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RESUMO

Introducdo: A Doenca de Gaucher (DG) é causada pela atividade reduzida da enzima
lisossomal glucocerebrosidase, o que leva ao acimulo de glicocerebrosideo nas células
e a uma estimulacdo crénica do sistema imune. Células natural killer (NK) possuem um
papel importante na resposta imune e sua atividade € alterada na DG. Os receptores KIR
(Killer Immunoglobulin-like Receptors) regulam a atividade das células NK atraves da
interacdo com moléculas de HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe | das células-
alvo. Objetivo: Analisar a variabilidade dos genes KIR em uma coorte de pacientes com
DG do Sul do Brasil, compara-las a um grupo controle e buscar associagdes com
manifestacdes clinicas. Metodologia: Trinta e um pacientes com DG tipo | (24 com
forma leve, 4 com forma moderada e 3 com forma grave) foram analisados e
comparados a 250 controles saudaveis quanto a frequéncia dos genes HLA e KIR.
Resultados/Discussdo: N&o houve diferenga significativa nas frequéncias de variantes
dos genes KIR entre os grupos. O alelo HLA B37 é mais frequente nos pacientes com
DG do que no grupo controle (p=0,011). A idade de inicio dos sintomas mostrou
associacdo com a combinagdo das variantes KIR2DL2 e KIR2DS2 com seu ligante
HLA-C1 (p=0,038). Pacientes que apresentam a variante HLA-C2 parecem apresentar
maior susceptibilidade a desenvolver bandas mono ou policlonais na eletroforese de
proteinas (p=0,007, OR=21,3). Foi encontrada associagdo entre os alelos DR11
(p=0.008) e DR13 (p=0.011) e gravidade da doenca. O alelo DR11 parece estar
associado a comprometimento neurolégico, enquanto o alelo DR13 ao desenvolvimento
de osteonecrose. Conclusdo: Nossos dados sugerem uma possivel associacdo entre
variantes dos genes KIR e HLA e a DG. Devem ser estudadas em outras coortes de

pacientes ja que parecem ser um fator modificador de fenotipo.



ABSTRACT

Background: Gaucher disease (GD) is caused by the reduced activity of a lysosomal
enzyme glucocerebrosidase, which leads to the accumulation of glucocerebroside in the
cells and a chronic stimulation of the immune system. Natural Killer (NK) cells play an
important role in the immune response, and their activity is impaired in GD. Killer
immunoglobulin-like receptors (KIR) regulate the activity of NK cells through an
interaction with specific human leukocyte antigen (HLA) class | molecules on target
cells. Objectives: To analyze the variability of KIR genes in a Southern Brazilian
sample of GD patients, to compare it with controls, and to look for associations with
clinical manifestations. Methodology: Thirty one GD type | patients (24 mild, 4
moderate, and 3 severe) were analyzed and compared to 250 healthy controls regarding
the frequency of HLA and KIR genes. Results/Discussion: There was no significative
difference in the frequencies of KIR gene variants between the groups. The HLA B37
allele is more frequent in patients with GD than in control group (p=0.011). The age of
onset of symptoms was associated with KIR2DL2 and KIR2DS2 combination with the
ligand HLA-C1 (p=0.038). Patients who have the HLA-C2 variant appear to have more
mono/polyclonal bands in protein electrophoresis (p=0.007, OR=21.3). An association
between the DR11 (p=0.008) and DR13 (p=0.011) alleles and disease severity was
found. The DR11 allele appears to be associated with neurological impairment, while
the DR13 allele to the development of osteonecrosis. Conclusion: Our data suggest a
possible association between KIR genes and HLA genes and GD. They should be
studied in other cohorts of GD patients as they seem to be a phenotype modifying

factor.
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INTRODUCAO

A medicina gendmica refere-se a aplicacdo da informacdo genética de larga-
escala e a consideracdo de todo o genoma, proteoma, transcriptoma, metaboloma e/ou
epigenoma na pratica da medicina e na tomada de decisdo médica. Os seus potenciais
beneficios incluem a prevencdo, a deteccdo precoce e o tratamento mais efetivo da
doenca, com reducdo geral dos custos gerais de cuidado com a saude. O termo
“translacional” (“medicina translacional”, “genémica translacional”) tem sido bastante

utilizado neste contexto, significando a busca de aproximacao entre a ciéncia basica e a

pratica clinica.

O trabalho ora apresentado vale-se desta interacdo clinico-laboratorial, na
tentativa de gerar informacdes inovadoras sobre a doenca de Gaucher, uma doenca
relevante para 0 SUS devido ao alto valor despendido para aquisi¢cdo de enzimas
recombinantes e tratamento de comorbidades decorrentes da evolucdo da doenca. A
proposta reflete o conceito de que passos metabdlicos e imunogenéticos podem ser
responsaveis pela diferenciacdo fenotipica e, possivelmente, de resposta terapéutica

individualizada apresentada pelos pacientes com doenca de Gaucher.
Considerando esses comentarios, propos-se a seguinte hipotese de trabalho:

1) Existe associacdo entre variantes KIR, HLA e KIR-HLA e manifestacdes clinicas

apresentadas por pacientes com doenca de Gaucher.

Tal hipotese foi testada em uma amostra de 31 pacientes com doenga de

Gaucher. Estes pacientes foram caracterizados, em caréater original, por meio da tipagem

13



KIR-HLA (estudo transversal, observacional e controlado) e de desfechos clinicos e
bioquimicos relevantes principalmente dos pontos de vista 6sseo e imunolégico (estudo

transversal, retrospectivo e observacional).

REVISAO DA LITERATURA

14



1. Doenca de Gaucher

Até o momento, foram descritas mais de 45 doencas lisossdmicas com uma

incidéncia estimada de 1 em cada 5000 nascidos vivos™.

A Doenca de Gaucher (DG) ¢é a mais frequente das doencas lisossémicas, com
uma incidéncia estimada de 1 em cada 57.000 nascidos vivos no mundo?, porém em
judeus Ashkenazi a incidéncia chega a 1 em cada 400 nascidos vivos®. E causada
por mutacBes em ambos os alelos do gene GBA, que codifica a enzima lisossomal
beta-glicosidase acida (glucocerebrosidase), responsavel pela hidrolise de
glicocerebrosideo em glicose e ceramida® (Figura 1). Como consequéncia, hé
acumulo de glicocerebrosideo nos macrofagos, principalmente no baco, figado,
medula 0ssea e pulméo, caracterizando a DG como uma doenca multissistémica,

com heterogeneidade fenotipica.

Apesar da alteragdo genética e das rotas bioquimicas serem bem caracterizadas,
0s mecanismos pelos quais 0 acimulo de substrato causa as manifestagdes clinicas

ainda n&o sdo completamente determinados® °.

15
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Figura 1: Rota da degradacéo dos glicoesfingolipidios. Adaptado de Voet et al, 20027,

1.1 Genética

A DG é uma doenca autossdmica recessiva devido a mutagdes no gene GBA
localizado na regido 1g21.31%. O gene compreende uma regido de 7,6 kb e é composto

por 11 éxons. J& foram descritas 357 mutacBes no gene GBA e dessas, 76% séao
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substituicdes de nucleotideos Unicos, enquanto insercOes, delecdes e outros alelos

complexos completam os outros 24%°.

Existem trés mutagOes mais frequentes nos pacientes com DG. A mutacdo
¢.1226A>G (p.N370S), que compreende 53% dos alelos mutados'® é uma mutacéo de
sentido trocado que resulta em atividade enzimética residual. E encontrada mais

comumente em europeus ndo-judeus e em judeus Ashkenazi' *2.

A mutacdo
¢.1448T>C (p.L444P), compreende 18% dos alelos mutados'?, é mais comum na Suécia
e no norte da Europa e esta geralmente associada a um fenétipo neuronopatico quando
presente em homozigose™®. A mutacdo nula c.84dupG (p.84GG) representa 7% dos

alelos mutados'® e até o momento ndo foram descritos pacientes homozigotos,

possivelmente pela letalidade pré-natal.

