).

Apesar de existirem restrigdes aos casamentos consanguineos, mesmo em sociedades
primitivas, existe um fendmeno que nos leva a admitir a sua existéncia em alta propor¢do, em
épocas remotas da histéria da humanidade: ¢ o chamado fendmeno da perda dos ancestrais.
De fato, se ndo existissem casamentos consanguineos, todo individuo deveria ter dois
genitores, quatro avos, oito bisavos, 16 trisavos, 32 tetravos, e, de uma maneira geral 2"
ancestrais, sendo “n” o numero de geragdes que antecedem o individuo. Se aceitarmos que em
cada século houve em média quatro geragdes, temos que admitir a existéncia de 40 geragdes
em um milénio, ou seja, 2*° (1.099.511.627.776 ancestrais para cada individuo) (Beiguelman,
2005).

Essa estimativa, entretanto, ¢ inverossimil, em vista das informagdes que temos sobre
a pequena populacdo humana existente na Terra hd um milénio. Portanto, a hipdtese da
existéncia de casamentos consanguineos, em alta propor¢do em eras pregressas, ¢ aquela que
melhor serve para explicar o fendmeno da perda de ancestrais. Esse fenomeno nos leva a
concluir com Stern (1960) que, do ponto de vista evolutivo, a fraternidade da espécie humana
ndo € um mero conceito espiritual, mas uma realidade genética (Beiguelman, 2005).

Quando as populagdes sdo muito pequenas, os casamentos consanguineos podem
ocorrer ndo porque sejam preferenciais, mas porque o tamanho reduzido da populagdo faz
com que aumente a probabilidade de parentesco consanguineo préoximo entre os conjuges.
Isso tem sido observado em aldeias localizadas em ilhas, em tribos beduinas e em pequenas
comunidades religiosas. Existem comunidades pequenas, entretanto, como as encontradas nos
Alpes suicos, em que a frequéncia de casamentos consanguineos ¢ bem menor do que a
esperada ao acaso, o que indica que, nesses agrupamentos humanos, tais unides sdo evitadas

(Beiguelman, 2005).
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E dificil analisar os fatores que determinam a prevaléncia de casamentos
consanguineos nas populacdes humanas, mas os de ordem econdmica devem influir de modo
prioritario, sobretudo em comunidades rurais, com a finalidade de manter a integridade da
propriedade na familia sem herdeiros do sexo masculino (Beiguelman, 2005).

Na maior parte dos paises, entretanto, a tendéncia atual ¢ a diminui¢do acelerada das
taxas de casamentos consanguineos, em decorréncia do processo de urbanizagdo com a
formacao de grandes aglomerados humanos, das conquistas femininas que tornam a mulher
cada vez mais independente e das facilidades de locomogdo e comunicagdo que propiciam
maior contato entre pessoas de origens diversas. Como exemplo, a Arquidiocese de
Floriandpolis, que registrava 4,5% de casamentos consanguineos em 1920, passou a assinalar
1% desses matrimdnios em 1980 (Agostini e Meireles-Nasser, 1986).

O parentesco genético entre dois seres humanos pode ser medido por intermédio da
probabilidade de eles terem genes idénticos, herdados de um ancestral comum a ambos,
independentemente de tais genes condicionarem fenoétipos dominantes ou recessivos, normais
ou anomalos. Essa medida do parentesco ou da correlagdo genética entre dois individuos ¢
denominada coeficiente de consanguinidade ou coeficiente de parentesco e, geralmente,
indicada pela letra r, inicial da palavra inglesa relationship = parentesco (Beiguelman, 2005).

Considerando que cada passagem de um gene de uma geragdo a outra ¢ chamado de
passo genético, a indica¢dao do célculo do coeficiente de consanguinidade pode ser resumida
pela formula r = £(1/2)", na qual N é o nimero de passos que unem dois consanguineos a um
ancestral comum (Beiguelman, 2005).

Se dois alelos em um individuo endogamico (descendente de pais consaguineos) sdo
idénticos por descendéncia, o genotipo no locus ¢ chamado autozigoto. Se eles ndo sao
idénticos por descendéncia, o genotipo ¢ chamado alozigoto (Hartl, 2008). O coeficiente de
endocruzamento, geralmente simbolizado pela letra F, indica a probabilidade de um individuo

ser homozigoto, em decorréncia do encontro de um par de alelos idénticos, derivados de um
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unico gene herdado de um de seus ancestrais. Em outras palavras, o coeficiente de
endocruzamento indica a probabilidade de um individuo ser autozigoto de um gene qualquer
presente em um de seus ancestrais (Beiguelman, 2005).

O coeficiente de endocruzamento em relacdo a genes autossomicos pode ser calculado,
rapidamente, quando se conhece o coeficiente de consanguinidade dos genitores de um
individuo, pois F = /2 (Beiguelman, 2005).

Apesar de ser mais correto estimar as frequéncias dos alelos a partir de uma amostra
aleatoria da populagdo da qual procedem as familias, ¢ importante ressaltar que, se a amostra
das familias for grande e a frequéncia dos genes for alta, ndo se correrd o risco de estimar
erroneamente as frequéncias génicas, a partir dos proprios casais coletados (Beiguelman,

2005).

8.6.2. Efeito fundador

A distribuicdo das frequéncias de certos genes em algumas populagdes humanas tem
grande probabilidade de ter sido consequéncia da deriva genética, a qual deve ter tido papel
evolutivo muito mais relevante do que a selecdo natural nas populagdes primitivas
constituidas por pequenos isolados genéticos, cujo tamanho efetivo ndo deveria exceder a 100
individuos. Nesses pequenos isolados existia a possibilidade de um tunico individuo,
altamente fecundo ou com descendentes muito fecundos, provocar a predominancia de um ou
mais genes na populagdo originaria de tais isolados, ainda que um desses genes conferisse
baixo valor adaptativo a seus portadores. Quando se reconhece a existéncia desse processo,

costuma-se falar em efeito fundador (Beiguelman, 2005).

8.6.3. Haplotipos
Um dado conjunto de alelos em um /ocus ou em um aglomerado de /loci, localizado em

um cromossomo, ¢ denominado haplotipo. Quando um alelo patoldgico entra numa populagao
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pela primeira vez, por meio de mutag@o ou pela imigracdo de um fundador, o grupo particular
de alelos, nos marcadores ligados com o locus patoldgico, constitui um haplétipo da doenga
(Nussbaum, 2008).

A utilizagdo de marcadores intragénicos para formar haplotipos ligados ao alelo
patogénico garante que esse conjunto de alelos persista com o passar do tempo, independente

do numero de geracdes.

8.7. Rede MPS Brasil

A Rede MPS Brasil ¢ uma parceria de centros brasileiros que atendem pacientes com
Mucopolissacaridoses. O Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
coordena o projeto, disponibilizando os testes laboratoriais necessarios e apoiando o
desenvolvimento clinico e laboratorial dos centros participantes.

Os objetivos da Rede sdo: aumentar a disponibilidade de informagdo sobre as MPS,
facilitar o acesso dos pacientes aos centros de diagnosticos e tratamento, formar um registro
geral de casos e estimular iniciativas de pesquisa na area. Com isso, espera-se que esta
iniciativa leve a identificacdo da maioria dos pacientes com MPS no Brasil, conduzindo a
estruturacdo de uma rede organizada para diagndstico, manejo, prevencdo e investigacdo das

MPS, aumentando a qualidade e a expectativa de vida dos pacientes.
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8.8. Monte Santo
Incluido totalmente no ‘“Poligono das Secas”, o Municipio de Monte Santo
compreende uma area de 3.187 Km®. Est4 a uma distancia de 352 km de Salvador, Capital do

Estado, com vias pavimentadas (Figura 16).
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Figura 16 - Mapa do estado da Bahia mostrando a localizacdo do municipio de Monte Santo.

8.8.1. Historico

Em outubro de 1775, o Capuchinho Frei Apolonio de Todi que se encontrava na
Aldeia Indigena de Massacara (hoje situada no Municipio de Euclides da Cunha — Figura 17)
foi convidado pelo Fazendeiro Francisco da Costa Torres para realizar uma Missdo na
Fazenda Lagoa da Onga. Ali chegando, deparou com uma grande seca e devido a escassez de
dgua, ndo realizou a Missdo, decidindo seguir para o logradouro de gado denominado
Piquaracd, onde existia um “Olho d’agua” conhecido atualmente como “Fonte da Mangueira”,

localizado no sopé da serra.
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Figura 17 - Mapa com os municipios vizinhos ao de Monte Santo.

Frei Apolonio, ao apreciar a serra, ficou impressionado da sua semelhanga com o
Monte Calvario de Jerusalém e convidou os fiéis que o acompanhavam para transformar o
Monte em um “Sacro-Monte”, marcando seu dorso com os passos da Paixdo. Mandou tirar
madeiras para armar uma capelinha e ordenou que fizessem cruzes para a procissao rumo ao
pico do monte. A cada parada fincavam as cruzes com espagos regulares na seguinte ordem: a
primeira dedicada as almas, as sete seguintes representando as dores de Nossa Senhora e as
quatorze restantes lembrando o sofrimento de Jesus em sua caminhada para o Monte calvario
em Jerusalém. Em 31 de outubro de 1775, o Frei pediu que aquele local nio mais fosse
chamado de Serra do Piquaraga (assim chamado devido uma planta nativa - Aracd), mas que

passassem a chama-lo de Monte Santo e partiu, pedindo a todos que construissem capelas e
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visitassem sempre as santas cruzes. Assim os fiéis construiram as capelas: as menores, as de
tamanho médio e a maior, no final do trajeto de aproximadamente 4 km, a capela de Santa
Cruz onde ficam as Imagens de Nosso Senhor Morto, Nossa Senhora da Soledade e Sao Joao
Evangelista (Figura 18). A fama do local sagrado percorreu todo o Sertdo, todo o Brasil e até

0 exterior.

Figura 18 - Foto do morro em dia de procissao para a Capela de Santa Cruz,

localizada no municipio de Monte Santo.

No século XIX, Monte Santo recebeu alguns renomados visitantes que deixaram
relatos sobre sua formacao histérica, descricao da populagdo e observagdes sobre a cultura e
costumes dos sertanejos. Em 1819, dois viajantes europeus percorreram o sertdo da Bahia: os
cientistas Johan Baptist Ritter von Spix (1781-1826) e Karl Friedrich Philipp von Martius
(1794-1868). Naturalistas, vieram ao Brasil acompanhando a futura princesa Leopoldina para
suas nuapcias com D. Pedro 1. Percorreram o longo e rude caminho entre Cachoeira e Monte
Santo, buscando alcancar uma misteriosa pedra denominada Bedengd. O meteorito que
pesava cerca de cinco toneladas havia sido encontrado proximo ao riacho de Bedengd, a norte

de Monte Santo. A pedra, que intrigava os europeus se seria de prata (segundo as lendas
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populares relatadas pelos naturalistas) ou de material vulcanico, despertou o interesse na
época, sendo levados fragmentos para estudo no Rio de Janeiro e na Europa.

Monte Santo registrou a passagem do andarilho-profeta dos sertdes — o famoso
Antonio Conselheiro. O cearense e seu séquito estabeleceram-se nas proximidades de Monte
Santo, na antiga fazenda Canudos, que passou a denominar-se Belo Monte. Foi através de
Conselheiro que Monte Santo foi decantada pela luta dos sertanejos contra as tropas
republicanas. A sangrenta batalha foi retratada no classico “Os Sertdes” de Euclides da

Cunha, cuja primeira edi¢ao data do ano de 1902.

8.8.2. Informacoes sdcio-economicas

O municipio de Monte Santo (Figura 19) esté localizado na sexta regido econdémica do
Estado da Bahia. Possui altitude média de 489 metros acima do nivel do mar, temperatura
média anual de 23,6°C, pluviosidade variada, com alto risco de seca. A populacdo de Monte
Santo ¢ de aproximadamente 52.338 habitantes, com 850 nativivos registrados em 2010, sua
densidade demografica ¢ de 16,42 habitantes por km®. Aproximadamente, 83% da populagio
reside na zona rural. H4 14.056 (33%) analfabetos maiores de 10 anos ou com escolaridade

menor de um ano. O PIB/capita ¢ de 2.522,83 (IBGE-2010, c6digo do municipio: 292150).
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Figura 19 — Povoados do Municipio de Monte Santo.

O municipio possui 18 estabelecimentos de satde, sendo 17 publicos e 1 privado.
Apenas 01 hospital com 60 leitos, 02 equipes de Programa de Satde da Familia com
cobertura de apenas 11,85% da populacdo. Ha 120 Agentes Comunitarios de Saude,
proporcionando uma cobertura de 82%. Ha 01 Centro de Assisténcia Psico-Social na cidade,
atendendo cerca de 2 mil pessoas com disturbios mentais variados e sem diagndstico

etiologico especifico.

8.8.3. Projeto Genética no Sertiao
O Projeto Genética no Sertdo teve seu inicio em 2006 quando foram observadas e
comprovadas as informagdes de um pai que tinha dois filhos com MPS VI (Figura 20) e

relatava presenca de outros, com as mesmas caracteristicas. A partir de entdo, nesse
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municipio, tém sido diagnosticadas diversas doencas genéticas (monogénicas) autossdmicas
recessivas em pacientes de varias familias residentes. Esta observagdo sugere uma estrutura
reprodutiva endogamica da populagdao que pode se relacionar com outras patologias cronicas,
incluindo doengas raras monogénicas, assim como doengas comuns poligénicas, susceptiveis

de preveng¢do primaria e terciaria.

Figura 20 — Irmaos com MPS VI que estimularam a pesquisa no municipio de Monte Santo.

A primeira viagem ao municipio, para coleta de dados, foi realizada em outubro de
2006 com a participacao de 9 integrantes, sob a coordenagdo da Dra. Angelina Xavier Acosta
(Figura 21). Nesta viagem foram coletadas informagdes sobre os dados histdricos (migragdo e
povoamento), dados para elaboracdo de genealogia, coleta de material biolégico e

georeferenciamento.
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Figura 21 - Equipe integrante da primeira viagem para Monte Santo em outubro de 2006.

Dando sequencia ao Projeto foram relizadas outras viagens ao municipio: em julho de
2007 com 28 integrantes, em maio de 2008 com 30 integrantes; em outubro de 2009 com 24
integrantes (Figura 22), em maio de 2010 com 5 integrantes (Figura 23), em novembro de
2010 com 15 integrantes e em abril de 2011 para a inaugura¢do do Centro de tratamento de

terapia de reposi¢cdo enzimatica.
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Figura 3 - Eqﬁipe integrante da quinta viagem para Monte Santo em maio de 2010.

A ciéncia historica e as atividades de arquivo integraram o Projeto como auxiliares nos
estudos de genealogia e consaguinidade, através da digitalizagdo de livros paroquiais e
tabulacao de dados. A historia assomou ao Projeto inicialmente pelo interesse nos Livros de
Matrimonio da Paréquia do Sagrado Coracdo de Jesus de Monte Santo. Os registros
matrimoniais, encontrados desde meados do século XIX, foram coligidos para organizacao de
genealogias e estudos de consaguinidade que remontavam o inicio da histoéria do municipio
(Msc. Lais Viena de Souza - Comunicao Pessoal).

Com uma equipe multidisciplinar (Figura 24), o Projeto Genética no Sertdo ¢
integrado por: pesquisa em laboratério de estudos genéticos; acompanhamento genético,
clinico e psicoldgico dos pacientes; pesquisa antropologica. Esse possui apoio das seguintes
institui¢des: Universidade Federal da Bahia, Universidade do Estado da Bahia, Universidade
do Reconcavo da Bahia, APAE Salvador, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (FIOCRUZ-
BA), Fundag¢ao Oswaldo Cruz (RJ), Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (RS) e pelo Instituto Nacional de Genética Médica e Populacional

(INAGEMP/CNPq).
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Figura 24 — Atividades desenvolvidas em Monte Santo pela equipe multidisciplinar.

A equipe multidisciplinar ¢ formada, atualmente, pelas médicas Profa. Dra. Angelina
Acosta (coordenadora) e Profa. Dra. Tatiana Amorim; pelas bidlogas Profa. Dra. Kiyoko Abé
Sandes (coordenadora), Ma. Taisa Manuela Machado, Ma. Thais Bonfim, Ma. Taise Lima,
Profa. Ma. Fabiana Moura Costa Motta; pelos fonoaudiélogos mestrandos Roberta Paulon e
Danniel San Dias da Silva; pela biomédica Ma. Gabrielle Manzoli, pela psicologa Isabella
Queiroz, pelo antropologo Prof. Dr. Gabriele Grossi; pela historiadora Ma. Lais Viena de
Souza. O projeto recebe auxilio de muitos colaboradores: Prof. Dr. Eduardo Castilla, Prof. Dr.
Roberto Giugliani, Dra. Ieda Orioli, Profa. Dra. Sandra Leistner-Segal, Ma. Taiane Vieira,

Fernando Poletta e Prof. Me. Fabricio Lyrio.

8.8.4. Mucopolissacaridose tipo VI em Monte Santo

Foram identificados em Monte Santo, at¢ o momento, 13 casos de MPS VI (Figura
25), sendo possivel a existéncia de outros casos ainda ndo registrados na regido, e, por
levantamento familiar, hé relatos de varias ocorréncias cujos pacientes ja foram a obito. A

MPS VI ¢ o tnico tipo descrito em Monte Santo até o momento.
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Figura 25 — Fotos dos 13 pacientes com MPS VI de Monte Santo.
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9. OBJETIVOS

GERAIS

- Identificar a(s) mutagao(des) presente(s) nos pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA;

- Identificar os portadores (heterozigotos) nas familias através da andlise da mutagdo
identificada nos casos indices;

- Definir haplotipos utilizando polimorfismos intragénicos de sequencia unica (SNPs) nos
familiares e pacientes de Monte Santo/BA, para a identificacdo de uma possivel origem

comum do alelo mutado nesta populagao.

ESPECIFICOS

- Permitir aconselhamento genético eficiente e consequentemente orientagdes a cerca da

doenca aos familiares com individuos afetados.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI, Maroteaux-Lamy syndrome) is a lysosomal
storage disease caused by deficiency of arylsulphatase B. The incidence of MPS VI is very
low, usually less than 1 case for every 1,000,000 newborns. In Northeast Brazil we identified
in the county of Monte Santo (52,360 inhabitants) thirteen patients with MPS VI. The aim of
this work was to identify the mutation(s) present in these patients and analyze intragenic

SNPs to define possible haplotypes. The 13 MPS VI patients were found to be homozygous
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for the p.H178L mutation. All patients have the same haplotype for the intragenic SNPs.
Based on current data, the prevalence of MPS VI in this region is estimated as 1:5.000
newborns. These results, together with pedigree analysis, strongly suggest a founder effect
accounting for the high frequency of p.H178L mutation in this area. This reinforces the need

of a comprehensive community genetics program for this area.

Keywords: Mucopolysaccharidosis VI; Maroteaux-Lamy syndrome; Arylsulfatase B;

Founder effect; Population Medical Genetics.

1. INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI; Maroteaux-Lamy syndrome; OMIN
253200) is a lysosomal storage disease caused by deficiency of arylsulphatase (ARSB, N-
acetylgalactosamine-4-sulphatase), which is required for the degradation of dermatan and
chondroitin sulphates [1].

The isolation and characterization of human ARSB c¢DNA [2,3] and the partial
elucidation of the human ARSB gene structure [4] have made possible the identification of
molecular defects in ARSB gene mutant alleles. The gene for human ARSB has 209 kb
(genome.ucsc.edu), it is comprised of 8 exons, ranging in size from 71 to 885 bp. The nascent
polypeptide has 533 amino acids [5]. Approximately 140 mutations have been described and
several polymorphisms have been identified in the gene sequence [6-17].

In Northeast Brazil we identified on the county of Monte Santo (52,360 inhabitants,
350 km far from Salvador, capital of the Bahia state) an increased incidence of several genetic
disorders (such as Phenilketonuria and Congenital Hypothyroidism), probably due to relative
endogamy and isolation (Figure 1). Thirteen cases of MPS VI were identified so far in this
county, and it is likely that this frequency could be higher, due to patients who are still

undiagnosed or died before a diagnosis was established.
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Figure 1. Map of Brazil.

To understand the high frequency of this rare syndrome in Monte Santo, the molecular
background of these patients was investigated. The aim of this work was to identify the

mutation(s) present on the affected families and to define haplotypes using intragenic SNPs.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Patients

Thirteen patients with MPS VI from Monte Santo (Bahia State, Northeast Brazil),
being 9 males and 4 females, were diagnosed based on identification of dermatan sulfate in
urine and deficiency of ARSB activity in leucocytes. Informed consent was obtained from the
patient’s parents. We also analyzed 93 patients from the MPS Brazil Network, as explained

later.

2.2. Mutation detection

Genomic DNA was obtained from peripheral blood collected in EDTA using the
salting-out precipitation technique [18]. The polymerase chain reaction (PCR) was used to
amplify exons 1-8 of the ARSB gene. PCR amplification were performed in final volumes of
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25 puL with 2 mM MgCl,, 1mM of each ANTP, 10 pmol of each primer, 1x PCR buffer, 1 U of
Taq DNA polymerase (Super-Therm or Invitrogen) and 100-200 ng of genomic DNA. For
the amplification of exons 1 to 7, 1.25-2.0 DMSO 100% was added and for exon 1, 2 pL of
5x Q solution (Qiagen) was added. The reactions were subjected to 5 min of initial
denaturation at 94°C, and 30 cycles of denaturation at 94°C for 15-40s, annealing at 45-55°C
for 30-60s and elongation at 72°C for 40-60s, with a final extension step at 72°C for 10 min,
exon 1 used elongation and final extension at 68°C. The primers used to amplify exons 1 and
7 were described by Isbrandt [14], and the primers used to amplify exons 2-6 and 8 were
described by Petry [7]. The PCR products were analyzed in 1,5% agarose gel containing
ethidium bromide.

After amplification by PCR, the products were subjected to single-strand
conformational polymorphism (SSCP) analysis in order to identify alterations in exons 1, 2, 3,
4, 7 and 8. An aliquot of 15uL PCR products was mixed with SuL. of loading buffer, the
samples were denatured at 95°C for 5 min and were loaded onto 8% polyacrylamide gels
(29:1 acrylamide:bis-acrylamide) for exons 2, 3, 4, 7 and 12% polyacrylamide gels for exons
1 and 8. Exons that showed alterations in the SSCP banding pattern were purified with
Exosap” and sequenced with the Big Dye Terminator kit version 3.1 using an ABI 310
automated sequencer (Applied Biosystems). Exons 5 and 6 were directly sequenced due to the
high number of polymorphisms. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) with
Hsp92Il enzyme was used to confirm the mutation found after sequencing in patients and to
study this mutation inheritance in relatives. The carrier status was studied in 21 parents using

RFLP.

2.3. Haplotype characterization
Haplotype can be defined as a set of alleles located on the same chromosome segment,

which tend to be transmitted in block in genealogy. Therefore, the haplotypes marks
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chromosome segment, which can be traced through pedigrees and populations, while not
disrupted by recombination [19].

We used 10 single nucleotide polymorphisms (SNPs) for haplotype characterization.
All SNPs were located in the ARSB gene, being 2 in intronic regions and 8 in exons. PCR
amplification was performed as described above. SSCP was the method of choice for IVS3-
22t>c, RFLP was used for p.L82L (246G>A) and p.L124L (370C>T) and sequencing for
p-G324G (972A>G), p.T356T (1068A>T), p.V358M (1072G>A), p.V376M (1126G>A),

IVS5-27a>c, p.S384N (1151G>A) and p.P397P (1191A>G).

3. RESULTS

SSCP analysis of the index case (Figure 2) showed an altered pattern in exon 3 and the
p-H178L (533A>T) mutation was detected in homozygosis after sequencing. This mutation
abolishes a restriction site for the Hsp92Il enzyme. The thirteen patients were screened by
RFLP confirming the presence of p.H178L mutation in homozygosis (Table I). The entire
open reading frame of the ARSB gene and all exon-intron boundaries were analyzed by

sequencing in the index case to exclude other possible mutations.
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Figure 2. Extended pedigree showing the relationship among MPS VI patients from Monte
Santo/Bahia. Symbols in black indicate patients with MPS VI, symbols with question mark
indicate individuals without molecular analysis, White symbols indicate normal subjects for
the p.H78L mutation and symbols with a dot in the middle indicate individuals heterozygous

for the p.H178L mutation [22].
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After defining the disease causing mutation in this population, we screened 93 patients
from the MPS Brazil Network (a partnership involving many services aiming to improve
information on MPS and facilitate access to diagnosis in Brazil) in order to check if this
mutation was also present in patients from other regions in Brazil. We found 4 heterozygous
who are also included in Table 1.

The polymorphisms p.V376M and IVS5-27a>c were present in homozygosis in all
patients, and in heterozygosis in all parents and in the four MPS VI patients from the MPS
Brazil Network heterozygous for the p.H178L mutation. Polymorphisms p.L82L, p.L124L,
IVS3-22t>c, p.G324G, p.T356T, p.V358M, p.S384N and p.P397P were not detected in
patients from Monte Santo. Some of these polymorphisms were observed in heterozygosis in
parents and in patients screened from the MPS Brazil Network (Table I). The defined
haplotype for individuals carrying the mutation was GCTAAGACGA based on the nucleotide

changes caused by each SNP (Figure 3).

Table 1. Genotypes of the patients included in the study. 1-13: MPSVI patients from Monte

Santo; 14-17: MPS Brazil network patients. Single letters mans that nucleotides are in

homozygosis.
1 2* 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13* 14 15 16¢ 17
pHI7?SL(S33A>T) T T T T T T T T T T T T T TA TA TA TA
p.L82L (246G>A) G G G G G G G G G G G G G G
pLI24L370C>T) C C€ C€ C C C C C c ¢ ¢ cC C C
p.IVS3-22T>C T T T T T T T T T T T T T T
p.G324G(972A>G) A A A A A A A A Na A A A A A A AG AG
pT356T(1068A>5T) A A A A A A A A Na A A A A A A A A
p.V358M(1072G;A) G G G G G G G G Na G G G G GA G GA GA
pV37T6M(1126G>.A) A A A A A A A A Na A A A A AG AG NG AG
IVS5-27A>C c ¢ ¢ ¢c ¢c ¢c ¢c c¢c ¢ c¢c ¢ c cC C CA CA CA
p.S384N(1151G;A) G G G G G G G G G G G G G G G
pP397P(1191A>G) A A A A A A A A A A A A A A A A A

a,bandc,

: siblings; Na: Not analyzed.
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Figure 3. Location of 10 polymorphisms in the ARSB gene identified in this study. The

exons are represented by boxes and numbered by roman numerals.

4. DISCUSSION

In this study we identified the p.H178L mutation in a cluster of MPS VI patients from
Monte Santo, a county in Bahia state, Northeast Brazil (Figure 1). According to international
studies, the incidence of MPS VI ranges from 1 in 43.261 births in Turkish to 1 in 1.505.160
births in Sweden [20]. An incidence for MPS VI in Brazil has not been published yet, but data
from MPS Brasil Network show that MPS VI is not as rare as in other countries (Personal
communication).

Monte Santo presents a number of MPS VI cases much higher than that estimated by the
literature, over 1 in 5.000 live births; this estimate was made based on individual nuclear
families (father, mother and son) once there is a high rate of inbreeding in this region. With
this prevalence, MPS VI is considered a disease of great impact on the population of Monte
Santo. The high inbreeding in this region justifies the high frequency of several genetic
diseases such as MPS VL

The p.H178L mutation results from A to T transition at nucleotide 533 in exon 3 and

causes a histidine to leucine substitution in the protein. We performed an in silico analysis for
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this mutation using the PolyPhen (Pol/ymorphism Phenotyping) software, an automatic tool
for prediction of possible impact of an amino acid substitution on the structure and function of
a human protein, this variant is predicted to be probably damaging with a PSIC (Position
Specific Independent Counts) score difference of 3.402.

In 2007, Karageorgos et al [17] published a study of a mutational analysis in 105

patients, representing about 10% of the world MPS VI population. The sample included 10 patients

from Brazil and the p.H178L mutation was found in one patient in heterozygosity. This patient was born in Rio

de Janeiro, Southeast Brazil, and also has a brother with MPS VI carrying the same mutation (Table I — 16 and

17). Through screening of this mutation in patients from the MPS Network Brazil, we found
two further heterozygous unrelated patients. One from Salvador, capital of Bahia, and one
from Sdo Paulo, Southeast Brazil.

To date, 13 polymorphisms have been described in the ARSB gene, being three amino
acid substitutions, eight silent transitions and two in intronic regions [13,17,21]. In this study,
we analyzed 10 of these polymorphisms and only two were found in the patients from Monte
Santo, the p.V376M in exon 5 and the IVS5-27a>c in intron 5, both in homozygosity. The
haplotype associated with p.H178L mutation in patients from Monte Santo is shown in figure
3. Patients from the MPS Brazil Network, heterozygous for the p.H178L mutation showed
these two polymorphisms in heterozygosity, as well as some of the other polymorphisms
tested (Table I).

All patients had typical clinical signs of MPS VI, two patients already died due to
disease complications, and ten of the 11 patients started enzyme replacement therapy.
Anedoctical reports on early treated patients refer to improved growth pattern and attenuated
features, in comparison to the expected outcome on late-treated patients.

Pedigrees of family members showed that all patients have a connection in some
generation (Figure 2). The analysis of haplotypes using intragenic polymorphisms along with
the pedigrees analysis corroborates with the hypothesis of a founder effect of this allele in this

region.
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The presence of three unrelated patients from Salvador (northeast), Sdo Paulo and Rio
de Janeiro (Southeast), who were found to be heterozygous for the p.HI178L mutation,
showing the same common haplotype observed in the Monte Santo county patients, suggests a

common Brazilian origin for this mutation.