1.2 Fisiopatogénese

O catabolismo do glicocerebrosideo pela enzima beta-glicosidase requer uma
. ~ , - 14 ., s eA .
interacdo com a proteina saposina C™". Individuos com deficiéncia desse cofator
possuem atividade de beta-glicosidase normal, porém acumulam glicocerebrosideo e
apresentam manifestacdes clinicas de DG®. Cada vez mais estudam-se outros
mecanismos relacionados a fisiopatologia desse acumulo ja que a quantidade de
substrato nos tecidos de pacientes com DG responde por apenas uma minima parte da

organomegalia®.

As células de Gaucher (células derivadas de macrofagos com acumulo lipidico),
possuem de 20-100um de diametro, apresentam o nucleo excéntrico e o citoplasma com
estrias. A deteccdo de marcadores de superficie de macrofagos e a intensa atividade
fagocitica confirmam a ontogenia de fagdcitos mononucleares’. Todas as células

17



derivadas de macrofagos incluindo ndo somente as células de Kupffer e macrofagos do
baco e da medula 6ssea, mas também osteoclastos, micréglia, macrofagos alveolares,

linfonodos estdo envolvidos na patogénese da DG*®.

O acumulo de glicocerebrosideo nos macrofagos leva a uma mudancga de
fendtipo o que é conhecido como ativacdo alternativa devido a expressdo de moléculas
de superficie e citocinas distintas das encontradas na ativacdo dependente de interferon

gama a qual é chamada de ativacao classica'’.

Além do acumulo de substrato lipidico, a fisiopatogénese da DG pode ser
explicada por conformacdo enzimatica defeituosa e estresse do reticulo
e 19 PN . . S
endoplasmatico™, homeostase do célcio defeituosa (um dos mecanismos responsaveis
pela neuropatologia vista em pacientes com DG neuronopatica aguda)®, maior

sensibilidade ao estresse oxidativo® e alteracdes nos mecanismos de autofagia®.

1.3 Manifestagdes clinicas e variabilidade fenotipica

A DG envolve 6rgdo viscerais, medula dssea e 0ssos em todos os pacientes
afetados. A gravidade da doenca pode ir desde a forma letal perinatal até a pacientes
assintomaticos, com suas manifestacdes clinicas em idades variaveis. Classicamente a
DG é dividida em trés formas principais, definidas pelas caracteristicas clinicas, curso
da doenca e prevaléncia étnica. No entanto, hd uma gama de achados que se sobrepdem
entre as formas classicas, levando a avaliar a DG como um espectro continuo e ndo

como trés subtipos distintos® .

A DG tipo | (MIM #230800) ¢ a forma mais prevalente e ocorre com maior
frequéncia na populagéo de judeus Ashkenazi, embora a maioria dos pacientes com DG

tipo 1 ndo sejam judeus. As DG tipo Il e 11l s&o menos comuns e ocorrem em todas as
18



etnias. O tipo I se distingue do tipo I (MIM #230900) e do tipo Il (MIM #231000)
pelo ndo envolvimento do sistema nervoso central, embora alguns estudos documentem
caracteristicas neuroldgicas em pacientes do tipo | diferentes das vistas em pacientes

com tipo 1l ou 111?

. Pacientes com DG que apresentam envolvimento neuroldgico (DG
neuronopatica) sdo designados como tipo Il ou tipo 111 de acordo com a natureza aguda

ou cronica, respectivamente (Tabela 1).

1.4 Caracteristicas de todos os tipos de DG ao diagnéstico'®

Esplenomegalia (moderada a grave — 85% dos pacientes)

e Hepatomegalia (moderada a grave — 63% dos pacientes)

e Anemia (34% dos pacientes)

e Trombocitopenia (moderada a grave — 68% dos pacientes)

e Sangramento

e Osteopenia e fraturas patoldgicas (osteopenia — 55%; fraturas — 7%;

crises 0sseas — 7%)

e Dor 0ssea (33% dos pacientes)

e Retardo de crescimento (36% dos pacientes)

O tipo 2 constitui 1% dos pacientes e o tipo Il 7%. As manifestacfes mais
comuns das formas neuronopaticas sdo: atraso do desenvolvimento, estrabismo,
paralisia do olhar vertical (tipo Il e Ill), hidropsia fetal ndo imune, ictiose congénita

(tipo I1) e deméncia progressiva, ataxia e mioclonias (tipo IlI).
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DG tipo |

A DG tipo | (ndo neuronopatica) é a forma mais frequente, em torno de 95% dos
casos. Sua incidéncia varia de 1 em cada 20.000 a 1 em cada 200.000 nascidos vivos na
populacdo mundial®’, alcancando lem cada 400 nascidos vivos entre os judeus
Ashkenazi’®®. De acordo com a Associacido Brasileira de Pacientes com Doenca de

Gaucher, existem mais de 600 pacientes diagnosticados no Brasil.

Essa forma de DG afeta criangas e adultos de qualquer idade e as manifestagdes
clinicas tipicas incluem hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia e doenca 0ssea.

As citopenias ocorrem devido ao sequestro esplénico, em muitos casos.

O acimulo de células de Gaucher na medula éssea leva a dores cronicas,

osteopenia, lesdes liticas, fraturas e osteonecrose.

A DG pode estar associada a outras comorbidades como doenca de Parkinson, ja
que mutagOes no gene GBA podem representar fator de risco para o desenvolvimento de

parkinsonismo®® e neoplasias como linfomas, leucemias e mieloma multiplo®® 3.

A progressdo da doenca varia e a sobrevida pode ser normal, dependendo da
gravidade das complicacdes®. As manifestacdes clinicas que se apresentam durante a
primeira ou segunda décadas de vida, geralmente, sdo mais agressivas e progridem com

gravidade maior do que as que aparecem em estagios mais avangados de vida.
DG tipo 11

A forma neuronopatica aguda ocorre em menos de 1 em cada 100.000 nascidos
vivos e geralmente afeta criancas entre 4 e 5 meses de vida, com comprometimento do

cerebro, baco, figado e pulmdes. A clinica neurolégica é grave com envolvimento
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bulbar (estridor, estrabismo, dificuldades para engolir) e piramidal (opistotono,

espasticidade e trismo). A evolucéo é rapida e os pacientes falecem até o segundo ano

de vida, principalmente devido a faléncia pulmonar®:.

DG tipo 111

A incidéncia da forma neuronopatica subaguda é em torno de 1 em cada 100.000

nascidos vivos. Distribui-se por todas as populagdes, mas predomina em regides do

nordeste da Suécia™®. Os pacientes com DG tipo 111 podem apresentar manifestacdes

sistémicas semelhantes a pacientes com o tipo | e 0 comprometimento neurologico pode

se manifestar em qualquer idade, geralmente com epilepsia, ataxia, paralisia do olhar

vertical ou deméncia®. Alguns pacientes podem apresentar opacificacdo de cérnea,

doenca cardiaca valvular e calcificacdo progressiva. A expectativa de vida é de 20 a 30

anos*>,
Tabela 1: Comparacéo dos tipos de Doenca de Gaucher*®*
Tipo | Tipo 11 Tipo 111

Inicio dos sintomas  Infancia até adulto Primeiro ano de vida Infancia

Hematoldgico Anemia, Minima trombocitopenia Anemia
trombocitopenia

Ossos Osteopenia, Minimo Osteopenia,
osteoesclerose comprometimento osteoesclerose

Neuroldgico N&o Epilepsia, hipertonia, Mioclonias, deméncia

Outros sistemas

Progressao
Expectativa de vida

Mutagédo mais
associada
Prevaléncia étnica

Fibrose hepatica,
hipertensdo pulmonar,
gamopatias

Lenta

Diminuida, mas pode
ser normal
€.1226A>G (p.N370S)

100 vezes mais comum
em judeus Ashkenazi

atraso neuropsicomotor
grave, apnéia

Ictiose congénita

Rapida
Morrem antes dos 2 anos
de vida

Vérias

Né&o

progressiva, ataxia

Ocular, cardiaco e
vascular

Variavel
20-30 anos

C.1448T>C (p.L444P)

Suecos
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Diversos genes modificadores, genes contiguos, proteinas transportadoras e

fatores ambientais podem influenciar o fenétipo dos pacientes com DG.