5. CONCLUSIONS

We can conclude that p.H178L mutation, which has so far not been described in other
populations, was introduced once in the Monte Santo area and became common on this quite
isolated area due to endogamy and consanguinity. The presence of this mutation in
homozygosity in all patients who present this autosomal recessive disease supports that a
founder effect is a suitable explanation for this finding. Taking into account these results, a
comprehensive community genetics program, which could involve education to the public,
genetic counseling to the families, newborn screening and appropriate management of the

detected cases, should be developed for this area.
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RESUMO

Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI, Sindrome de Maroteaux-Lamy) ¢ uma doenca
lisossomica causada pela deficiéncia de arilsulfatase B. A incidéncia de MPS VI ¢ muito
baixa, geralmente menos de 1 caso para cada 1.000.000 recém-nascidos. No municipio de
Monte Santo (52.360 habitantes), Nordeste do Brasil, foram identificados treze pacientes com
MPS VI. O objetivo deste trabalho foi identificar a(s) mutagdo(des) presente(s) nestes
pacientes e analisar SNPs intragénicos para definir um possivel haplotipo. Os 13 pacientes
com MPS VI apresentavam a mutagdo p.HI178L em homozigose. Todos os pacientes t€ém o
mesmo haplotipo para os SNPs intragénicos. Com base em dados atuais, a prevaléncia de
MPS VI nesta regido ¢ estimada em 1:5.000 recém-nascidos. Estes resultados, juntamente
com a analise de heredogramas, sugerem fortemente um efeito fundador devido a alta
frequéncia da mutacdo p.HI178L nesta area. Isso refor¢a a necessidade de um programa

abrangente de genética comunitéria para esta area.

Palavras-chave: Mucopolissacaridose VI; Sindrome de Maroteaux-Lamy; Arilsulfatase B,

Efeito fundador; Genética Médica Populacional.
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INTRODUCAO

Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI; Sindrome de Maroteaux-Lamy; OMIN
253200) ¢ uma doenga lisossomica causada pela deficiéncia de arilsulfatase B (ARSB, N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase), que € necessaria para a degrada¢ao do dermatan e condroitin
sulfatos [1].

O isolamento e caracterizacdo de cDNA da ARSB humana [2,3] e a elucidagdo parcial
da estrutura do gene ARSB humano [4] tornaram possivel a identificagdo dos defeitos
moleculares nos alelos do gene ARSB mutante. O gene ARSB humano tem 209 kb
(genome.ucsc.edu), ¢ composto por oito éxons, que variam de 71 a 312 bp. O polipeptideo
dispde de 533 aminodcidos [5]. Cerca de 140 mutagdes tém sido descritas e varios
polimorfismos foram identificados na sequéncia do gene [6-17].

No Nordeste do Brasil, foram identificados no municipio de Monte Santo (52.360
habitantes, 350km distante de Salvador, capital do estado da Bahia) um aumento da incidéncia
de vérias doencas genéticas (como fenilcetonuria e hipotireoidismo congénito),
provavelmente devido a endogamia familiar e isolamento (Figura 1). Treze casos de MPS VI
foram identificados até agora neste municipio, e € provavel que essa frequéncia seja maior,
devido aos pacientes que ainda estdo sem diagndstico ou morreram antes que um diagndstico

fosse estabelecido.
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Figura 1 — Mapa do Brasil.

Para entender a alta frequéncia desta sindrome rara, em Monte Santo, a base molecular
destes pacientes foi investigada. O objetivo deste trabalho foi identificar a(s) mutagdo(des)

presente(s) nas familias afetadas e definir haplétipos usando polimorfismos de nucleotideo

unico (SNPs) intragé€nicos.
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MATERIAL E METODOS
Pacientes

Treze pacientes com MPS VI de Monte Santo (Bahia, nordeste do Brasil), sendo 9
homens e 4 mulheres, foram diagnosticados com base na identificacdo de dermatam sulfato na
urina e deficiéncia de atividade ARSB em leucdcitos. O consentimento informado foi obtido
dos pais do paciente. Foram também analisados 93 pacientes da Rede MPS Brasil, como

explicado mais adiante.

Deteccao da mutagao

DNA gendmico foi obtido de sangue periférico, coletado em EDTA, utilizando a
técnica de precipitacdo de sais [18]. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi usada para
amplificar os éxons 1 a 8 do gene ARSB. Amplificacdo por PCR foi realizada com volumes
final de 25 pL com 2 mM MgCI2, 1 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada primer, 1x PCR
buffer, 1 U de Taq DNA polimerase (Super-Therm ou Invitrogen) e 100-200 ng de DNA
gendmico. Para a amplificagdo dos exons 1 a 7, foi adicionado 1,25-2,0 de DMSO 100% e
para o éxon 1, foi adicionado 2 pL de solugdo 5x Q (Qiagen). As reacdes foram submetidas a
5 min de desnaturacdo inicial a 94°C, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15-40s,
anelamento a 45-55°C por 30-60s e alongamento a 72°C por 40-60s, com uma etapa de
extensao final a 72°C por 10 min; o éxon 1 utilizou alongamento e extensao final a 68°C. Os
primers utilizados para amplificar os éxons 1 e 7 foram descritos por Isbrandt [14], e os
primers utilizados para amplificar os éxons 2-6 e 8 foram descritos por Petry [7]. Os produtos
de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etidio.

Ap6s a amplificacdo pela PCR, os produtos foram submetidos a analise por SSCP
(single strand polimorfismo conformacional) a fim de identificar alteragcdes nos éxons 1, 2, 3,
4, 7 e 8. Uma aliquota de 15 pL do produto da PCR foi misturada com 5 pL de tampao de

carregamento, as amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 min e foram submetidas a
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eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (29:1 de acrilamida:bis-acrilamida) para os éxons 2,
3,4, 7 e 12 e géis de poliacrilamida 12% para os éxons 1 e 8. Os éxons que apresentaram
alteracdes no padrdo de bandas no SSCP foram purificados com EXOSAP® e sequenciados
com o kit Big Dye Terminator versao 3.1 usando um sequenciador ABI310 automatizado
(Applied Biosystems). Os éxons 5 e 6 foram diretamente sequenciados devido ao elevado
nimero de polimorfismos. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) com a enzima
Hsp92Il foi utilizada para confirmar a mutagdo encontrada nos pacientes apds o
sequenciamento e estudar essa mutagdo nos parentes. O estado de portador foi estudado em 21

pais usando RFLP.

Caracterizac¢ao do hapldtipo

Haplotipo pode ser definido como um conjunto de alelos localizados no mesmo
segmento cromossdmico, que tendem a ser transmitidos em bloco na genealogia. Portanto, os
haplotipos nos segmentos cromossdmicos, podem ser acompanhados através de heredogramas
e populagdes, quando ndo sdo interrompidos por recombinacao [19].

Foram utilizados 10 polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) para a caracterizagao
do haplétipo. Todos os SNPs estdo localizados no gene ARSB, sendo 2 em regides intronicas
e 8 em éxons. Amplificagdo por PCR foi realizada conforme descrito acima. SSCP foi o
método escolhido para IVS3-22t>c, RFLP foi utilizada para p.L82L (246G>A) e p.L124L
(370C>T) e, sequenciamento para p.G324G (972A>QG), p.T356T (1068A>T), p.V358M

(1072G>A), p.V376M (1126G>A), IVS5-27a>c, p.S384N (1151G>A) e p.P397P (1191A>G).
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RESULTADOS

A andlise de SSCP do caso indice (Figura 2) mostrou um padrao alterado no exon 3 e
a mutacdo p.H178L (c.533A>T) foi detectada em homozigose apds sequenciamento. Essa
muta¢do elimina um sitio de restricao para a enzima Hsp921l. Os treze pacientes foram triados
por RFLP confirmando a presen¢a da mutagdo p.H178L em homozigose (Tabela 1). Todos os
¢xons do gene ARSB e todos ar regides éxon-intron foram analisadas por sequenciamento no
caso indice para excluir outras possiveis mutacdes.

Depois de definir a mutagdo patogénica nessa populagdo, fora analisados 93 pacientes
da Rede MPS Brasil (uma parceria envolvendo diversos servigos com o objetivo de melhorar
a informacao sobre MPS e facilitar o acesso ao diagndstico no Brasil), a fim de verificar se
esta mutacdo também estava presente em pacientes de outras regides do Brasil. Encontramos
4 heterozigotos que também estdo incluidos na Tabela 1.

Os polimorfismos p.V376M e IVS5-27a>c estavam presentes em homozigose em
todos os pacientes, € em heterozigose em todos os pais € nos quatro pacientes da Rede MPS
Brasil, heterozigotos para a mutacdo p.H178L. Os polimorfismos p.L82L, p.L124L, IVS3-
22t>c, p.G324G, p.T356T, p.V358M, p.S384N e p.P397P nado foram detectados nos pacientes
de Monte Santo. Alguns desses polimorfismos foram observados em heterozigose nos pais e
nos pacientes triados da Rede MPS Brasil (Tabela 1). O haplotipo definido para os individuos
portadores da mutacdo foi GCTAAGACGA com base na mudanga de nucleotideo causada

por cada SNP (Figura 3).
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Figura 2 — Heredograma mostrando a relagdo entre os pacientes com MPS VI de Monte
Santo/Bahia. Simbolos em preto indicam os pacientes com MPS VI, simbolos com ponto de
interrogagdo indicam individuos sem andlise molecular, simbolos brancos indicam individuos
normais para a mutacdo p.HI78L e simbolos com um ponto no meio indicam individuos

heterozigotos para a mutacao p.H178L [22].
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Tabela I. Genotipos dos pacientes incluidos no estudo. 1-13: Pacientes com MPS VI de Monte Santo; 14-17: Pacientes da Rede MPS Brasil.

Letras Unicas significam que o nucleotideo estd em homozigose.

1 2* 3 4 5 6 7 8 o 10 11 12 13* 14 15 165 17
pHI178L(533A>T) T T T T T T T T T T T TA TA TA TA
p.L82L (246G>A) G 6 G 6 G 6 G G 6 G GG G G G G G G
p.L124L (370C>T) c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ € ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ c
p.IVS3-22T>C T r T T T T T T T T T T T T T T T
p.G324G(972A>G) A A A A A A A A Na A A A A A A AG AG
p.T356T(1068A>T) A A A A A A A A Na A A A A A A A A
pV358M(1072G;A) G G G G G G G G Na G G G G GA G GA GA
p.V376M (1126G;FA) A A A A A A A A Na A A A A AG AIG AIG AG
IVS5-27A>C c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ C ¢ € C C C C C CA CcA A
pS384N(1151G;A) G G G G G G G G G G G G G G G G G
pP397P (1191A>G) A A A A A A A A A A A A A A A A A

a-bande. jrm3os; Na: Ndo analisado. Em negrito, destaca-se a mutagdo encontrada nos pacientes de Monte Santo.
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Figura 3 — Localizagdao dos 10 polimorfismos identificados no gene ARSB neste estudo. Os

exons estao representados pelos retdngulos e numerados por algarismos romanos.

DISCUSSAO

Neste estudo, identificamos a mutagdao p.H178L em um grupo de pacientes com MPS
VI de Monte Santo, municipio do estado da Bahia, Nordeste do Brasil (Figura 1). De acordo
com estudos internacionais, a incidéncia de MPS VI varia de 1 em 43.261 nascimentos na
Turquia a 1 em 1.505.160 nascimentos na Suécia [20]. Uma incidéncia de MPS VI no Brasil
ainda ndo foi publicada, mas dados da Rede MPS Brasil mostram que a MPS VI ndo ¢ tdo
rara como em outros paises (comunicacao pessoal).

Monte Santo apresenta um numero de casos de MPS VI muito maior do que a
estimada pela literatura, mais de 1 em cada 5.000 nascidos vivos; essa estimativa foi feita com
base em nucleos familiares individuais (pai, mae e filho) uma vez que ha uma elevada taxa de
consanguinidade na regido. Com essa prevaléncia, a MPS VI ¢ considerada uma doenca de
grande impacto sobre a populacao de Monte Santo. A alta endogamia nesta regido justifica a
alta frequéncia de varias doengas genéticas como a MPS VI.

A mutagdo p.H178L resulta de uma transi¢do de uma A para T no nucleotideo 533 do
éxon 3 e provoca a substitui¢ao de uma histidina por leucina na proteina. Foi realizada uma
analise in silico para essa mutacdo utilizando o software PolyPhen (Polymorphism

Phenotyping), uma ferramenta para predigao de possiveis impactos de uma substituicao de
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aminoacido na estrutura e funcdo de uma proteina humana, e esta variante ¢ prevista como
sendo, provavelmente danosa com um valor de PSIC (Psition Specific Independent Counts)
de 3,402.

Em 2007, Karageorgos e colaboradores [17] publicaram um estudo de andlise
molecular em 105 pacientes, o que representa cerca de 10% dos pacientes com MPS VI do
mundo. A amostra incluiu 10 pacientes do Brasil e a mutagdo p.H178L foi encontrada em um
paciente em heterozigose. Este paciente nasceu no Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil, e
também tem um irmdo com MPS VI carregando a mesma mutagdo (Tabela 1 - 16 e 17).
Através da triagem dessa mutagdo em pacientes da Rede MPS Brasil, encontramos mais dois
pacientes heterozigotos ndo relacionados. Um de Salvador, capital da Bahia, ¢ um de Sao
Paulo, Sudeste do Brasil.

Até o momento, 13 polimorfismos foram descritos no gene ARSB, sendo trés
substitui¢des de aminoacidos, oito transi¢cdes silenciosas e dois em regides intronicas
[13,17,21]. Neste estudo, foram analisados 10 destes polimorfismos e apenas dois foram
encontrados em pacientes do Monte Santo, o p.V376M no éxon 5 e o [IVS5-27a>c no intron 5,
ambos em homozigose. O haplotipo associado com a mutagdo p.H178L nos pacientes de
Monte Santo ¢ apresentado na figura 3. Os pacientes da Rede MPS Brasil, heterozigotos para
a mutacdo p.HI178L, apresentavam esses dois polimorfismos em heterozigose, bem como
alguns dos outros polimorfismos testados (Tabela 1).

Todos os pacientes apresentavam sinais clinicos tipicos da MPS VI, dois pacientes ja
morreram devido a complicagdes da doenga e, dez dos 11 pacientes comegaram a terapia de
repozigdo enzimatica. Publicagdes com relatos de pacientes tratados precocemente referem-se
a uma melhora no padrdo de crescimento e caracteristicas atenuadas, em comparagdo com 0s
resultados esperados nos pacientes tratados tardiamente.

Heredogramas dos membros das familias mostraram que todos os pacientes tém uma

conexao em alguma geracdo (Figura 2). A andlise de haplotipos utilizando SNPs, juntamente
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com a analise dos heredogramas corrobora com a hipdtese de um efeito fundador deste alelo
nesta regido.

A presenga de trés pacientes ndo relacionados de Salvador (Nordeste), Sdo Paulo e Rio
de Janeiro (Sudeste), que sdo heterozigotos para a mutagdo p.H178L e apresentam o haplotipo
comum observado nos pacientes do municipio de Monte Santo, sugere uma origem no Brasil

para esta mutagao.

CONCLUSOES

Podemos concluir que a mutagdo p.HI178L, que at¢é o momento ndo foi descrita em
outras populagdes, foi introduzida uma vez em Monte Santo e tornou-se comum nesta area
bastante isolada devido a endogamia e consanguinidade. A presenca desta mutagdo em
homozigose em todos os pacientes que apresentam essa doenca autossOmica recessiva
confirma que o efeito fundador ¢ uma explicacdo adequada para este achado. Tendo em conta
estes resultados, um abrangente programa comunitario deve ser desenvolvido nesta area,
envolvendo educacdo a populacdo, aconselhamento genético para as familias, triagem

neonatal e manejo adequado dos casos detectados.
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SUMMARY

Mucopolysaccharidosis type VI (Maroteaux-Lamy syndrome, MPS VI) is a lysosomal
storage disease caused by deficiency of arylsulphatase B. The incidence of MPS VI is very
low, usually less than 1 case for every 1,000,000 newborns, but in a county of Northeast
Brazil, the prevalence of MPS VI is estimated at 1:5,000 newborns. Currently, in the county
of Monte Santo, 11 nuclear families (13 patients) were described, all bearing the same
p.-H178L mutation in homozygosis. The aim of this work was to analyze the presence of the
p.-H178L mutation in relatives of these 13 MPS VI patients from Monte Santo to identify the
rate of heterozygous and promote genetic counseling for these families. In four trips to the
county of Monte Santo 236 blood samples were collected for molecular analysis of the
p-H178L mutation. We found 98 (20.8%) of mutant alleles and 374 (79.2%) of normal alleles,
being 41.5% of the sample consisted of heterozygous individuals and 58.5% of homozygous
individuals for the normal allele. Pedigree analysis indicates the presence of several
individuals with a 50 or 25% chance of being heterozygous. Monte Santo is a small and
isolated region and the high inbreeding makes the p.H178L allele remain frequent in this
region. Thus, it is clear the need for neonatal screening covering the general population of this

region and more studies among MPS VI family members to promote a genetic counseling.

Keywords: Mucopolysaccharidosis, Maroteaux-Lamy syndrome, Arylsulfatase B, p.H178L,

Genetic counseling.
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INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI; Maroteaux-Lamy syndrome; OMIN
253200) is a lysosomal storage disease caused by deficiency of arylsulphatase B (ARSB, N-
acetylgalactosamine-4-sulphatase), which is required for the degradation of dermatan and
condroitin sulphates (Neufeld and Muenzer, 2001).

The isolation and characterization of human ARSB cDNA (Peters et al., 1990;
Schuchman et al., 1990) and the partial elucidation of the human ARSB gene structure
(Modaressi et al., 1993) have made possible the identification of molecular defects in ARSB
gene mutant alleles. The gene for human ARSB has 209 kb (genome.ucsc.edu), it is
comprised of 8 exons, ranging in size from 71 to 312 bp. The nascent polypeptide has 533
amino acids (Kobayashi et al., 1992). Approximately 140 mutations have been described and
few polymorphisms have been identified in the gene sequence (HGMD; Petry et al., 2005;
Garrido et al., 2007, 2008; Saito et al., 2008; Litjens and Hopwood, 2001; Villani et al., 1997;
Isbrandt et al., 1994, 1996; Simonaro and Schuchman, 1995; Karageorgos et al., 2007).

MPS VI has no cure, but it has an efficient specific treatment based on enzyme
replacement therapy (ERT) (Giugliani et al., 2007). A study demonstrated a clear benefit of
early initiation of ERT to slow or prevent the development of significant pathological changes
of MPS VI, indicate that the earlier ERT is started, the greater the response (McGill et al.,
2010).

In Northeast Brazil has been identified on the county of Monte Santo (52,360
inhabitants, 350 km far from Salvador, capital of the Bahia state) an increased incidence of
several genetic disorders, probably due to relative endogamy and isolation. Approximately
80% of the population lives in rural areas. Thirteen cases of MPS VI were identified so far in
this county, and it is likely that this frequency could be higher, due to patients who are still
undiagnosed or died before a diagnosis was established. The 13 MPS VI patients (three died)

were found to be homozygous for the p.H178L mutation. These results, together with
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pedigree analyses, strongly suggest that there may be a founder effect that results in the high
frequency of p.H178L mutation in this area (Costa-Motta et al., 2011).

Screening for carriers of Mendelian disorders has as main purpose the identification of
individuals who are healthy but have a substantial risk (25%) of having affected children. The
principles for screening of carriers are: high frequency of carriers, at least in a specific
population; availability of a cheap and reliable test with very low rates of false negative and
false positive; access to genetic counseling for couples identified as heterozygous; availability
of prenatal diagnosis; acceptance and voluntary participation by the target population
screened (Nussbaum et al., 2008).

The screening of carriers for MPS VI in Monte Santo is possible because there is only
one mutation (p.H178L) in all 13 MPS VI patients analyzed so far, this mutation is easily
detected by restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Costa Motta et al., 2011).
Nowadays, molecular biology techniques can be used as a routine in many laboratories and
the application of molecular screening for this mutation in people with a family history is of
great importance, allowing genetic counseling and the set up of public health policies in this
region.

The aim of this work was to analyze the presence of the p.HI78L mutation in relatives
of 13 MPS VI patients from Monte Santo to identify the rate of heterozygosis and promote a

genetic counseling for these families.
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METHODS
Sample

Samples were collected from peripheral blood from all relatives of 11 nuclear families
(13 MPS VI patients) from Monte Santo/BA, who agreed to participate in the study. All
participants signed an informed consent approved by the Ethics Committee of the Institutions
involved in this project. Based on information obtained from family members, it was possible

to create a genealogy for the development of pedigrees.

Mutation detection

Genomic DNA was obtained using the salting-out precipitation technique (Miller
1988). The Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to amplify exon 3 of the ARSB gene.
PCR amplification were performed in final volumes of 25 pl with 2 mM MgCI%, ImM of each
dNTP, 10 pmol of each primer, 2.0 ul of DMSO 100%, 1x PCR buffer, 1 U of Taqg DNA
polymerase (Super-Therm and Invitrogen) and 100-200 ng of genomic DNA. The reaction
were subjected to 5 min of initial denaturation at 94°C, and 30 cycles of denaturation at 94°C
for 40s, annealing at 47°C for 40s and elongation at 72°C for 40s, with a final extension step
at 72°C for 10 min. The primers used to amplify the exon were described by Petry (2005). The
PCR products were analyzed in 1.5% agarose gel containing ethidium bromide.

After amplification by PCR, the products were subjected to Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) with Hsp92Il enzyme. Restriction enzyme incubations were
set for 30 pl reactions with 3 pl of 10x buffer, 0,5 pl of enzyme (5U), and 10-20 pl of PCR
product (depending on the intensity of the band after amplification). Milli-Q water was used
to make up the rest of the volume for the reaction. Incubations were carried out overnight at

37°C. Fragments were visualized in a 3% agarose gel containing ethidium bromide.
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Pedigrees

With the data collected for the construction of the genealogy connecting MPS VI
patients from Monte Santo, it was possible the construction of pedigrees using the program
GenoPro® 2011 (version 2.5.3.2), including all samples that were collected. To facilitate data
interpretation and taking into account the close relationship of some index cases, the 11
nuclear families (13 MPS VI patients) were grouped into nine pedigrees.

In all pedigrees, the symbols in black were analyzed with RFLP and individuals who
have gray symbols were not analyzed. Individuals with symbols completely filled are MPS VI

patients and those who have a dot within the symbol are heterozygous for the p.H178L allele.

108



RESULTS

Since 2006, the team involved in this research made more than 6 trips to the county of
Monte Santo, in order to make the construction of the genealogy, samples collection, delivery
of individual results (genetic counseling) and workshops for the local population. In every
trip, blood samples were collected from relatives to confirm the presence of the p.H178L
allele in heterozygosis or to identify individuals with a substantial risk of being carriers, as
well as their partners and children when they were older than 18 years.

In total, during these trips we collected 236 blood samples for molecular analysis of
mutation p.HI78L. We found 98 (20.8%) of mutant alleles and 374 (79.2%) of normal alleles,
being 41.5% of the sample consisted of heterozygous individuals and 58.5% of homozygous
individuals for the normal allele.

With the data collected for the construction of the genealogy connecting MPS VI
patients from Monte Santo, it was possible to record 1,455 individuals based on information
provided by family members. Many of these individuals were included in the pedigrees even

if the molecular analysis was not performed.

Table 1 - Data regarding individuals represented into each of the 9 pedigrees, separated by

nuclear families.

Nucle‘ar Figure . N° of MP.S VI  N°of Subjects wit.h N° of Heterozygous
Family individuals  patients molecular analysis for the p.H178L
1 la 50 2" 22 11
2 1b 62 1 33 13
3 Ic 37 1 20 11
4 1d 55 1 24 10
5 le 36 1 20 9
6 1f 48 1 17 8
7 2a 125 2" 52 15
8 and 9 2b 67 2" 21 11
10 and 11 2¢ 64 2" 33 11

* Lo 7 .
siblings; " close relatives
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Nuclear Family 1 (Figure 1a)

It was reported by relatives the presence of another individual with MPS VI (n°488 -
Figure 1a), but this cousin was already deceased at the beginning of the study, so it was not
possible to perform molecular examination and no material was collected from parents, as
they live in Sdo Paulo, state of southeast Brazil, far from Monte Santo. This couple has two
other children (n°489 and 490 - Figure la) that also live in Sdo Paulo and if parental
heterozygosity is confirmed they have 50% substantial risk of being carriers of the p.H178L
allele.

Some individuals in this family could not be analyzed (n°237, 351, 353, 494 and 1388
- Figure 1a), because they had less than 18 years at the time of sample collection, and some of
these have 25% chance of being heterozygous for the p.H178L allele.

Some individuals who were not analyzed but may have an important role in the
maintenance of the mutant allele in this region were not added in the pedigree due to lack of
space. Some examples: the presence of 12 additional siblings of the individual n°422 and 8
siblings of the individual n°239, both in Figure la, which are heterozygous for the p.H178L

allele.

Nuclear Family 2 (Figure 1b)

The individual n°240 appears in the pedigree of nuclear family 1 as a grandmother of
the MPS VI brothers (n°320 and 321 - Figure 1a) and in the pedigree of the nuclear family 2
as a paternal aunt of the MPS VI patients (n°372 - Figure 1b).

It was reported by relatives the presence of six MPS VI individuals (n°344, 345, 365,
367, 905 and 906 - Figure 1b) who were already deceased at the beginning of the study, thus
molecular analysis was not possible in these cases. We collected material from two couples
(n°335, 366, 407 and 898 - Figure 1b), parents of these individuals reported as having MPS

VI and heterozygosity was confirmed.
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Some individuals in this family, who have a 50% chance of being heterozygous for the
p.-H178L allele, could not be analyzed (n°368, 899, 902 and 903 - Figure 1b), as they live in
Sao Paulo. In the pedigree of Figure 1b we did not add some individuals who have not been
analyzed, for example, the presence of seven additional siblings of individual n°375 (probably

heterozygous) and three siblings of individual n°898 (heterozygous for p.H178L the allele).

Nuclear Family 3 (Figure 1c)

The individual n°408 appears in the pedigree of the nuclear family 2 as a maternal
aunt of the MPS VI patient (n°372 - Figure 1b) and in the pedigree of the nuclear family 3 as
a grandmother of MPS VI patients (n°1171 - Figure 1c). The individual n°362 of figure 1c is
sister of the individual n°311 of the family 1b, and they have two brothers that were not
included in the pedigrees, with a substantial risk (25%) of being heterozygous. Some
individuals in this family could not be analyzed because they live in Sao Paulo, (n°1188, 1248

and 1252 - Figure 1c).

Nuclear Family 4 (Figure 1d)

The individual n°1181 appears in the pedigree of the nuclear family 4 as a
grandmother of the MPS VI patient (n°1222 - Figure 1d) and in the pedigree of the nuclear
family 3 as grandmother of the MPS VI patient (n°1171 - Figure 1c). The individual n°1374
appears in the pedigree of the nuclear family 4 and in the pedigree of the nuclear family 1 as
daughter of the MPS VI patient aunt (n°320 - Figure 1a).

It was reported by relatives the presence of four more MPS VI individuals (n°1205,
1206, 1389 and 1390 - Figure 1d), but these individuals were already deceased at the
beginning of the study, thus molecular analysis was not performed. We collected material
from 3 parents of these individuals (n°416, 421 and 1181 - Figure 1d) and heterozygosity was

confirmed.
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The individual n°1260 in this family could not be analyzed because she lives in Feira
de Santana, another city far from Monte Santo. She has 25% chance of being heterozygous for
the p.H178L allele. Of the eleven children of the individual n°1215 (heterozygous for
p-H178L allele), ten were not present at the time of sample collection, one of them (n°1210,
normal for p.H178L allele) is the maternal grandfather of MPS VI patient n°1222 and another

son has a heterozygous daughter.

Nuclear Family S (Figure 1e)

One individual in this family could not be analyzed (n°541 - Figure le), because they
had less than 18 years at the time of collection, he has 50% chance of being heterozygous for
the p.H178L allele. Some individuals who were not added in this pedigree due to lack of
space or because they were not analyzed, but may have an important role in the maintenance
of the mutant allele, are the additional 9 siblings of individual n°550 in Figure le, which is

heterozygous for the p.H178L allele.

Nuclear Family 6 (Figure 1f)

This family has many individuals with 25% chance of being heterozygous that could
not be analyzed because they live elsewhere (n°959 — Figure 1f) or because they not present at
the time of material collection (n°932, 933, 934, 937, 961, 962, 963, 964, 1067, 1068, 1069,
1072, 1073 and 1075 — Figure 1f). Similarly, it was not possible to collect material from the
children of couple n°1066 and n°1076, and they have 50% chance of being heterozygous for
the mutant allele. The grandmother (n°957) of the MPS VI patient (n°926) has another 7

siblings who may be heterozygous for the p.H178L allele.
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Pedigree of nuclear families. a: Nuclear family 1; b: Nuclear family 2; ¢: Nuclear

family 3; d: Nuclear family 4; e: Nuclear family 5 and f: Nuclear family 6
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Nuclear Family 7 (Figure 2a)

It was reported by relatives the presence of nine additional MPS VI individuals
(n°216, 796, 797, 798, 799, 891, 892, 896 and 897 - Figure 2a), but these individuals were
already deceased at the beginning of the study, thus no molecular analysis was possible. We
collected material from one couple (n°794 and 841 - Figure 2a), parents of five individuals
reported as having MPS VI and heterozygosity was confirmed, suggesting that they could
give birth to MPS VI patients. Individuals n°796, 797 and 798 died at 24, 12 and 18 years,
respectively. Regarding the couple n°800 and 887, we did not obtain enough data. Relatives

reported that they had eleven children, one with MPS VI (n°799 - Figure 2a).

Nuclear Family 8 (Figure 2b)

Many of the relatives of this nuclear family could not be analyzed because they live in
Sao Paulo (n°12, 14, 22, 24, 39, 51, 52, 68 and 98 - Figure 2b). The brother, a cousin and a
paternal uncle (n° 04, 1302 and 41- Figure 8) of the MPS VI patient n° 01, who have 25%
chance of being heterozygous, could not be analyzed because in the moment of the sample
collection they had less than 18 years.