Dentre os fatores genéticos, estd a expressao do gene PSAP (localizado no
cromossomo 10g21), que codifica o cofator saposina C, uma proteina ativadora da beta-
glicosidase. Individuos homozigotos para mutagdes no gene PSAP podem também

desenvolver a DG*°.

A eficiéncia do mecanismo de transporte da beta-glicosidase para os lisossomos
é influenciada por mutagdes nos genes que codificam proteinas de membrana associadas
aos lisossomos (LAMP-1 e LAMP-2), e que participam do transporte intracelular da
beta-glicosidase a partir do reticulo endoplasmatico, podendo influenciar o fenétipo de

pacientes com DG*.

Um fator possivelmente relacionado as manifestacbes dsseas € a presenca de
mutacdes no gene que codifica a interleucina-6 (IL-6), secretada por macréfagos, que

estimula a reabsorcéo 6ssea’”.

Apenas 0s mecanismos acima ndo sdo suficientes para explicar a variabilidade
clinica apresentada pelos pacientes com DG, ja que hé descri¢do de fenotipos diferentes
em gémeos monozigoticos, corroborando para a existéncia de genes modificadores e

indicando uma possivel importancia da influéncia ambiental*" 2.

1.5 Diagnostico

1.5.1 Bioquimica
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O diagndstico definitivo de DG requer confirmacdo da deficiéncia da enzima
beta-glicosidase em leucdcitos ou fibroblastos. Individuos com suspeita clinica e niveis
enzimaticos ndo caracteristicos requerem confirmacdo com analise em fibroblastos ou
analise molecular do gene GBA. Os valores de referéncia variam de acordo com o
laboratorio e a técnica utilizada. A atividade residual enziméatica ndo se correlaciona
com a gravidade da doenca. A analise enzimatica em leucdcitos ou fibroblastos de
individuos heterozigotos pode se sobrepor a valores de individuos saudaveis ou

afetados™.

Pacientes com DG apresentam niveis elevados da enzima quitotriosidase
plasmatica (sintetizada por macréfagos ativados). Embora possa auxiliar no diagndstico,
é importante lembrar que em torno de 6% da populagdo apresentam deficiéncia dessa

enzima*,

1.5.2 Molecular

A anélise de mutagdes comuns do gene GBA € um metodo eficaz para confirmar
o diagndstico de DG e a primeira escolha para identificar portadores entre os familiares
de pacientes com gendtipo conhecido. No entanto, ao ndo se encontrar ambas as
mutacdes, ha possibilidade de realizacdo de sequenciamento completo do gene, método

ja disponivel clinicamente.

A andlise de DNA auxilia na classificacdo dos pacientes e na predicdo de
achados clinicos. Por exemplo, até 75% dos individuos homozigotos para a mutagao
c.1226A>G (p.N370S) apresentam sintomas de DG™, porém sem envolvimento
neurolégico®™. A mutacdo p.D409H estd associada a envolvimento cardiaco e da
cornea*’.
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De acordo com um estudo de 221 pacientes, 0 genotipo mais comum em

pacientes brasileiros é o p.N370S/L444P°,

1.5.3 Exames auxiliares

Avaliacdo hematoldgica frequentemente demonstra anemia, trombocitopenia e
leucopenia e auxilia na diferenciagéo entre leucemias e linfomas. Em 40% dos pacientes
com DG o tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial estdo elevados.
Baixos niveis de fibrinogénio e D-dimero aumentado indicam uma ativacéo do sistema
fibrinolitico®. Os sintomas hemorréagicos podem estar relacionados tanto a defeitos
qualitativos quanto quantitativos das plaquetas e dos fatores de coagulacio®. A biépsia
e 0 aspirado de medula éssea demonstram infiltracdo de células de Gaucher, permitindo
a diferenciacgdo entre infiltracdes leucémicas e doengas infecciosas além de distinguir os

macréfagos de outras patologias lisossomais, como Niemann-Pick™.

1.6 Tratamento

Durante muitos anos, a DG foi contornada com o tratamento sintomatico e com
medidas paliativas, tais como a esplenectomia, utilizada para atenuar o atraso no
crescimento, as citopenias e a compressdo abdominal. Atualmente, o tratamento de
escolha é a terapia de reposigdo enzimatica (TRE), disponivel a partir da década de 90.
Essa terapia tem permitido a melhora da qualidade de vida para os pacientes através da
reversio de muitos sinais sintomas®" *%. Entretanto, a quantidade de enzima necessaria

para manter a qualidade de vida e a reverséo dos sintomas ainda é controversa.
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A TRE utilizada nos pacientes com DG é um tratamento de alto custo (de 100 a
300 mil délares/ano por paciente)® **. O tratamento deve ser administrado mediante
infusBes do medicamento a cada 14 dias, sob a supervisdo de um profissional da saude
treinado (médico, enfermeiro, etc.). No manejo da medicacéo, principalmente em locais
que atendem a diversos pacientes, é importante a presenca de um farmacéutico para o
monitoramento da adequacdo e fracionamento das doses. A resposta a TRE € distinta e
de acordo com os tipos da DG, sendo que os pacientes do tipo | sdo os melhores

respondedores™.

Segundo o Ministério da Salde, encontram-se atualmente em tratamento com
TRE, no Brasil, em torno de 600 pacientes. A venda mundial da enzima recombinante,
gue em 2005 foi produzida ao restrito grupo de aproximadamente 4.000 pacientes no
mundo inteiro, chega a um bilhdo de délares por ano™. O Brasil é o terceiro pais do
mundo em nimero de pacientes em tratamento. E facil perceber a importancia
econdmica desse tratamento no pais, onde a terapia é subsidiada pelo sistema publico de
salde, demostrando que a DG pode ser de baixa incidéncia, mas de significativo

impacto econémico.

Até 2009, existia somente a imiglucerase (produzida pelo laboratério Genzyme
Corporation, Allston, EUA) como enzima recombinante para TRE. Atualmente, novas
opcdes surgiram no mercado brasileiro e internacional como a alfaveliglucerase
produzida pela empresa Shire HGT, Dublin, Irlanda (ja aprovada pela ANVISA) e a
taliglucerase alfa, produzida pela Protalix, Carmiel, Israel (aguardando aprovacéo
definitiva pela ANVISA). Apesar da histérica utilizacdo de imiglucerase, estudos
demonstram que as trés enzimas recombinantes sdo similares tanto estruturalmente

guanto na manutencao de parametros clinicos adequados pelos pacientes®. Cerca de 1%
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dos pacientes tem reacdes adversas a TRE com imiglucerase e produzem anticorpos
contra a enzima sintética, fazendo com que a manutencdo das infusdes de tal enzima

nesses pacientes seja feita com parcimonia.

H& um tratamento alternativo aprovado pela EMEA, FDA e ANVISA: a terapia
de reducdo de substrato com miglustate (Zavesca®, Actelion Pharmaceuticals,
Freiburg, Alemanha) indicada para pacientes adultos com DG que apresentam
contraindicacdo ao uso de imiglucerase. Essa terapia é feita com a utilizacdo de
inibidores da sintese de substrato que atuam na via dos esfingolipidios™ °" °®. Em vez
de substituir a enzima deficiente, a terapia de reducdo de substrato visa diminuir a
sintese do glicocerebrosideo que se acumula nos tecidos dos pacientes com DG. A
vantagem do miglustate é que, por ser uma molécula pequena, de administracdo oral,
ndo provoca resposta imunoldgica e pode cruzar a barreira hemato-encefalica. Além de
atuar como inibidor da glicosiltransferase, envolvida na sintese do glicocerebrosideo,
esse mesmo composto pode funcionar como uma chaperona, aumentando a atividade
enzimatica da B-glicosidase quando usado em baixas concentracdes>. No entanto, 0s
efeitos colaterais dessa terapia s@&o mais significativos que os da TRE, incluindo

diarreia, tremor e parestesia, entre outros®.