Some individuals who were not analyzed and were not added in the pedigree due to
lack of space are 6 siblings of the individual n°29 and 8 siblings of the individual n°08, both
in Figure 2b, which are heterozygous for the p.H178L allele. Thus, these 14 individuals who

are not represented in the pedigree have a 25% chance of being heterozygous.

Nuclear Family 9 (Figure 2c)
Ancestry of individual n°132 to identify siblings that may be heterozygous was not
informed. Of the eight living children of couple n°244 and n°252, only one was aged over 18

years and was not available at the time of sample collection. The children of couple n°221 and
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n°236 were under 18 years (n°234 and 235 — Figure 2c), so it was not possible to collect

sample for molecular analysis.
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Figure 2 - Pedigree of nuclear families.

Nuclear family 9.
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a: Nuclear family 7; b: Nuclear family 8 and c:
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DISCUSSION

According to international studies, the incidence of MPS VI ranges from 1 in 43,261
births in Turkish to 1 in 1,505,160 births in Sweden (Valayannopoulos et al., 2010). An
incidence for MPS VI in Brazil has not been published yet, but data from the MPS Brazil
Network shows that MPS VI is not as rare as in other countries (personal communication).
Monte Santo presents a number of MPS VI cases much higher than that estimated by the
literature, over 1 in 5,000 live births.

In this study we performed molecular analysis in relatives of 13 MPS VI patients,
from Monte Santo, a county in Bahia state, northeast Brazil. The mutation detected in all
patients was p.H178L in homozygosis (Costa-Motta et al., 2011), this made possible the
direct analysis by RFLP in 234 relatives. Of these total, 98 (42%) were heterozygous for the
mutant allele.

For every trip made to Monte Santo to deliver of reports with the molecular results,
new individuals with a 25% chance of being heterozygous were added to the genealogy, and
when possible, material was collected for molecular analysis. Pedigree analysis indicates the
presence of many individuals with a 50% and 25% chance of being heterozygous. Several of
these could not be analyzed, because they had less than 18 years. The parents of these
individuals were informed that when they complete 18 years they could request molecular
analysis to our research group. This also applies to any individual or couple of families that
had a chance to be carriers.

At baseline, patients had to travel weekly to Salvador, capital of Bahia 350 km far
from the county of Monte Santo, to receive infusions of ERT. In April 2011, an ERT center
was inaugurated at the municipal hospital of Monte Santo, where local doctors and nurses
have been trained and are often accompanied by the responsible medical geneticist. The
implementation of this treatment center for patients with MPS VI in the region reinforces the

importance of screening among family members to detect possible heterozygous couples with
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a chance of having children affected with MPS VI, who could benefit for starting treatment as
early as possible.

Further analysis involving the general population of Monte Santo, such as a neonatal
screening, should be performed due to high rate of heterozygotes (42%) found among the
relatives of these 11 nuclear families.

The fact that Monte Santo is a small and isolated region with high inbreeding justifies
the occurrence of several genetic diseases with high frequency as in the case of MPS VI. So,
we conclude that due to the high prevalence of MPS VI in Monte Santo, with great impact on
these population, this region need more studies among MPS VI family members and the

general population to promote a genetic counseling and early treatment.
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RESUMO

Mucopolissacaridose tipo VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy, MPS VI) ¢ uma doenga
de deposito lisossdmico causada pela deficiéncia da enzima arilsulfatase B. A incidéncia de
MPS VI ¢ muito baixa, geralmente menos de 1 caso para cada 1.000.000 recém-nascidos, mas
em um municipio do Nordeste do Brasil , a prevaléncia de MPS VI ¢ estimada em 1:5.000
recém-nascidos. Atualmente, no municipio de Monte Santo, 11 nucleos familiares (13
pacientes) foram descritos, todos com a mesma mutagdo em homozigose p.HI78L. O
objetivo deste trabalho foi analisar a presenca da muta¢dao p.HI78L em familiares desses 13
pacientes com MPS VI de Monte Santo para identificar a taxa de heterozigotos e promover o
aconselhamento genético para estas familias. Em quatro viagens realizadas ao municipio de
Monte Santo, 236 amostras de sangue foram coletadas para andlise molecular da mutagado
p-H178L. Encontramos 98 (20,8%) alelos mutantes e 374 (79,2%) alelos normais, sendo
41,5% da amostra constituida de individuos heterozigotos e 58,5% de individuos homozigotos
para o alelo normal. Analises dos heredogramas indicam a presenca de varios individuos com
chance de 50% ou 25% de serem heterozigotos. Monte Santo ¢ uma regido pequena, isolada e
com alta taxa de endogamia, fazendo com que o alelo p.HI78L permaneca frequente nesta
regido. Assim, fica clara a necessidade de uma triagem neonatal abrangendo a populacdo geral
da regido e mais estudos entre os membros das familias com MPS VI para promover um

aconselhamento genético.

Palavras-chave: Mucopolissacaridose, Sindrome de Maroteaux-Lamy, Arilsulfatase B,

p-H178L, Aconselhamento Genético.
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INTRODUCAO

Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI; Sindrome de Maroteaux-Lamy; OMIM
253200) ¢ uma doenca de deposito lisossomico causada pela deficiéncia da enzima
arilsulfatase B (ARSB, N-acetilgalactosamina-4-sulfatase), que ¢ necessaria para a
degradacdo do dermatan e condroitin sulfatos (Neufeld and Muenzer, 2001).

O isolamento e caracterizagdo de cDNA da ARSB humana (Peters et al., 1990;
Schuchman et al., 1990) e a elucidagdo parcial da estrutura do gene ARSB humano
(Modaressi et al., 1993) tornaram possivel a identificacdo dos defeitos moleculares nos alelos
do gene ARSB mutante. O gene para ARSB humano tem 209 kb (genome.ucsc.edu), ¢é
composta por oito éxons, que variam de 71 a 312 bp. O polipeptideo dispde de 533
aminoacidos (Kobayashi et al., 1992). Cerca de 140 mutacdes tém sido descritas e varios
polimorfismos foram identificados na sequéncia do gene (HGMD; Petry et al., 2005; Garrido
et al., 2007, 2008; Saito et al., 2008; Litjens and Hopwood, 2001; Villani et al., 1997;
Isbrandt et al., 1994, 1996; Simonaro and Schuchman, 1995; Karageorgos et al., 2007).

A MPS VI ndo tem cura, mas possui um tratamento especifico e eficiente baseado na
terapia de reposi¢dao enzimatica (TRE) (Giugliani et al., 2007). Um estudo demonstrou um
beneficio claro do inicio precoce da TRE para retardar ou prevenir o desenvolvimento de
significativas alteragdes patologicas da MPS VI, indicando que quanto antes for iniciada a
TRE, melhor sera a resposta (McGill et al., 2010).

No Nordeste do Brasil, foi identificado no municipio de Monte Santo (52.360
habitantes, 350 km distante de Salvador, capital do estado da Bahia) um aumento da
incidéncia de varias doengas genéticas, provavelmente devido a endogamia familiar e ao
isolamento. Aproximadamente 80% da populacdo vivem em 4reas rurais. Treze casos de MPS
VI foram identificados até o momento neste municipio, e ¢ provavel que essa frequéncia seja
maior, devido aos pacientes que ainda estdo sem diagndstico ou morreram antes de um

diagnodstico ter sido estabelecido. Nos 13 pacientes com MPS VI (trés falecidos) foi
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encontrada a mutacdo p.H178L em homozigose. Esse resultado, juntamente com analises dos
heredogramas, sugere fortemente que pode ter ocorrido um efeito fundador que resultou na
alta frequéncia da mutacao p.H178L nesta area (Costa-Motta et al., 2011).

A triagem de portadores para distirbios mendelianos tem como objetivo principal a
identificacdo de individuos que sdo saudéaveis, mas t€ém um risco substancial (25%) de terem
filhos afetados. Os principios para essa triagem sdo: alta frequéncia de portadores, pelo menos
em uma populacdo especifica; disponibilidade de um teste barato e confidvel, com taxas
baixas de falsos negativos e falsos positivos; acesso ao aconselhamento genético para casais
identificados como heterozigotos; disponibilidade de diagndstico pré-natal; a aceitagdo e a
participag@o voluntéria da populagdo-alvo selecionada (Nussbaum et al, 2008).

A triagem de portadores para MPS VI em Monte Santo ¢ possivel porque existe
apenas uma muta¢ao (p.H178L) em todos os 13 pacientes MPS VI analisados até o momento
e a mesma pode ser facilmente detectada pela técnica de restricio enzimatica (RFLP-
Restriction Fragment Length Polymorphism) (Costa-Motta et al., 2011). Hoje em dia,
técnicas de biologia molecular podem ser usadas como rotina em muitos laboratdrios e a
aplicacdo da triagem molecular para esta mutacdo em pessoas com historia familiar ¢ de
grande importancia, permitindo o aconselhamento genético e o estabelecimento de politicas
de saude publica nesta regido.

O objetivo deste trabalho foi analisar a presenca da mutacdo p.H178L nos familiares
de 13 pacientes com MPS VI de Monte Santo/Ba para identificar a taxa de heterozigose e

promover um aconselhamento genético para essas familias.
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METODOS
Amostra

Foram coletadas amostras de sangue periférico de todos os parentes dos 11 nticleos
familiares (13 pacientes com MPS VI) de Monte Santo/BA, que concordaram em participar
do estudo. Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
aprovado pelo Comité de Etica das instituigdes envolvidas neste projeto. Com base em
informagdes obtidas pelos familiares, foi possivel criar uma genealogia para o

desenvolvimento de heredogramas.

Analise Molecular

DNA gendmico foi obtido usando a técnica de precipitagdo de sais (Miller, 1988). A
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para amplificar o éxon 3 do gene ARSB.
Amplificacdo por PCR foi realizada com volume final de 25 pL, com 2 mM MgCl,, ImM de
cada ANTP, 10 pmol de cada primer, 2,0 pL de DMSO 100%, tampado 1x, 1 U de Taq DNA
polimerase (Super-Therm e Invitrogen) e 100-200 ng de DNA genomico. A reagdo foi
submetida a 5 min de desnaturagao inicial a 94°C e 30 ciclos de desnaturag¢dao a 94°C durante
40s, anelamento a 47°C por 40s e alongamento a 72°C durante 40s, com uma etapa de
extensdo final a 72°C por 10 min. Os primers utilizados para amplificar o éxon foram
descritos por Petry e colaboradores em 2005. Os produtos da PCR foram analisados em gel de
agarose 1,5% contendo brometo de etidio.

Apo6s amplificagao pela PCR, os produtos foram submetidos a restricdo enzimatica
(RFLP) com a enzima Hsp92Il. O volume final para as reagdes foi de 30mL com 3uL de
tampao 10x, 0,5ul da enzima (5U), e 10-20uL do produto da PCR (dependendo da
intensidade da banda apds amplificagdo). Agua Milli-Q foi usada para completar o volume da
reacdo. As incubagdes foram realizadas durante a noite a 37°C. Os fragmentos foram

visualizados em um gel de agarose 3% contendo brometo de etidio.
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Heredogramas

Com os dados coletados para a construgdo da genealogia dos pacientes com MPS VI
de Monte Santo, foi possivel a construgio de heredogramas utilizando o programa GenoPro®
2011 (versdo 2.5.3.2), incluindo todas as amostras que foram coletadas. Para facilitar a
interpretacdo dos dados e levando em consideragdo a estreita relacdo de alguns casos-indice,
os 11 nucleos familiares (13 pacientes com MPS VI) foram agrupados em nove
heredogramas.

Em todos os heredogramas, os individuos representados por simbolos preto foram
analisados com RFLP e individuos que tém simbolos cinza ndo foram analisados. Individuos
com simbolos completamente preenchidos sdo os pacientes com MPS VI e aqueles que tém

um ponto dentro do simbolo s3o heterozigotos para o alelo p.H178L.
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RESULTADOS

Desde 2006, a equipe envolvida nesta pesquisa fez mais de seis viagens ao municipio
de Monte Santo para constru¢do da genealogia, coleta de amostras, entrega de resultados
individuais (aconselhamento genético) e aulas para a populacdo local. Em cada viagem,
amostras de sangue foram coletadas dos parentes para confirmar a presenga do alelo p.H178L
em heterozigose ou para identificar individuos com um risco substancial de serem portadores,
bem como seus parceiros e filhos quando eles tinham mais que 18 anos.

No total, durante essas viagens foram coletadas 236 amostras de sangue para analise
molecular da mutagdo p.H178L. Encontramos 98 (20,8%) alelos mutantes e 374 (79,2%)
alelos normais, sendo 41,5% da amostra constituida por individuos heterozigotos e 58,5% de
individuos homozigotos para o alelo normal.

Com os dados coletados para a constru¢cdo da genealogia relacionando os pacientes
com MPS VI de Monte Santo, foi possivel registrar 1.455 individuos com base em
informagdes fornecidas pelos membros das familias. Muitos destes individuos foram

incluidos nos heredogramas mesmo quando a anélise molecular ndo tenha sido realizada.

Tabela 1 - Dados sobre os individuos representados em cada um dos nove heredogramas,

separados por nucleos familires.

Nl’lc.lgo Figura ) N° de Pacientes com  N° de ipdividuos com N° de Hetet:ozigotos

Familiar individuos MPS VI analise molecular para a mutacgio p.H178L
1 la 50 2" 22 11
2 1b 62 1 33 13
3 Ic 37 1 20 11
4 1d 55 1 24 10
5 le 36 1 20 9
6 1f 48 1 17 8
7 2a 125 2 52 15
8e9 2b 67 2" 21 11
10el1 2¢ 64 2 33 11

.~ .
1rmaos,; i parentes proximos
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Nucleo Familiar 1 (Figura 1a)

Foi relatado por parentes a presenca de outro individuo com MPS VI (n°488 - Figura
la), mas este primo j& era falecido no inicio do estudo, por isso ndo foi possivel realizar
exame molecular e nenhum material foi coletado de pais, pois eles vivem em Sdo Paulo,
estado do sudeste do Brasil, longe de Monte Santo. Este casal tem outros dois filhos (n°489 e
490 - Figura la), que também vivem em S3o Paulo e se a heterozigosidade parental for
confirmada, eles tém 50% de chance de serem portadores do alelo p.H178L.

Alguns individuos desta familia ndo poderam ser analisados (n°237, 351, 353, 494 ¢
1388 - Figura la), porque tinham menos de 18 anos no momento da coleta da amostra, e
alguns destes tém 25% de chance de serem heterozigotos para o alelo p.H178L.

Alguns individuos que ndo foram analisados, mas podem ter um papel importante na
manuten¢do do alelo mutante nesta regido nao foram adicionados ao heredograma devido a
falta de espago. Alguns exemplos: a presenca de mais 12 irmdos do individuo n°422 e 8

irmaos do individuo n°239, ambos na Figura 1a, que sao heterozigotos para o alelo p.H178L.

Nucleo Familiar 2 (Figura 1b)

O individuo n°240 aparece no heredograma do nucleo familiar 1 como avé dos irmaos
com MPS VI (n°320 e 321 - Figura la) e no heredograma do ntcleo familiar 2 como tia
paterna do paciente com MPS VI (n°372 - Figura 1b).

Foi relatado por parentes a presenca de mais 6 individuos com MPS VI (n°344, 345,
365, 367, 905 e 906 - Figura 1b) que ja estavam falecidos no inicio do estudo, portanto, a
analise molecular nao foi nestes individuos. Coletamos material de dois casais (n°335, 366,
407 e 898 - Figura 1b), pais desses individuos relatados como tendo MPS VI e a
heterozigosidade foi confirmada.

Alguns individuos desta familia, que tém 50% de chance de serem heterozigotos para

o alelo p.H178L, ndo puderam ser analisados (n°368, 899, 902 e 903 - Figura 1b), pois vivem
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em Sdo Paulo. No heredograma da figura 1b n6s ndo adicionamos alguns individuos que nao
foram analisados, como por exemplo, a presenga de mais 7 irmdos do individuo n°375

(possiveis heterozigotos) e 3 irmaos do individuo n°898 (heterozigoto para o alelo p.HI178L).

Nucleo Familiar 3 (Figura 1c¢)

O individuo n°408 aparece no heredograma do nticleo familiar 2 como tia materna do
paciente com MPS VI (n°372 - Figura 1b) e no heredograma do nucleo familiar 3 como avo
do paciente com MPS VI (n°1171 - Figura 1¢). O individuo n°362 da figuralc ¢ irma do
individuo n°311 da familia 1b, e eles tém dois irmdos que ndo foram incluidos no
heredograma, com risco substancial (25%) de serem heterozigotos. Alguns individuos desta
familia ndo puderam ser analisados porque vivem em Sao Paulo (n°1188, 1248 e 1252 -

Figura Ic).

Nucleo Familiar 4 (Figura 1d)

O individuo n°1181 aparece no heredograma do nucleo familiar 4 como avé do
paciente com MPS VI (n°1222 - Figura 1d) e no heredograma do ntcleo familiar 3 como avo
do paciente com MPS VI (n°1171 - Figura 1c¢). O individuo n°1374 aparece no heredograma
do ntcleo familiar 4 e no heredograma do nucleo familiar 1 como prima do paciente com
MPS VI (n°320 - Figura 1a).

Foi relatado por parentes a presenca de mais quatro individuos com MPS VI (n°1205,
1206, 1389 e 1390 - Figura 1d), mas estes ja haviam falecido no inicio do estudo, portanto, a
analise molecular ndo foi realizada. Foram coletados materiais de 3 pais desses individuos
(n°416,421 e 1181 - Figura 1d) e a heterozigosidade foi confirmada.

O individuo n°1260 nesta familia ndo pdde ser analisado porque vive em Feira de
Santana, outra cidade longe de Monte Santo. Ela tem 25% de chance de ser heterozigota para

o alelo p.H178L. Dos onze filhos do individuo n°1215 (heterozigoto para o alelo p.HI178L),
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dez ndo estavam presentes no momento da coleta da amostra, um deles (n°1.210, normal para
o alelo p.H178L) ¢ o avd materno do paciente com MPS VI n°1222 e outro filho tem uma

filha heterozigota.

Nucleo Familiar 5 (Figura 1e)

Um individuo nesta familia ndo pode ser analisado (n°541 - Figura le), porque tinha
menos de 18 anos no momento da coleta, ele tem 50% de chance de ser heterozigoto para o
alelo p.H178L. Alguns individuos que ndo foram adicionadas a este heredograma devido a
falta de espaco ou porque ndo foram analisados, mas podem ter um papel importante na
manuten¢do do alelo mutante, sdo os 9 irmdos do individuo n°550 na Figura le, que ¢

heterozigoto para o alelo p.HI178L.

Nucleo Familiar 6 (Figura 1f)

Esta familia tem muitos individuos com 25% de chance de serem heterozigotos e que
ndo puderam ser analisados porque eles vivem em outro lugar (n°959 — Figura 1f) ou porque
ndo estavam presentes no momento da coleta de material (n°932, 933, 934, 937, 961, 962,
963, 964, 1067, 1068, 1069, 1072, 1073 e 1075 — Figura 1f). Da mesma forma, ndo foi
possivel coletar material dos filhos do casal n°1066 e 1076, que tém 50% de chance de serem
heterozigoto para o alelo mutante. A avd (n°957) do paciente com MPS VI (n°926) tem mais

7 irmaos que podem ser heterozigotos para o alelo p.H178L.
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Figura 1 — Heredograma dos nucleos familiares. a: Nucleo familiar 1; b: Nucleo familiar 2; ¢

Nucleo familiar 3; d: Nucleo familiar 4; e: Nucleo familiar 5; f: Nucleo familiar 6
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Nucleo Familiar 7 (Figura 2a)

Foi relatado por parentes a presenga de mais nove individuos com MPS VI (n°216,
796, 797, 798, 799, 891, 892, 896 ¢ 897 - Figura 2a), que ja haviam falecido no inicio do
estudo, portanto, nenhuma anélise molecular foi possivel. Nos coletamos material de um casal
(n°794 e 841 - Figura 2a), pais de cinco individuos referidos como tendo MPS VI ¢ a
heterozigosidade foi confirmada, sugerindo que eles poderiam dar a luz a pacientes com MPS
V1. Individuos n°796, 797 e 798 morreram com 24, 12 e 18 anos, respectivamente. Sobre o
casal n°800 e 887, ndo obtivemos dados suficientes. Parentes relataram que eles tiveram onze

filhos, um com MPS VI (n°799 - Figura 2a).

Nucleo Familiar 8 (Figura 2b)

Muitos dos parentes deste nlicleo familiar ndo puderam ser analisados porque vivem
em Sao Paulo (n°12, 14, 22, 24, 39, 51, 52, 68 e 98 - Figura 2b). O irmdo, um primo € um tio
paterno (n°04, 1302 e 41 - Figura 8) do paciente com MPS VI n°01, que tém 25% de chance
de serem heterozigotos, ndo puderam ser analisados, porque no momento da coleta da amostra
tinham menos de 18 anos.

Alguns individuos que ndo foram analisados sdo 6 irmaos do individuo de n°29 e 8
irmaos do individuo n°08, ambos na figura 2b, que sdo heterozigotos para o alelo p.H178L.
Assim, estes 14 individuos que ndo estdo representados no heredograma tém 25% de chance

de serem heterozigoto.

Nucleo Familiar 9 (Figura 2c¢)
Ancestrais do individuo n°132 para identificar os irmaos que podem ser heterozigotos
ndo foram informados. Dos oito filhos vivos do casal n°244 e 252, apenas um tinha idade

superior a 18 anos e ndo estava disponivel no momento da coleta da amostra. Os filhos do
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casal n°221 e 236 tinham menos de 18 anos (n°234 e 235 - Figura 2c), por isso ndo foi

possivel coletar amostra para andlise molecular.
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DISCUSSAO

De acordo com estudos internacionais, a incidéncia de MPS VI varia de 1 em 43.261
nascimentos na Turquia a 1 em 1.505.160 nascimentos na Suécia (Valayannopoulos et al.,
2010). Uma incidéncia de MPS VI no Brasil ainda ndo foi publicada, mas dados da Rede
MPS Brasil mostram que ndo ¢ tdo raro como em outros paises (comunicacao pessoal). Monte
Santo apresenta nimero de casos de MPS VI muito maior do que a estimada pela literatura,
mais de 1 em cada 5.000 nascidos vivos.

Neste estudo foi realizada anéalise molecular em familiares de 13 pacientes com MPS
VI, de Monte Santo, um municipio no estado da Bahia, nordeste do Brasil. A mutacao
detectada em todos os pacientes foi p.HI78L em homozigose (Costa-Motta et al., 2011), por
isso foi possivel a andlise direta por RFLP em 234 parentes. Deste total, 98(42%) foram
heterozigotos para o alelo mutante.

Em cada viagem feita ao municcipio de Monte Santo para entrega dos laudos com os
resultados moleculares, novos individuos com probabilidade de 25% de serem heterozigotos
foram adicionados a genealogia e, quando possivel, foi coletado material para andlise
molecular. Analises dos heredogramas indicam a presenga de muitos individuos com
probabilidade de 50% e 25% de chance de serem heterozigotos. Varios desses ndo puderam
ser analisados, porque tinham menos de 18 anos. Os pais desses individuos foram informados
de que, quando completarem 18 anos que poderiam solicitar a andlise molecular para o nosso
grupo de pesquisa. Isto também se aplica a qualquer individuo ou casal das familias que
tiverem chance de serem portadores.

No inicio do estudo, os pacientes tinham que viajar semanalmente para Salvador,
capital da Bahia, 350 km longe do municipio de Monte Santo, para receber as infusdes de
TRE. Em abril de 2011, um centro de TRE foi inaugurado no hospital municipal de Monte
Santo, onde os médicos locais e enfermeiras foram treinados e sdo frequentemente

acompanhados pelo médico geneticista responsavel. A implementacdo deste centro de
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tratamento para os pacientes com MPS VI na regido reforca a importancia da triagem entre os
membros das familias para detectar possiveis casais heterozigotos com chance de terem filhos
afetados com MPS VI, que poderiam se beneficiar com o inicio do tratamento o mais cedo
possivel.

Outras analises envolvendo a populacdo geral de Monte Santo, como uma triagem
neonatal, devem ser realizadas devido a alta taxa de heterozigotos (42%) encontrada entre os
parentes desses 11 nticleos familiares.

O fato de Monte Santo ser uma regido pequena ¢ isolada com taxas elevadas de
endogamia justifica a ocorréncia de varias doengas genéticas com frequéncia alta, como ¢ o
caso da MPS VI. Assim, concluimos que, devido a alta prevaléncia de MPS VI em Monte
Santo, com grande impacto sobre essa populacdo, a regido precisa de mais estudos entre os
membros das familias com MPS VI e a populacio em geral para promover um

aconselhamento genético e tratamento precoce.
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RESUMO

Mucopolissacaridose tipo VI ¢ uma doenca lisossomica causada pela deficiéncia de
arilsulfatase B. A incidéncia de MPS VI é muito baixa, geralmente menos de 1 caso para cada
1.000.000 recém-nascidos. Até o presente momento, 133 mutagdes e 10 polimorfismos foram
identificados no gene da arilsulfatase B. Entretanto, a maioria dos alelos mutantes ou esta
presente somente em um individuo ou em poucos pacientes, o0 que demonstra a grande
heterogeneidade alélica da MPS VI. A Rede MPS Brasil ¢ uma parceria de centros brasileiros
que atendem pacientes com Mucopolissacaridoses, disponibilizando os testes laboratoriais
necessarios e apoiando o desenvolvimento clinico e laboratorial dos centros participantes.
Neste estudo, analisamos as mutacdes no gene ARSB nos pacientes com MPS VI da Rede
MPS Brasil. Existem 109 pacientes, ndo relacionados, cadastrados na Rede MPS Brasil que
possuem material para analise molecular; destes, 68 (62%) pacientes tiveram duas mutagdes
detectadas apos a triagem ou por sequenciamento, 15 (14%) pacientes tiveram apenas uma
muta¢do detectada apos triagem ou sequenciamento e 26 (24%) pacientes continuam sem a
identificacdo de ambas as mutagdes. Foram encontradas 22 diferentes mutagdes, sendo quatro
mutacgdes novas e 18 ja descritas anteriormente. Os resultados deste estudo apontam para a
necessidade de avaliar a metodologia empregada na andlise molecular dos pacientes com
MPS VI visto que cada regido/pais possui um perfil mutacional caracteristico. O nimero
expressivo de pacientes com MPS VI reforca a importancia de estudos no Brasil envolvendo

esta doenca.

Palavras-chave: Mucopolissacaridose tipo VI, Sindrome Maroteaux-Lamy, Arilsulfatase B.
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INTRODUCAO

Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI; Sindrome de Maroteaux-Lamy; OMIN
253200) ¢ uma doenca lisossdmica causada pela deficiéncia da enzima arilsulfatase B (ARSB,
N-acetilgalactosamina-4-sulfatase), que ¢ necessaria para a degradagdo do dermatan e
condroitin sulfatos (Neufeld & Muenzer, 2001).

Os sintomas clinicos da MPS VI variam muito com a idade de inicio e a taxa de
progressdo da doenga. Embora sistemas de classificacdo descritiva, em sua maioria, mostrem
pacientes progredindo rapidamente (com sintomas graves) ou lentamente (com sintomas leves
ou atenuados), um estagio intermediario também tem sido descrito (Swiedler et al., 2005;
Karageorgos et al., 2007; Pilz et al., 1979; Tonnesen et al., 1991; Wicker et al., 1991;
Isbrandt et al., 1994; Paterson et al., 1982).

Calcula-se que pode haver em torno de 1.100 individuos afetados com MPS VI em
todo o mundo, dos quais s6 10% tem sido estudados do ponto de vista bioquimico e genético
(Swiedler et al., 2005; Karageorgos et al., 2007). A incidéncia, estimada a nivel mundial para
a MPS VI, varia de 1:238.095 a 1:1.300.000 nascidos vivos entre as diferentes populagdes
(Lowry et al., 1990, na colimbia britanica; Nelson et al., 1997, na Irlanda do Norte; Meikle et
al., 1999, na Austrélia; Poorthuis et al., 1999, na Holanda; Pinto et al., 2004, em Portugal;
Baehner et al., 2005, na Alemanha). No Brasil e em Portugal, entre as DL em geral, a MPS VI
parece ser relativamente frequente com o dobro de prevaléncia da Austrdlia e Holanda
(Coelho et al., 1997; Pinto et al., 2004).

A MPS VI foi considerada uma das mucopolissacaridoses mais raras (Poorthuis et al.,
1999; Meikle et al., 1999). Na Australia, relatou-se uma incidéncia para MPS VI de
0,4:100.000 nascimentos (Meikle et al., 1999). Na Irlanda do Norte, com dados de 25 anos
(mais de 800.000 nascimentos), ndo foram encontrados casos diagnosticados de MPS VI,
assim como no Canadd, com dados de 24 anos (mais de 1.000.000 de nascimentos) (Nelson,

1997; Applegarth et al., 2000).
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Embora nio exista nenhuma associagdo da MPS VI com algum grupo étnico, locais
com efeito fundador tém sido sugerido para o Norte de Portugal e regides do Brasil (Giugliani
et al., 2007; Costa-Motta et al., 2011).

O isolamento e caracterizagdo do cDNA da ARSB humana (Peters et al., 1990;
Schuchman et al., 1990) e a elucidagdo da estrutura do gene ARSB humano (Modaressi et al.,
1993) tornaram possivel a identificagdo dos defeitos moleculares nos alelos do gene ARSB
mutante. O gene da ARSB humana tem 209 kb (genome.ucsc.edu), ¢ composto por oito
éxons, que variam de 71 a 312 bp. O polipeptideo nascente possui 533 aminoacidos
(Kobayashi et al., 1992).

Até o momento, ja foram descritas 133 mutagdes patogénicas no gene ARSB e a
maioria delas sdo privadas (HGMD). As mutagdes foram encontradas em éxons ou proximas
aos ¢xons. Atualmente, existem 13 polimorfismos descritos no gene ARSB [HGMD; Petry et
al., 2005; Garrido et al., 2007, 2008; Saito et al., 2008; Litjens & Hopwood, 2001; Villani et
al., 1998; Isbrandt et al., 1994, 1996; Simonaro et al., 1995; Karageorgos et al., 2007).