Outros tratamentos para as doencas lisossomicas estdo em desenvolvimento e

representam uma perspectiva futura de tratamento para a DG, incluindo o uso de

67, 68

chaperonas®™ a terapia génica®” ® e o transplante de células-tronco®. Ademais, o alto

custo da TRE pode restringir seu potencial de uso, o que ja ocorre em alguns paises’> 2.
Eventualmente esses novos tratamentos poderdo ser utilizados de forma complementar a

TRE®,
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1.7 Doenca de Gaucher no Centro de Referéncia do Rio Grande do Sul

O Centro de Referéncia Estadual para DG foi implementado em 2003, no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), e segue todas as orienta¢des previstas no
respectivo protocolo do Ministério da Salde. Todos 0s processos administrativos
solicitando, ao Rio Grande do Sul, o fornecimento de enzima recombinante, s&o
avaliados pelo médico do centro; caso tenha o seu processo deferido, o usuario é
encaminhado para atendimento neste local. Dos 36 pacientes diagnosticados com DG
no estado, 28 pacientes estdo em tratamento com TRE (26 do tipo | e 2 do tipo 1I), 11
atualmente realizam as infusdes no Centro e os demais realizam as infusdes em outros
locais. Entretanto, todos os pacientes, inclusive os que nédo realizam as infusdes no
Centro estdo sendo acompanhados e monitorizados no HCPA, por meio de avaliagoes

trimestrais, conforme previsto no protocolo.

As principais alteracfes ocorridas em relacdo a prestacdo da assisténcia
farmacéutica (até entdo, ndo centralizada), apés a criagdo do Centro de Referéncia
Gaucher do Rio Grande do Sul, envolveram a otimizacdo da dose prescrita (de acordo
com o quadro clinico apresentado pelo usuario e com o respectivo Protocolo) e aplicada
de enzima recombinante (por meio de compartilhamento dos frascos, visto que todos 0s
pacientes que realizam as infusdes no Centro assim o fazem no mesmo dia). Além
disso, os pacientes que realizam infusdo no Centro ndo necessitam mais retirar o
medicamento na Farmécia do Estado (a enzima é encaminhada diretamente para o
Centro, onde é armazenada e dispensada no dia de infusdo, ndo sendo mais necessario,
portanto, que o usuario tenha contato com o medicamento). Além da monitorizagdo
propriamente dita, outras atividades de orientacdo séo realizadas pela farmacéutica,

como incentivo a adesdo ao tratamento. Como material de apoio no processo de
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monitorizacao/orientacdo sédo utilizados o “Guia de Orientacéo ao Paciente” e a “Ficha

Farmacoterapéutica” do protocolo Gaucher.

O consumo bimestral de enzima recombinante caiu de 400 para 250 frascos a
partir da adocdo destas medidas, sendo a otimizagdo da dose prescrita de enzima
recombinante o fator que mais influenciou (um frasco de imiglucerase com 200 Ul custa
para 0 Ministério da Salde em torno de U$ 650). A redugdo do consumo de tal
medicacdo ndo mostrou associacdo com piora do quadro clinico dos pacientes, embora
ndo tenham sido utilizados, no seguimento dos pacientes, métodos mais sensiveis para
avaliacdo do comprometimento 0sseo, como ressonancia magnética (em fase de
implantacéo). A melhoria do atendimento dos usuérios pdde ser evidenciada pela grande
satisfagdo dos usuérios do servico em pesquisa realizada ao final dos quatro anos de

funcionamento do Centro’?.

Até 2010, a medicacdo escolhida pelo Ministério da Saude para fornecimento
para todos os pacientes brasileiros era a imiglucerase. Devido a contaminacdo na
fabricacdo da enzima, houve interrup¢do no fornecimento a partir da metade de 2010 até
o0 inicio de 2011. Em carater emergencial, a enzima taliglucerase alfa foi aprovada pela
ANVISA por um periodo de quatro meses para suprir a falta da imiglucerase, sendo a
medicacdo de escolha, protocolada pelo Ministério da Saude, até o final de 2011,
quando foi publicada uma nova portaria regularizando a utilizacdo das trés enzimas
recombinantes (imiglucerase, taliglucerase alfa e alfaveliglucerase), além da terapia de
reducdo de substrato (miglustate). No momento, ha pacientes em tratamento com as trés

enzimas recombinantes.
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2. Sistema imune e Doenca de Gaucher

Alteracdes na funcdo dos macrofagos (devido ao acimulo de glicocerebrosideo)
dos pacientes com DG s@o especuladas como contribuintes para a doenga,

principalmente para a hepatoesplenomegalia e 0 comprometimento 6sseo”>.

A DG é a doenca lisossémica com maior envolvimento da imunidade, tanto que
uma das hipoteses existentes para explicar a expressdo fenotipica desta doenca € a

existéncia de um estimulo cronico do sistema imune”®.

Os pacientes com DG apresentam niveis elevados de IgA, IgG e IgM, auto

anticorpos’™

e uma maior incidéncia de gamopatia policlonal, gamopatia monoclonal
de significancia indeterminada (MGUS) e mieloma multiplo (MM)’" " Esta resposta
imune poderia gerar uma resposta inflamatéria levando a dano celular, mediado por
citocinas. Algumas das citocinas encontradas elevadas em pacientes com DG incluem
IL-1, IL-6, IL-10, TNF-0. ¢ M-CSF"® ®. Como citocinas exercem um papel regulatério
importante em células do sistema imune, alguns autores atribuem o seu desbalanco a um

estado pré-inflamatrio e ao aparecimento de malignidades hematolgicas®™ 2.

Outra evidéncia de uma resposta pré-inflamatoria em pacientes com DG é a
presenca de niveis elevados de moléculas apresentadoras de antigenos, incluindo
moléculas de MHC classe Il, bem como o aumento da expressdo de antigenos HLA

DR85, 86.

Apesar do comprometimento imune, os pacientes com DG ndo apresentam

aumento da frequéncia de infeccdes.
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3. Células NK (Natural Killer)

As células natural killer (NK) sdo um grupo de linfdcitos que diferem das
células T e B, por serem maiores e apresentar citoplasma granular, que fazem parte da
imunidade inata do organismo contra patégenos infecciosos e malignidades, com
atividade citotoxica e citolitica, mediado por citocinas inflamatérias®”’.

Estdo distribuidas em varios compartimentos, sendo os mais frequentes o
sangue periférico e o baco™® perfazendo um total de 10-15% das células mononucleares
circulantes do sangue. Imunofenotipicamente sdo caracterizadas por marcadores de
superficie CD16 e CD56 e auséncia de receptor de célula T (TCR)®.

As células NK expressam pelo menos um receptor inibitorio cuja interacéo

com moléculas de HLA classe | (HLA A, B e C) exerce um importante controle para

evitar a respostaa células normais do organismo™.

4. Receptores KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptor)

Os receptores KIR sdo representantes da familia das imunoglobulinas e estdo
presentes na superficie das células NK*! e em alguns linfécitos T (NKT)%.

Até o momento, foram descritos 15 genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DS1) e 2 pseudogenes
(KIR2DP1 e KIR3DP1)®® localizados na regido 19q13.4% e, tipicamente, cada um deles
possui 9 éxons™ que codificam sequéncias-lider (éxons 1 e 2), dominios extracelulares

(DO, D1, D2; que correspondem aos exons 3, 4 e 5, respectivamente), a cauda (éxon 6,
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entre o dominio extracelular e a membrana), a por¢cdo transmembrana (éxons 7) e a
cauda intracitoplasmatica (éxons 8 e 9)%.