O elevado numero de alelos privados dificulta a andlise rotineira de mutagdes na
populacao geral, contudo, tem sido descritos alguns alelos frequentes em determinadas
populacdes como: p.R152W na Russia, 25% dos 20 alelos mutados (Voskoboeva et al.,
2000); p.Y210C no mundo, 18% em 105 pacientes (Karageorgos et al., 2007); p.H393P na
Australia e Inglaterra com 8% dos alelos mutantes em 25 pacientes (Litjens et al., 1996);
c.1533del23 no Brasil, ocorrendo em 23% dos 52 alelos estudados, essa mutagdo também
ocorre em pacientes portugueses, embora a frequéncia seja desconhecida (Petry et al., 2003,
2005).

Correlagdes entre o gendtipo e fendtipo sdo dificeis de serem realizadas, pois, a
maioria dos alelos mutantes esta presente em apenas um paciente ou em poucos €, a maioria
dos pacientes caracterizados sdo heterozigotos compostos. Nos pacientes em que ambos 0s

alelos sdo nulos, como as mutagdes sem sentido ou pequenas delegdes e inser¢des, € previsto
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que nao haja uma proteina ARSB funcional e, portanto o paciente tenha um fenotipo grave.
Mutagdes de sentido trocado sdo previstas para terem um efeito varidvel sobre a gravidade
clinica do paciente, pois as substituicdes dos aminodcidos podem ter diferentes efeitos sobre a
estrutura e/ou atividade da proteina de acordo com sua localizacdo. Pacientes que sdo
heterozigotos compostos para mutagdes de sentido trocado e mutagdes nulas sdo geralmente
mais gravemente afetados do que os pacientes homozigotos para mutagdes de sentido trocado
(Litjens e Hopwood, 2001).

A Rede MPS Brasil ¢ uma parceria de centros brasileiros que atendem pacientes com
Mucopolissacaridoses. O Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SGM/HCPA) coordena o projeto, disponibilizando os testes laboratoriais necessarios e
apoiando o desenvolvimento clinico e laboratorial dos centros participantes. Com isso, espera-
se que esta iniciativa leve a identificacdo da maioria dos pacientes com MPS no Brasil,
conduzindo a estruturacdo de uma rede organizada para diagnostico, manejo, prevencao e
investigacdo das MPS, aumentando a qualidade e a expectativa de vida dos pacientes.

Neste estudo, analisamos as mutagdes no gene ARSB nos pacientes com MPS VI da
Rede MPS Brasil. Dentre os trabalhos realizados com MPS VI, esse € o que contem o maior

numero de pacientes com MPS VI de um tnico pais.
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METODOS
Amostra

Pacientes com MPS VI do Brasil ou América Latina cadastrados na Rede MPS Brasil,
com material disponivel para anélise molecular. Ate novembro de 2011, foram cadastrados
109 pacientes, nao relacionados. Foi encaminhado sangue em EDTA de 108 destes pacientes
e para 1 paciente o material foi enviado em cartdo FTA®. Também foram encaminhados para
andlise material de alguns pais e irmdos. O diagnostico de MPS VI foi confirmado
bioquimicamente pela demonstragdo de excre¢do anormal de dermatan sulfato na urina e
atividade deficiente da ARSB em leucocitos e/ou fibroblastos. Todos assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido da Rede MPS Brasil.

Analise molecular
* Triagem das muta¢ées comuns

DNA gendmico foi obtido de sangue periférico, coletado em EDTA, utilizando a
técnica de precipitagdo de sais (Miller et al., 1988). A reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi usada para amplificar os éxons 1 a 8§ do gene ARSB. A amplificagdo por PCR foi realizada
com volume final de 25 pL. com 2 mM MgCl2, 1 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada primer,
1x PCR buffer, 1 U de Taq DNA polimerase (Super-Therm ou Invitrogen) e 100-200 ng de
DNA genomico. Para a amplificagdo dos exons 1 a 7, foi adicionado 1,25-2,0 de DMSO
100% e para o éxon 1, foi adicionado 2 puL de solucdo 5x Q (Qiagen). As reagdes foram
submetidas a 5 min de desnaturagdo inicial a 94°C, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 15-
40s, anelamento a 45-55°C por 30-60s e alongamento a 72°C por 40-60s, com uma etapa de
extensao final a 72°C por 10 min; o éxon 1 utilizou alongamento e extensao final a 68°C. Os
primers utilizados para amplificar os éxons 1 e 7 foram descritos por Isbrandt e colaboradores

(1994), e os primers utilizados para amplificar os éxons 2-6 e 8 foram descritos por Petry e
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colaboradores (2005). Os produtos de PCR dos ¢xons 1-7 foram analisados em gel de agarose
1,5% contendo brometo de etidio e o éxon 8 em gel de agarose 3%.

A andlise nos pacientes novos ¢ realizada a partir de uma triagem de mutacdes
recorrentes, de acordo com dados da literatura internacional, e de mutagdes frequentes entre
os pacientes brasileiros. As cinco mutacgdes incluidas na triagem sdo: p.L72R, p.H178L,
p-R315Q, IVS5-1g>c e c.1533del23. As quatro primeiras sdo analisadas por Restriction
fragment length polymorphism (RFLP) e a dele¢do ¢ analisada diretamente pelo gel de
agarose 3%. As reagdes enzimaticas tinham um volume final de 30 pl com 3 pl de buffer 10x,
0,5 pl da enzima (5U) e 10-20 pl do produto da PCR (dependendo da intensidade da banda
ap6s a amplificagdo). Agua Milli-Q foi usada para completar o volume da reagdo. As
incubagoes foram realizadas de acordo com protocolo da enzima: Bstnl para p.L72R, Hsp9211
para p.H178L, Tagl para p.R315Q e Bsrl para IVS5-1g>c. Os fragmentos foram visualizados

em gel de agarose 3% contendo brometo de etidio.

* Sequenciamento

Os pacientes que permaneceram sem a identificacdo de um ou ambos alelos, apos a
triagem, foram encaminhados para sequenciamento. Para tal, os protudos da PCR foram
purificados com EXOSAP® e sequenciados com o kit Big Dye Terminator versdo 3.1 usando

um sequenciador ABI310 automatizado (Applied Biosystems).

* Analise dos polimorfismos

Os 13 polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) descritos no gene ARSB sdo:
p-L82L (c.246g>a), p.1114I (c.342c>t), p.L124L (c.370c>t), IVS3-22t>c, p.G324G (972a>g),
p.-T356T (1068a>t), p.V358M (1072g>a), p.V376M (1126g>a), IVS5-27a>c, p.S384N
(1151g>a), p.P397P (1191a>g), p.P454P (c.1362g>a) e p.Y505Y (c.1515¢c>t). Single Strand
Polimorfismo Conformacional (SSCP) foi o método escolhido para a analise do polimorfismo
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IVS3-22t>c, os demais SNPs foram analisados no momento do sequenciamento do respectivo

éxon.
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RESULTADOS

Entre os 109 pacientes, ndo relacionados, cadastrados na Rede MPS Brasil que
possuem material para analise molecular, 68 (62%) pacientes tiveram duas mutacdes
detectadas apds a triagem ou por sequenciamento, 15 (14%) pacientes tiveram apenas uma
muta¢do detectada apos triagem ou sequenciamento e 26 (24%) pacientes continuam sem a
identificacdo de ambas as mutacdes.

Entre os pacientes com as duas mutacdes detectadas, 46 (68%) pacientes sdo
homozigotos, sendo que 40 destes pacientes sdo homozigotos para uma das mutacdes da
triagem. Restando 22 (32%) pacientes heterozigotos compostos.

Foram encontradas 22 diferentes mutacdes entre os 109 pacientes, sendo quatro
mutagdes novas e 18 ja descritas anteriormente (Figura 1, Tabela 1). Com relagdo ao tipo de
mutagdo, as mutagdes encontradas entre os pacientes do Brasil se enquadram em delegdes,
mutagdes sem sentido, mutagdes de sentido trocado e mutagdes em sitios de splicing.

Para as mutacdes novas de sentido trocado, foram realizadas analises in silico com o
software PolyPhen-2®; as mutacdes p.Y86N e p.H349L atingiram score maximo sendo
preditas como provavelmente danosas, e a mutacdo p.Q104P atingiu score de 0,312 sendo
predita como benigna.

Dentre os 13 polimorfismos descritos no gene ARSB até o momento, foram
encontrados 7 nos pacientes e familiares analisados (Figura 1).

No mapa da figura 2, foram distribuidos pelo territorio brasileiro 104 pacientes de
acordo com o local de registro do atendimento. Quatro pacientes ndo eram do Brasil, sendo
um da Argentina, dois do Chile ¢ um do Paraguai. Um paciente ndo possui cadastrado na
Rede MPS Brasil o local de registro.

O mapa da figura 3 apresenta a distribui¢do pelo territério brasileiro das mutacdes
mais frequentes entre os pacientes com MPS VI da Rede MPS Brasil. Foram incluidas seis,

totalizando 58,8% das mutacdes encontradas entre os pacientes.
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Delecoes
Sem sentido

Sitios de splicing

Sentido trocado

Polimorfismos

c.107-129del23 c427delG c.1279delA e 1533del23
p.R197X
IVS5-8t>g
IVS5-1g=c
P, g, g, g,
| I H Il H IV H V vi H il VI
_ A A A A A  _
p.D54N p-Ql04P p GIl44R pHI78L p-R315Q
p.D39N p.-W146C p-H349L
p.L72R
p.YS6N
p.Q88H
p.P93S
pL98Q
IVS3-22t=c p.G324G p.S384N
p.-V338M p.P397P
p.V3iT6H
IVS5-2T7a=c

Figura 1 - Localizagao das mutagdes e polimorfismos encontrados nos pacientes com MPS VI

da Rede MPS Brasil.

Tabela 1 — Caracteristicas das mutacdes encontradas nos pacientes com MPS VI da Rede

MPS Brasil com os respectivos nimero de alelos e frequéncia.

Exon Mutacao Tipo N° de Frequéncia Referéncia
alelos alélica (%) #
I ¢.107-129del23* Delecdo 1 0,46 Este estudo
I p.D54N (c.160G>A) Sentido trocado 3 1,39 Karageorgos et al., 2007
I p-D59N (c.175G>A) Sentido trocado 1 0,46 Petry ez al., 2005
I p-L72R (c.215T>QG) Sentido trocado 26 12,04 Petry ez al., 2005
I p-Y86N (c.256T>A)* Sentido trocado 1 0,46 Este estudo
I p-Q88H (c.264G>C) Sentido trocado 1 0,46 Petry et al., 2005
I p-P93S (c.277C>T) Sentido trocado 1 0,46 Petry et al., 2005
I p-L98Q (¢.293T>A) Sentido trocado 2 0,93 Karageorgos et al., 2007
I p.-Q104P (c.311A>C)* Sentido trocado 1 0,46 Este estudo
II c.427delG Dele¢ao 5 2,31 Karageorgos et al., 2007
II p.G144R (c.430G>A) Sentido trocado 1 0,46 Isbrandt et al., 1994
11 p-W146R (c.436T>C) Sentido trocado 1 0,46 Simonaro e Schuchman, 1995
II p-W146X (c.438G>A) Sem sentido 1 0,46 Voskoboeva et al., 2000
II p-R160X (c.478C>T) Sem sentido 1 0,46 Voskoboeva et al., 1994
o1 p.H178L (¢.533A>T) Sentido trocado 23 10,65 Karageorgos et al., 2007
11T p-R197X (¢.592(589)C>T) Sem sentido 2 0,93 Karageorgos et al., 2007
A% p.R315Q (c.944G>A) Sentido trocado 17 7,87 Villani ez al., 1999
Vv p.-H349L (c.1046A>T)* Sentido trocado 1 0,46 Este estudo
IVS5-1G>C Sitios de Splicing 33 15,28 Karageorgos et al., 2007
IVS5-8T>G Sitios de Splicing 12 5,56 Karageorgos et al., 2007
VII  ¢.1279delA Delegao 1 0,46 Petry et al., 2005
VII  c.1533del23 Delegio 16 7,41 Petry et al., 2003

* mutagdes novas; # para o calculo da frequéncia alélica foram considerados 218 alelos, que

correspondem aos 109 pacientes.
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Figura 2 — Distribuicdo de 104 pacientes com MPS VI da Rede MPS Brasil pelo territério

brasileiro. Quatro pacientes nao sdo do Brasil e 1 paciente ndo possui registro da localizagao

geografica.

o IW35-1G=C
o p L72R

op HI17EL

mp E2100

¢ 1533del23
* [V35-8T=G

Figura 3 — Distribuicdo, em niimero de alelos, das seis mutagdes mais frequentes entre os

pacientes com MPS VI da Rede MPS Brasil pelo territorio brasileiro.

147



Uma caracteristica importante entre os pacientes da Rede MPS Brasil ¢ a grande

quantidade de genétipos encontrados, como apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — Gendtipos dos 68 pacientes com MPS VI da Rede MSP Brasil que possuem as

duas mutagdes identificadas.

Gendtipo N? de 223:1’?;? Gendtipo N? de 221(}::;;?

pacientes (%) pacientes (%)
IVS5-1G>C /IVS5-1G>C 11 16,2 IVS5-8T>G / ¢.427delG 1 1,5
p-H178L / p.H178L 10 14,5 IVS5-1G>C / p.P93S 1 1,5
p.L72R /p.L72R 9 13,2 IVS5-1G>C /p.R315Q 1 1,5
p-R315Q /p.R315Q 5 7,3 IVS5-1G>C / 1533del23 1 1,5
c.1533del23 / c.1533del23 5 7,3 1533del23 / p.R315Q 1 1,5
IVS5-8T>G / IVS5-8T>G 3 43 1533del23 / p.L72R 1 1,5
p.L98Q / p.L98Q 1 1,5 c.427delG / p.G144R 1 1,5
p.R197X / p.R197X 1 1,5 c.427delG/ p.L72R 1 1,5
c.427delG / c.427delG 1 L5 p.L72R / p.DSON 1 1,5
p.L72R / p.D54N 2 2,9 c.107-129del23 / p. H178L 1 1,5
IVS5-1G>A / p.L72R 2 2.9 c.1279delA / p.R315Q 1 1,5
c.1533del23 / IVS5-8T>G 2 2,9 p-R315Q / p.R160X 1 1,5
IVS5-8T>G / p.R315Q 1 1,5 p-R315Q / p.D54N 1 1,5
IVS5-8T>G / IVS5-1G>C 1 1,5 p.Q104P / p.W146X 1 1,5
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DISCUSSAO

A andlise molecular, realizada até o momento, permitiu a identificacdo de 151 dos 218
(69,2%) alelos mutantes nos pacientes com MPS VI do Brasil. Um total de 22 diferentes
mutacdes foram identificadas entre os 109 pacientes, sendo 13 mutagdes de sentido trocado, 4
delecdes, 3 mutacdes sem sentido e 2 mutagdes em sitios de splicing.