Os receptores KIR séo resultado de um sistema polimorfico e estdo divididos
em grupos ativadores e inibitérios. Os receptores com sinal intracelular inibitorio
evitam a lise da célula alvo e os ativatérios auxiliam em sua execucdo®” ®. Possuem
uma cauda intracitoplasmatica comprida, por isso receberam em sua denominacdo a
letra “L” (do inglés long). J& os receptores ativadores possuem cauda curta e receberam

a letra “S” (do inglés short) (Figura 1).

KIRZ2DL KIR2DS KIRZDL KIR2DL KIR3DL KIR3DS
[yl 5 D1 l:) Lo I‘) DCII) DOLJ oo
02 3 DEJ b2 ] Dz ) By ) o1
b2 :) b2

I
L KIR2DS1 A =Y wwl Y el KIR3DS1

= oL E:Eg ggg = el g iR
KIR2DS4
KIR2DS5
KIRZDLA KIR2DLA KIR2DLSA KIR3DLA
KIR2DL2/3 KIR2DLSB KIR3DLZ
KIR3DL3

Figura 2: Receptores KIR na membrana celular. Adaptado de Jobim M.,

Jobim LFJ, 2008.%°

Os dominios extracelulares sdo responsaveis pelo reconhecimento da célula
alvo. Alguns possuem dois dominios (denominados 2D, divididos em D1 e D2), com

especificidade para HLA-C e outros possuem trés dominios (denominados 3D,

31



divididos em DO, D1 e D2)'°, com especificidade para HLA-A ou HLA-B. Por
exemplo, KIR2DL1 se ligaa HLA-Cw2, HLA-Cw4, HLA-Cw5 e HLA-Cw6 (chamados
de grupo C2), enquanto KIR2DL3 se liga a HLA-Cwl, HLA-Cw3, HLA-Cw7 e HLA-

Cw8 (chamados grupo C1)**" 1% (Tabela 2)

Tabela 2: Receptores KIR e seus ligantes HLA'®

Receptor Ligante
KIR2DL1 HLA-C2: C*02, C*04, C*05, C*06

HLA-C1: C*01, C*03, C*07, C*08
KIR2DL2 Alguns HLA-C2: C*0501, C*0202, C*0401
Alguns HLA-B: B*4601, B*7301

HLA-C1: C*01, C*03, C*07, C*08
KIR2DL3 Alguns HLA-C2: C*0501, C*0202
Alguns HLA-B: B*4601, B*7301

Alguns HLA-A e HLA-B que expressam o epitopo Bw4
KIR3DL1 HLA B*08, B*27, B*57, B*58
HLA-A: A*24, A*23, A*32
KIR3DL2 Alguns HLA-A: A*03, A*11
KIR3DL3 Desconhecido
KIR2DL5A e B Desconhecido
KIR2DL4 HLA-G
KIR2DS1 HLA-C2: C*02, C*04, C*05, C*06
HLA-C1: C*01, C*03, C*07, C*08

KIR2DS2 Alguns HLA-C2: C*0501, C*0202, C*0401
Alguns HLA-B: B*4601, B*7301
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KIR2DS3 Desconhecido

HLA-C: C*0501, C*1601, C*0202

KIR2DS4

Alguns HLA-A: A*1102
KIR2DS5 Desconhecido
KIR3DS1 Desconhecido

Os genes KIR estdo na regido do complexo de receptores leucocitarios (LRC) e

entre eles ha cerca de 2 kb de intervalo*®, formando haplétipos, classificados como A e

8105.

O haplétipo A possui 9 genes KIR, sendo apenas um ativador (KIR2DS4), cinco
inibitdrios e trés estruturais. Ja o hapldtipo B possui alta diversidade de genes, tanto
ativadores como inibitdrios (Figura 3). Quatro genes estdo presentes na maioria dos
haplotipos (3DL3, 3DP1, 2DL4 e 3DL2), o que sugere conservacdo e estabilidade em
relacdo & recombinacdo génica'®. A frequéncia desses haplétipos varia

significantemente em diferentes populaces™”’.

Haplotipo A

|.3DL3 | _2DL3 | 2DP1 _2DL1 [~ 3DP1 - 2DLA4 |~ 3DL1 ; 213541 13DL2
Hapldtipo B
_3DL3 |~ 2DS2 - 2DL2 - 2DL5B;~ 2DS3 - 20P1 |~ 2DL1 1~ 3DP1 r~ 2DL4 -~ 3DS1 ~2DLEA-~ 2DS5 - 2DS1 ~ 3DL2

Parte centromérica Parte telomérica

Figura 3: Representacdo esquematica dos hapldtipos A e B no locus KIR. Exemplos de

haplotipos A e B. Pseudogenes estdo indicados em cinza, receptores ativadores em
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verde e receptores inibidores em vermelho. Genes conservados, que podem codificar
receptores ativadores ou inibitérios ou serem pseudogenes estdo indicados em roxo.
Cada fragmento centromérico pode se combinar com fragmentos teloméricos, o que

aumenta a diversidade dos haplétipos KIR. Modificado de Thielens A. et al, 2012.**

Cada vez mais os genes KIR estdo sendo relacionados a variabilidade de resposta

108-110

a patologias virais (HIV, CMV, hepatites) e a doencas autoimunes como esclerose

sistémica, artrite reumatoide e psoriase, por exemplo'®® 1112,

Devido a sua diversidade haplotipica, ha interesse em avaliar a associagdo com
outras doencas. Por exemplo, foi encontrada associacdo de ligantes HLA e receptores
KIR no desenvolvimento de pré-eclampsia'*®, neoplasia hematoldgicas, como linfomas

114, 115

e leucemias . além de tumores solidos™*®.

A DG esta associada a uma diminuicdo do nimero e da atividade das células
NK™. Entretanto, ndo foram localizados, na literatura, estudos que estabelecam relagéo
direta ou indireta entre tipagem dos genes HLA e KIR no desenvolvimento,

variabilidade fenotipica ou prognostico da DG.
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JUSTIFICATIVA

A Doenca de Gaucher ¢ uma doenca relevante para o SUS devido ao alto valor
despendido para aquisicdo de enzimas recombinantes e tratamento de comorbidades,
diversas delas relacionadas ao envolvimento do sistema imune. Algumas hipdteses ja
foram levantadas, porém, até o momento, 0S mecanismos imunogenéticos desse

comprometimento permanecem indeterminados.

O Centro de Referéncia Estadual para Doenca de Gaucher € responsavel pelo
atendimento e acompanhamento regular de todos os pacientes do RS, bem como pela
dispensacdo da medicagdo fornecida pelo Ministério da Salde. E composto por um
grupo multidisciplinar que conta com medicos, nutricionistas, farmacéuticas, assistente
social e estudantes de graduacéo e pds graduacdo com grande interesse em pesquisa. Em
carater inovador, propusemos que variantes dos genes KIR, HLA e suas associagdes
possam ser responsaveis pela variabilidade fenotipica apresentada pelos pacientes com

Doenca de Gaucher.
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OBJETIVOS

Objetivos primarios

1 - Verificar a existéncia de variantes de genes KIR e de combinag6es de variantes
KIR-HLA associadas a gravidade do fenotipo clinico dos pacientes com doenca de

Gaucher do Centro de Referéncia Estadual do Rio Grande do Sul.

2- Avaliar a relagéo da tipagem do MHC de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e de
classe Il (HLA-DR) com caracteristicas apresentadas pelos pacientes com doenca de

Gaucher do Centro de Referéncia Estadual do Rio Grande do Sul.

Objetivo secundario

Avaliar a frequéncia das variantes dos genes HLA e KIR de pacientes com
Doenga de Gaucher acompanhados no Centro de Referéncia Estadual do Rio Grande do

Sul e comparéa-los com controles.
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Abstract:

Gaucher disease (GD) is caused by reduced activity of a lysosomal enzyme,
glucocerebrosidase, which leads to a buildup of glucocerebroside within the cells and
chronic stimulation of the immune system. Natural killer (NK) cells play an important
role in the immune response, and their activity is impaired in GD. Killer-cell
immunoglobulin-like receptors (KIR) regulate the activity of NK cells through an
interaction with specific human leukocyte antigen (HLA) class I molecules on target
cells. Objectives: To analyze the variability of KIR genes in a sample of GD patients
from Southern Brazil, compare it with that of controls, and look for associations
between variants and clinical manifestations. Methodology: Thirty-one GD patients (24
mild, 4 moderate, and 3 severe) were analyzed and compared to 250 healthy controls.
Results/Discussion: There was no between-group significant difference in the
frequencies of KIR/HLA variants. Age at symptom onset was associated with KIR2DL2
and KIR2DS2 in combination with the ligand HLA-C1 (p=0.038). Patients who have
the HLA-C2 variant appear to have more mono- and polyclonal bands on protein
electrophoresis (p=0.007, OR 21.3). Conclusion: Although exploratory our data suggest
a possible association of KIR/HLA variants and GD. Further study of KIR/HLA

variants is required, as they seem to be a phenotype-modifying factor in this disease.

Take-home message: Further study of KIR/HLA variants is required, as they seem to

be phenotype modifiers in GD.
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Introduction

Gaucher disease (GD, OMIM 230800) is the most common lysosomal storage
disorder, with an estimated worldwide incidence of 1 case per 57,000 live births [1],

although this rate can reach 1 in 400 among Ashkenazi Jews [2].

GD is caused by mutations in both alleles of the GBA gene, which codes for
lysosomal glucocerebrosidase (EC 3.2.1.45), an enzyme responsible for catalyzing the
hydrolysis of glucocerebroside into glucose and ceramide [3]. Consequently, there is
intracellular accumulation of glucocerebroside in macrophages, particularly in the
spleen, liver, bone marrow, and lungs. GD is therefore a multisystem disorder, and
exhibits phenotypic heterogeneity. Although the genetic changes and biochemical
pathways that underlie Gaucher disease have been well characterized, the mechanisms
whereby accumulation of glucocerebroside leads to clinical manifestations have yet to

be fully determined [4, 5].

Gaucher cells (GCs, lipid-laden macrophage derivatives) have eccentric nuclei and
cytoplasmic striations. Their expression of macrophage surface markers and marked
phagocytic activity confirm the ontogeny of GCs as mononuclear phagocytes [6]. In
addition to lipid substrate buildup, the pathogenesis of GD can be explained by defects
in enzyme conformation and endoplasmic reticulum stress [7], defects in calcium
homeostasis (one of the mechanisms responsible for the neuropathology seen in patients
with acute neuronopathic GD) [8], increased sensitivity to oxidative stress [9], and

changes in autophagy mechanisms [10]. It has also been speculated that changes in
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macrophage function may contribute to some components of GD, particularly

hepatosplenomegaly and bone involvement [11].

One of the most widespread hypotheses to explain phenotypic variation in GD is
the presence of a chronic immune stimulus [12]. Patients with GD exhibit elevated
levels of IgA, IgG, and IgM, autoantibodies [13, 14], and increased incidence of
polyclonal gammopathy, monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS), and multiple myeloma (MM) [15, 16]. This immune response might generate
an inflammatory response, leading to cytokine-mediated cell damage. Some of the
cytokines found at elevated levels in GD patients include IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, and
M-CSF [17, 18]. As cytokines play an important role in the regulation of immune
system cells, some authors ascribe their imbalance to a pro-inflammatory state and to
the onset of hematological malignancies [19-22]. Another evidence of a pro-
inflammatory response in GD patients is the presence of elevated levels of antigen-

presenting molecules, including MHC class Il antigens (HLA-DR) [23, 24].

Natural killer (NK) cells are lymphocytes that can be distinguished from T
and B cells by their larger size and granular cytoplasm. NK cells are a component of the
innate immune system and play a role in the defense against infectious pathogens and
malignancy, exhibiting inflammatory cytokine-mediated cytotoxic and cytolytic effects
[25]. NK cells express at least one inhibitory receptor that interacts with HLA class |
(HLA A, B, and C) to exert an important controlling effect and prevent immune
response from targeting healthy cells [26].

Killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) are members of the
immunoglobulin family found on the surface of NK cells [27] and some T lymphocytes

(NKT) [28]. Thus far, 15 KIR genes (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4,
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KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DS1) and two pseudogenes (KIR2DP1 and
KIR3DP1) have been described [29], located on the 19913.4 region [30]. KIR receptors
are the result of a polymorphic system and are divided into activating and inhibitory
isoforms. Receptors that mediate an inhibitory signal possess a long cytoplasmic tail
(and are thus denoted by the letter “L”) and prevent target cell lysis, whereas activating
KIRs possess a short tail (denoted by the letter “S”) and aid cell lysis [31, 32].

KIR genes have increasingly been associated with variability in response to viral
diseases (HIV, CMV, viral hepatitides) [33-35] and autoimmune diseases such as
scleroderma, rheumatoid arthritis, and psoriasis [36-38]. Due to the haplotype
diversity of KIR genes, there is interest in analyzing their potential association with
other disease states. For instance, an association between HLA ligands and KIR
receptors has been implicated in the development of preeclampsia [39], hematologic

neoplasms such as lymphomas and leukemias [40, 41], and solid tumors [42].

GD is associated with a reduction in NK cells [43]. However, a review of the
literature did not locate any studies establishing a direct or indirect relationship between
HLA and KIR genotyping and the development, phenotypic variability or prognosis of
GD.

This is an exploratory study which aimed to ascertain whether correlations exist
between KIR genes, their HLA ligands and clinical features in a cohort of GD patients

from Southern Brazil.

Methods

Patients and controls
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The study sample comprised 31 patients (from 28 unrelated families) with a
biochemical and molecular diagnosis of GD followed at the State Reference Center for
Gaucher disease of Rio Grande do Sul, Brazil, from 2003 to 2011. Of these 31 patients,
28 were receiving enzyme replacement therapy (ERT) with imiglucerase (n=23) or
taliglucerase alfa (n=5) with a mean time of treatment of 97.21 months (range 4-215).
During the shortage of imiglucerase in 2010, some patients stayed out of ERT and other
migrated to taliglucerase alfa. All patients returned to imiglucerase in 2011 and
nowadays some patients chose to stay on full dose of taliglucerase alfa rather than a
minor dose of imiglucerase. All patients were European descendants, had been born in
the South region of Brazil, and denied Ashkenazi Jewish ancestry. Patients (or the legal
guardians of patients under the age of 18) provided written informed consent for
participation in the study, and clinical, biochemical, and radiological data were collected
by means of a chart review. The study was approved by the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre Research Ethics Committee.

The following clinical parameters were assessed: age at onset of symptoms
(when available) or age at diagnosis; increased GD severity score index (SSI) [44]
during follow-up (use of this score was implemented at our service in 2007; therefore,
patients diagnosed in previous years have no record of pretreatment SSI scores);
presence of osteopenia or osteoporosis (as assessed by bone density scanning) or
osteonecrosis (as diagnosed on plain radiographs) on at least one occasion;
hyperimmunoglobulinemia; and presence of polyclonal or monoclonal bands on serum
protein electrophoresis.