Foram encontradas, entre os pacientes da Rede MPS Brasil, quatro mutagdes nao
descritas previamente na literatura. Trés mutacdes de sentido trocado e uma delecdao. Para
confirmar a patogenicidade, devem ser realizadas outras andlises, como por exemplo, o estudo
de 100 alelos de individuos normais, para descartar a possibilidade dessas alteragdes serem
polimorfismos.

A mutacdo p.Y86N foi encontrada em heterozigose em um paciente cuja segunda
alteracdo ainda nao foi encontrada, porém ja foi descrito na literatura uma dele¢gdo no mesmo
codon em paciente com MPS VI pertencente a um estudo clinico da terapia de reposi¢ao
enzimatica (Karageorgos et al., 2004). A delecao nova (c.107-129del23) encontrada em
apenas uma paciente estd em heterozigose composta com a mutagao p.H178L, que quando em
homozigose apresenta fenotipo grave.

A mutacdo p.Q104P foi encontrada em um paciente heterozigoto composto com a
mutacdo p.W146X, descrita por Voskoboeva e colaboradores em 2000, na Russia. A presenga
dessa mutacao sem sentido em heterozigose com a mutagao p.Q104P, predita como benigna,
pode ser responsavel pelo fenotipo clinico deste paciente, que ¢ muito leve.

Os pacientes com MPS VI da Rede MPS Brasil estdao espalhados por todo territorio,
com a grande maioria nas regides Nordeste e Sudeste. Ja foram descritas algumas areas com
grupos de pacientes derivados de um efeito fundador como, por exemplo, os pacientes do
municipio de Monte Santo, interior da Bahia, que possuem a mutacdo p.HI78L em
homozigose (Costa-Motta et al., 2011). Outro grupo de pacientes que provavelmente tiveram

um efeito fundador ¢ de Pernambuco, onde a frequencia da mutagao IVS5-1G>C ¢ muito alta.
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Entre os 109 pacientes, existem 11 homozigotos (7 de Pernambuco e 3 de estados vizinhos —
Alagoas, Maranhdo e Paraiba).

Com o aumento do nimero de pacientes e a triagem para as mutagdes mais frequentes,
a mutacdo c.1533del23, descrita pelo nosso grupo, sofreu uma brusca diminui¢do passando de
23% para 7,4% (Petry et al., 2003). Essa mutagdo ¢ mais comum na regido sudeste onde
foram encontrados 81% dos alelos com essa alteracdo, os alelos restantes encontram-se no
estado de Pernambuco, regido nordeste.

Uma correlagdo entre o gendtipo e o fendtipo ¢ dificil de ser realizada para a maioria
dos pacientes com MPS VI devido a um grande nimero de mutagdes, que muitas vezes sao
privadas ou novas. Em geral, as muta¢des que resultam em alteragdes bruscas na sequéncia da
proteina ARSB tais como mutagdes sem sentido e mutagdes que resultam em uma proteina
truncada devido a delegdes ou inser¢des sdo geralmente encontradas em pacientes com a
forma grave da doenca. Por outro lado, mutag¢des de sentido trocado, que compreendem a
maioria das muta¢des em MPS VI, t€m sido encontradas em pacientes com fenotipos grave e
leve (Karageorgos et al., 2007).

Até o momento, j& foram encontrados 28 genoétipos diferentes entre os 109 pacientes
da Rede MPS Brasil (Tabela 2). Destes, apenas 9 sdo homozigotos para o mesmo alelo, sendo
possivel fazer uma correlagdo genotipo fendtipo e entre estes, apenas o alelo p.R315Q, ja foi
relatado como sendo responsavel pelo fendtipo intermedidrio (Villani et al., 1999;
Karageorgos et al., 2004).

Os resultados deste estudo apontam para a necessidade de avaliar a metodologia
empregada na analise molecular dos pacientes com MPS VI visto que cada regido/pais possui
um perfil mutacional caracteristico. A utilizagdo da triagem com as cinco mutagdes mais
frequentes fez com que o diagndstico molecular passasse de 26% para 62% de pacientes com

duas mutagoes identificadas entre os anos de 2007 ¢ 2011.
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O estudo que envolveu maior ntimero de pacientes com MPS VI para analise
molecular foi realizado em 2007, por Karageorgos e colaboradores, quando juntaram 105
pacientes de diferentes paises, representando aproximadamente 10% do numero total de
pacientes com MPS VI do mundo. O estudo envolvendo os pacientes da Rede MPS Brasil
apresenta a analise de 109 pacientes sendo 95% destes brasileiros. O nimero expressivo de

pacientes com MPS VI refor¢a a importancia de estudos no Brasil envolvendo esta doenga.
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14. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos, chegamos as seguintes conclusdes descritas
abaixo:

a) Identificar a(s) mutacio(6es) presente(s) nos pacientes com MPS VI de Monte
Santo/BA:

Através da analise molecular, nos treze pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA,

foi possivel identificar a mutagao p.H178L em homozigose.

b) Identificar os portadores (heterozigotos) nas familias através da analise da
mutaciao identificada nos casos indices:

A andlise molecular dos familiares apresentou uma alta taxa de heterozigotos (42%).
Foram analisados 236 individuos nos 11 nticleos familiares, 98 (20,8%) alelos mutantes e 374
(79,2%) alelos normais. Analises dos heredogramas indicam a presenca de varios individuos

com chance de 25% e até de 50% de serem heterozigotos.

¢) Definir haplétipos utilizando polimorfismos intragénicos de sequencia tnica
(SNPs) nos familiares e pacientes de Monte Santo/BA, para a identificacio de uma
possivel origem comum do alelo mutado nesta populacio:

O haplotipo associado com a mutagdo p.H178L nos pacientes de Monte Santo/BA foi
determinado com base na mudanca de nucleotideo causada por cada um dos 10 SNPs
analisados como sendo G:C:T:A:A:G:A:C:G:A. A presenca da mutacao p.H178L nos treze
pacientes com MPS VI de Monte Santo, Bahia, em conjunto com as andlises dos
polimorfismos e dos heredogramas, demonstra que houve um efeito fundador nessa regiao. O
alelo mutado se mantem frequente devido ao isolamento da regido e dos casamentos

consanguineos.
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d) Permitir aconselhamento genético eficiente e consequentemente orientacdes a
cerca da doenca aos familiares com individuos afetados:

Para os casais com risco substancial (25%) de terem filhos com MPS VI bem como os
demais heterozigotos, no momento da entrega do laudo molecular, foi disponibilizado um
aconselhamento e orientagdes para procurar a equipe do Projeto sempre que necessario.
Através do Projeto Genética no Sertdo foi implantado no municipio de Monte Santo um
Centro de tratamento para os pacientes com MPS VI, aumentando assim a qualidade de vida

desses pacientes e de suas familias.

Perspectivas futuras:

Andlises adicionais devem ser realizadas para identificar a causa da variabilidade
clinica entre esses pacientes, visto que eles possuem a mesma mutacdo em homozigose € o
mesmo haploétipo de polimorfismos intragénicos e uma ampla variedade dos sintomas clinicos
da MPS VI. Um artigo demonstrando a variabilidade clinica entre os pacientes esta em fase de
elaboragao.

Os nossos resultados mostram a necessidade de continuar com as andlises nos
familiares dos pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA, para o aconselhamento genético
adequado, devido ao alto indice de heterozigotos. O Servigo de Genética Médica continuara
com as analises nos familiares até que a técnica seja implantada em Salvador/BA.

Novos estudos devem ser realizados para implementar a MPS VI na triagem neonatal
desta regido visando detectar precocemente individuos homozigotos para a mutagdo p.H178L,
que se beneficiariam com um tratamento sendo iniciado o mais rapido possivel. Ja estd sendo
realizado um trabalho de andlise bioquimica e molecular entre os recém-nascidos do

municipio de Monte Santo.

156



15. ANEXOS

15.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: Analise de mutagoes no gene ARSB em um grupo de pacientes
com MPS VI de Monte Santo/BA ¢ seus familiares: defini¢ao de uma possivel origem
comum através de estudo de haplotipos utilizando polimorlismos intragénicos.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sandra Leistner-Segal, Servigo de Genética Médica,
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos 2350, Porto Alegre, RS.

PESQUISADOR ASSOCIADO: (informar nome do pesquisador ¢ do centro participante
que estd avaliando o paciente):

Nome do paciente:

Enderegor

Cidade: Estado CEP:

Fone: ( ) o Bmaile

Responsvel: Idade:

RG: Grau de parentesco:

Justificativa ¢ objetivos do estudo:

As mucopolissacaridoses siio doencas genélicas de curso progressivo ¢ muitas vezes de
diagndstico dificil. Com - objetivo de diagnosticar corretamente os pacientes afetados,
permitindo que recebam as medidas de tatamento disponiveis em cada situagdo, foi
montado um projeto para avaliar clinica ¢ laboratorialmente os pacientes com suspeita de
apresentar uma mucopolissacaridose. Os casos identificados serdo referidos a centros
regionais que possam realizar o manegjo adequado ¢ oferecer as medidas de prevengio de
novos casos para a familia. O cstudo pretende identificar as mucopolissacaridoses mas
freqilentes ¢ as regides de maior incidéncia, bem como incentivar a pesquisa sobre essas
doengas no Brasil,

Procedimentos a que seriio submetidos os pacientes
Os pacientes com suspeita de apresentar uma mucopolissacaridose serfio submetidos a uma
avaliagao clinica. Caso a suspeita seja confirmada, seriio coletadas amostras de sangue e de

G Recehids
HCPA [ GPPG
VERSAO APROVADRA 7S UL 2000
20440, 12007 oo Dy

W 07435
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urina para andlises laboratoriais. Em alguns casos serd necesséria a repeticio dos exames ¢
mesmo a coleta de wma biopsia de pele para 0 completo esclarecimento do caso, Alguns
procedimentos adicionais, como exames de imagens, testes de fungdo pulmonar, testes de
mobilidade articular, testes de resisténcia, estudo do sono. entre outros, poderdo ser
indicados, O cstudo de familares pode ser importante para o esclarecimento do caso. Esses
exames lazem parte da rotina de  atendimento  de pacienies com  suspeita  de
mucopolissacaridosc,

Armazenamento de dados ¢ amostras

Nos casos confirmados, os dados clinicos ¢ laboratoriais serfio registrados em um banco de
dados ¢ as amostras ficario aymazenadas em um banco de material, Esscs dados ¢ amostras
ficardio a disposigio de pesquisadores que queiram desenvolver pesquisas sobre o fema,
desde que as pesquisas sejam aprovadas pelo Comité de [tica em Pesquisa. Neste caso, 0s
pacientes serdo chamados novamente para consentir com o uso das amostras armazenadas
antes do estudo comegar.

Beneficios esperados
Com o diagnostico do tipo de mucopolissacaridose, o paciente podera se beneficiar das
medidas de tratamento eventualmente disponiveis. Por ovtro lado, sua familia também
poderd se beneficiar através do aconsclhamento genético, detecgdo de portadores e
diagnostico pré-natal.

Caso temha alguma divida ou queira algum esclarecimento adicional, contactar
no seguinte enderego ¢ telefone:

Concordo em participar do presente estudo:
( ) Sim { ) Nio

Autorizo o armazenamento das amostras para futuros estudos como especificado no
item de armazenamento de dados ¢ amostras:
( ) Sim ( ) Nio

Data: / /

Paciente ou responsavel:

Responsivel pelo estudo:

HCPA | GPPG
VERSAO APROVADA
30 1 A1 28T
W OF42S
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15.2. Modelo do laudo entregue aos pacientes e familiares de Monte Santo com o
resultado do exame molecular
\‘_D((__,/ eI TAL D SERVIGO DE GENETICA MEDICA
HE CLINICAS X

Reg. HCPA N°: -
Ficha SGM N°: -

N? Biologia Molecular:

Nome do Paciente:
Encaminhado por:
Data de entrada do material no laboratoério:

LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR
RESULTADO DA ANALISE MOLECULAR

Procedimentos:

Analise do gene ARSB - MPS VI.

Técnica utilizada:
PCR seguido de digestdo com enzima de restricdo (RFLP) para detecgédo da mutacdo H178L.

Material utilizado:

DNA extraido de sangue periférico.
Resultado:
() Presenc¢a da mutacéo
() dois alelos
() um alelo
() Auséncia da mutagédo
Conclusao:
O resultado obtido indica que Adao Moraes da Silva €:
(_) homozigoto para a mutagdo H178L

() heterozigoto para a mutagdo H178L
(_) homozigoto normal

™=
Sandra Leistner-Segal, PhD

B
CRBio 0467087
Rua Ramiro Barcelos, 2350 fone (51) 3359-8011
90035-903 - Porto Alegre - RS - Brasil fax (51) 3369-8010
www_hcpa.ufrgs.br I-genetica@hcpa.ufrgs.br
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15.3. Aula ministrada em maio de 2010 para os familiares dos pacientes com MPS VI em

Monte Santo/BA por Fabiana Moura Costa Motta
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Caracteristicas
clinica da MSP VI

interior das células. Contém enzimas
no Seu interior que 4o responsdveis
da il oact 1t

Actmule dos GAGs
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Essa variedade fornece as
diferentes caracteristicas
clinicas da doenga
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EXEMPLO DE COMO SAO MOSTRADOS 05 / Duavidas sobre
RESULTADOS NO5 HEREDOGRAMAS

Mucopolissacaridoses?

REDE MPS
REDE MF

REDE 0800-5102030
BRASIL redempsbrasil@ufrgs.br

wﬁuw.redempsbrasil.ufrgs.hr

Adoe
Bleneq ” o B 2350 E redempibiasilDulrgs be
— e . 90035903 Porta Alegre RS Brasil  www.ufrgs br/ redempsbrasil
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15.4. Heredogramas
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Heredograma do artigo 1 mostrando a relagao de parentesco entre os treze pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA, incluindo apenas os antecedentes.
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Heredograma do artigo 2 (Figura 1a).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 1b).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 1c).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 1d).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 1le).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 1f).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 2a).
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Heredograma do artigo 2 (Figura 2b).

I&Ié I

17 1301f 18 102 307 GS297

1302

?

815 7 816 817

1348

168



: - B
127 125

132 133 178 179
ééllllflljﬂlé)--éll I({)I—Oé)-—ﬂlll Og
141 142 143 144 145 148 147 130 150 1585 156 1 208 151 178 13%1a 13%1b 1381c 174 175
III ’/ ééﬁ |£| ééﬁ
28 25 220 23 | 235 222 223 224 225 F28 512 172 173 244 | 251 245 2486 247 248 245 250
I T 1T 1T 1 1
“"
234 235 171 252 253 254 255 258 257 258 255 280 281 262

Heredograma do artigo 2 (Figura 2c).
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Heredograma incluindo 5 (n° 01, 103, 134, 171 e 538) dos 13 pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA
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Heredograma incluindo 5 (n° 320, 321, 372, 1171 e 1222) dos 13 pacientes com MPS VI de Monte Santo/BA
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16. FONTES FINANCIADORAS DO PROJETO

S

C APES

@CNPq

JL
W

HOSPITAL DE

CLINICAS
FIPE

Neizh 12

i\

REDE
MPS

BRASIL

SERVICO DE GENETICA MEDICA
HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

3 GENETICA
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