The control sample was obtained from 250 healthy European descendants, bone
marrow donors from Rio Grande do Sul, drawn from the National Bone Marrow Donors

Registry (REDOME) [45].
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KIR and HLA typing

Fifteen KIR genes (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1, 2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3 e 2DP1) were analyzed in patients and controls, using
the PCR amplification with sequence-specific primers (SSP-PCR) technique [46].
HLA-C and HLA-Bw4 analysis were performed using SSP-PCR as previously
described [47]. The results of HLA-C typing were separated into two groups: HLA-C
group 1 (C1), consisting of HLA-C 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01,
03, 04), and HLA-C group 2 (C2), consisting of HLA-C 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04,
05), 15, 1602, 17, 18 [38]. HLA-C group 1 (C1) molecules bind to KIR2DS2, KIR2DL2
and KIR2DL3, whereas group 2 (C2) molecules bind to KIR2DS1 and KIR2DL1. Bw4

molecules bind to KIR3DL1 and KIR3DL1 [48].

Statistical analysis

Pearson’s chi-square test with continuity correction was used to compare KIR
gene and HLA-C frequencies between the GD and control groups. In a few cases where
the expected difference between the two groups was small, Fisher’s exact test was
employed. Odds ratios (OR), confidence intervals (95%CI), and significance values (p
<0.05) were calculated using SPSS for Windows 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Bonferroni correction was performed to adjust for the number of genes used.

Results

The clinical and demographic profile of the study sample is shown in Table 1.

There were no significant differences between the GD and control groups in frequency
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of KIR gene, HLA-C, and HLA-Bw4 variants (Table 2). Frequencies were similar to
those reported in previous studies of the Brazilian population [49, 50]. The frequency of
KIR gene variants in combination with their respective ligands was also determined and
compared between the GD and control groups; again, there were no significant
differences (Table 2).

Comparison of the frequencies of specific KIR gene variants in the GD group
and analysis of the potential association of these variants with age at diagnosis or
symptom onset, presence of hyperimmunoglobulinemia, presence of mono- or
polyclonal bands on protein electrophoresis, and osteoporosis or osteonecrosis revealed
a significant association (p=0.038) between absence of the KIR2DS2 and
KIR2DL2/HLA-C1 combination and symptom onset after childhood (16 out of 19 did
not have this combination, whereas 7 of the 12 patients in whom symptom onset
occurred at age >18 years did) (Table 3).

A significant association was also found between HLA-C typing and changes on
serum protein electrophoresis. Patients who were homozygous for group HLA-C2 had
an OR of 21.3 (95%CIl 2.18-208.7, p=0.007) for the presence of monoclonal or
polyclonal bands, whereas patients with one C1 allele had an OR of 0.016 (CI: 0.002-
0.179, p<0.001) for abnormal protein electrophoresis findings (Table 4).

No significant associations were found between other clinical and demographic

parameters and KIR gene frequencies.

Discussion
Gaucher disease is the most prevalent lysosomal storage disorder, and that in
which immune system involvement plays the greatest role [51]. The main hypothesis is

that a buildup of glucocerebroside within macrophage lysosomes leads to persistent
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inflammatory stimulation, but the exact mechanism is still unclear. Some of the features
of the characteristic immune involvement of GD include a blunted antigen response to
bacterial pathogens, which can improve with ERT [52]; increased incidence of B cell-
related malignancies, such as lymphomas, leukemias, monoclonal gammopathies, and
multiple myeloma [21, 53-55]; and presence of autoantibodies [14]. As lysosomal
accumulation of substrate occurs in immune system cells, antigen presentation by HLA
class I and class Il molecules is also compromised [23], and, as mentioned before, there
is a decrease in the number of NK cells and impairment in their activity [43]. NK cells
are important components of the innate immune system, as they are able to eliminate
tumor cells and virus-infected cells [25]. The role of NK cells in the pathophysiology of
and susceptibility to autoimmune disease has increasingly been the object of research
[37, 38, 56], due to the high allelic variability of NK cell receptors.

We chose to analyze KIR gene variants in our patient cohort because of past
descriptions of phenotypic variability in monozygotic twins with GD [57], which led us
to believe that immune-related genes may be phenotype modifiers in GD. Comparison
of the frequencies of the 15 known KIR genes between the GD and control groups
revealed no significant differences. This was expected, in view of the ethnic
homogeneity of both groups. However, analysis of the potential associations between
KIR variants and clinical, demographic, and laboratory parameters revealed some
interesting data.

The KIR2DS2 or KIR2DL2/HLA-C1 combination appears to be associated with
delayed symptom onset, as it was present in only 15.8% of patients whose symptoms
first arose before the age of 18, whereas 58.3% of patients with adult-onset symptoms
have these combinations. It bears stressing that the KIR2DS2 and KIR2DL2/HLA-C1

combination has been described as a protective factor against development of chronic
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myeloid leukemia (CML) [58]. Patients with GD are at increased odds of developing
CML (OR 3.4) [59]. Furthermore, the KIR2DS2/DL2 genotype was recently associated
with adult persistent immune thrombocytopenia [60]. Two of the three patients in our
sample who exhibit persistent thrombocytopenia despite ERT have the KIR2DS2/DL2
genotype; therefore, this variant may mask therapeutic failure.

The main finding of this study was the association between HLA-C and the
presence of serum protein electrophoresis changes. Patients with the C2/C2 genotype
had an OR of 21.3 for development of monoclonal or polyclonal bands. Ninety-four
percent of patients who did not develop gammopathy had at least one C1 allele, whereas
eight out of nine patients with the C2/C2 genotype had abnormal protein electrophoresis
findings. On the basis of these data, the presence of C1 is a protective factor against the
development of gammopathies. There is substantial interest in explaining why GD
patients have a greater frequency of MM. The hypothesis that mutations in the GBA
gene may be a risk factor was not confirmed in a study of 95 patients with MM [55].
The only patient with suspected MM (male, 64 yo) presenting osteolytic lesion in his
forearm (we couldn’t confirm if it was a plasmacytoma) and renal function impairment
we couldn’t confirm if it was due to the diabetes) in our sample was homozygous for
the C2 allele, which leads us to believe that the C2/C2 genotype may be considered a
risk factor for development of this gammopathy.

This was the first study to analyze and demonstrate an association between
KIR/HLA variants and GD. Although limited in size, our sample exhibited broad
variability of this gene system, with a variety of genotype profiles, and our findings
suggest a potential association between KIR and HLA genes and GD, thus corroborating

the importance of immune system involvement in this disorder. Further study of
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KIR/HLA variants in other patient cohorts is warranted, as they seem to be a phenotype-

modifying factor in GD.
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Tables:

Table 1. Clinical and demographic features of the study sample

Patients
(n=31)
Gender (female:male ratio) 13:18
Mean age + SD (years) 29.48 £ 15.19
Mean time of treatment = SD (years) 9.0+6.4
Mean age at onset of symptoms + SD (years)” 37.5+16.7
Mild (0-10)* 24
Disease severity (SSI)*¥ Moderate (11-25)> 4
Severe (>25)° 3
Hyperimmunoglobulinemia 24
Monoclonal / Polyclonal bands on protein electrophoresis 14
Osteopenia / Osteoporosis 18
Osteonecrosis 9

¥ According to Zimran et al 1992. SD: standard deviation
*When unavailable, age at diagnosis was used instead.

! Mean age + SD (years): 31 + 16.31

? Mean age + SD (years): 30.25 + 8.01

¥ Mean age + SD (years): 16.33 + 4.04
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Table 2. KIR gene, ligand frequencies (%) and their association in controls
(n=250) and Gaucher disease (GD) patients (n=31)

_KIR gene, Controls GD

ligands and

association N % N %
2DL1 244 97.6 31 100.0
2DL2 136 54.4 15 48.4
2DL3 216 86.4 28 90.3
2DL4 250 100.0 31 100.0
2DL5 124 49.6 18 58.1
3DL1 244 97.6 31 100.0
3DL2 200 100.0 31 100,0
3DL3 200 100.0 31 100.0
2DS1 91 36.4 13 41.9
2DS2 134 53.6 14 45.2
2DS3 83 33.2 9 29.0
2DS4 238 95.2 31 100.0
2DP1 200 100.0 31 100.0
2DS5 85 34.0 16 51.6
3DS1 106 42.4 9 29.0
Bw4 179 71.6 22 71.0
C1 180 72.0 22 71.0
C2 179 71.6 24 77.4
2DL2/ C1 102 40.8 10 32.3
2DS2/ C1 100 40.0 10 32.3
2DL3/C1 153 61.2 20 64.5
2DL1/C2 176 70.4 24 77.4
2DS1/ C2 63 25.2 10 32.3
3DL1/Bw4 174 69.6 22 71.0
3DS1/Bw4 77 30.8 4 12.9

p values were not significant for any of the analyses.
C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18

Table 3. Frequency of KIR2DL2 and KIR2DS2 in the presence of its ligand HLA C1 and onset of

symptoms / age at diagnosis

Onset of symptoms / Age at diagnosis p-value* OR 95%Cl
< 18 years >18 years
(n=19) (n=12)
HLA Group C1
KIR 2DL2 3 7 0.038 7.46 1.38-40.2
KIR 2DS2 3 7 0.038 7.46 1.38-40.2
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Table 4. Frequencies (%) of C1 and C2 group in Gaucher disease relative to absence (17) and presence (14) of
polyclonal/monoclonal bands.

Polyclonal/Monoclonal bands

Ligands groups Absent Present P-value OR 95% ClI
N % N %
Cic1 2 11.8 5 35.7 NS - -
c2C2 1 5.9 8 57.1 0.007 21.3 2.18 - 208.7
cicz 14 824 1 7.1 <0.001 0.016 0.002 - 0.179

NS: not significant; C1C2:
C1 group: HLA-Cw 01, 03,
C2 group: HLA-Cw 02, 04,

C1 and C2 group heterozygous;
07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04); C1C1: homozygous for C1 group;
05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18; C2C2: homozygous for C2 group.

74



ARTIGO ORIGINAL 2

Manuscrito submetido a revista Blood Cells, Molecules and Diseases

Human Leukocyte Antigens and Gaucher Disease: Is There An Association?

Filippo Vairo"%*, Pamela Portela®, Patricia H. Salim*, Mariana Jobim*, Cristina Netto®,

Alicia Dorneles!, Suzana Mittlestadt!, Luiz Fernando Jobim®, Ida Schwartz?3°

"Medical Genetics Service, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil

’Post Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Brazil

3Genetics Department, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil
*Immunology Service, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil

*BRAIN Experimental Research Group Laboratory, Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, Brazil

75



Abstract:

Background: Gaucher disease (GD) is caused by the reduced activity of lysosomal
enzyme glucocerebrosidase, which leads to the accumulation of glucocerebroside in
cells and a chronic stimulation of the immune system. GD is divided into 3 main types
according to the presence or absence of neurological involvement and to its presentation
(acute or chronic). Gaucher cells show an increase in their expression of HLA-DR
antigens on their surface, and there is an increase in levels of antigen-presenting
molecules. Over 100 diseases have already been associated to HLA antigens; however,
this association has never been studied in GD. Objectives: To analyze the variability of
HLA genes in a Southern Brazilian sample of GD patients, to compare it with controls,
and to look for associations with clinical manifestations. Methodology: Thirty-one GD
patients (24 mild, 4 moderate, and 3 severe) were included in the study. They were
typed for HLA A, B, and DR and compared to 250 healthy controls. The clinical data
were obtained from the review of medical records. Results/Discussion: There was a
significant difference in the frequency of B37 allele among patients when compared to
controls (p=0.011, OR 13.28). An association was found between DR11 (p=0.008) and
DR13 (p=0.011) alleles and the severity of the disease. DR11 allele seems to be
associated to neurologic compromise, while DR13 seems to be associated to
osteonecrosis. Conclusion: Our data suggest a possible association of HLA variants and
GD. The HLA variants must be further studied, for they seem to be a phenotype-

modifier factor for GD.

Keywords: Gaucher disease; immune system; HLA genes.
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Introduction:

Gaucher disease (GD) is the most frequent of the lysosomal disorders with an
estimated incidence of 1 in 57,000 live births worldwide (1); however, in Ashkenazi

Jews, its incidence reaches 1 in 400 live births (2).

GD is caused by mutations in both alleles of the GBA gene, which codifies the
lysosomal enzyme glucocerebrosidase (EC 3.2.1.45); this enzyme is responsible for
the hydrolysis of glucocerebroside into glucose and ceramide (3). Consequently,
there is an accumulation of glucocerebroside in macrophages, mainly in the spleen,
liver, bone marrow, and lungs, thus characterizing GD as a multisystemic disorder

with phenotypic heterogeneity.

GD type | (MIM #230800) is the most prevalent form and is more frequent in
the Ashkenazi Jewish population, although most patients with GD type | are not
Jewish. GD affects children and adults of any age, and its typical clinical
manifestations include hepatosplenomegaly, anemia, thrombocytopenia, and bone
disease. GD type Il and Il are less frequent and occur in all ethnic groups. Type |
differs from type 11 (MIM #230900) and type Il (MIM #231000) for its lack of
involvement of the central nervous system, although some studies report
neurological characteristics in type | patients that are different from those seen in
type Il or type Ill patients (4). Patients with GD who present neurological
involvement (neuronopathic GD) are classified as being type Il or type IllI,
according, respectively, to the acute or chronic nature of their disease. According to
the Brazilian Association of Patients with Gaucher Disease, there are over 600

patients diagnosed with GD in Brazil.
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Despite the already well-characterized genetic alteration and biochemical
pathways, the mechanisms by which the accumulation of substrate causes the
clinical manifestations of GD have not yet been completely determined (5, 6).
Several modifying genes, adjacent genes, transporting proteins, and environmental
factors may influence the phenotype of patients with GD (7-9), and since different
phenotypes have been described for monozygotic twins (10, 11), the search for

modifying factors is necessary.

Gaucher cells (cells that derivate from macrophages with lipid accumulation) are
20-100um in diameter, present an eccentric nucleus, and a cytoplasm with striations.
The detection of macrophage surface markers and an intense phagocytic activity
confirm the ontogeny of mononuclear phagocytes. The accumulation of
glucocerebroside in macrophages leads to a change in cellular phenotype (12);
macrophages show an increase in the expression of HLA-DR antigens on their
surface (13). It is speculated that alterations in the function of macrophages (due to
the accumulation of glucocerebroside) in GD patients contribute to the disorder,

especially to hepatosplenomegaly and bone compromise (14).

GD is the lysosomal disease that has the greatest involvement of the immune
system, so much so that one of the existing hypothesis to explain the phenotypic
expression of this disorder is the existence of a chronic stimulus of the immune
system (15). A piece of evidence is the presence of elevated levels of antigen-
presenting molecules, including class I MHC molecules (16), which comprises the

HLA class 1.

The HLA (Human Leukocyte Antigen) system is divided in class I, 1I, and III,

located in region 6p21.3, comprising more than 200 genes (17). Class | antigens
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(HLA A, B, and C) are expressed in almost all cells except erythrocytes and
trophoblasts. Class Il antigens (HLA DR, DQ, DP) are expressed in antigen-
presenting cells, such as monocytes and dendritic cells. The region of class 111 does
not contain HLA genes, but several genes of immunological importance are located

in this region as components of the complement system and cytokines (18, 19).

The first associations of the HLA system with autoimmune diseases, such as
HLA-B27 with ankylosing spondylitis (20) and HLA-DR4 with rheumatoid arthritis
(21), date from over 30 years ago. Since then, more than 100 diseases have already
been associated to HLA genes. Their polymorphisms are relevant to the auto and
hetero recognition by T cells, besides the processing and presentation of infectious

agents, infected cells, or cells with somatic mutations (22).

Methodology:

The study sample comprised 31 patients (from 28 unrelated families) with a
biochemical and molecular diagnosis of GD followed at the State Reference Center for
Gaucher disease of Rio Grande do Sul, Brazil, since 2003. Of these 31 patients, 28 were
receiving enzyme replacement therapy (ERT) with imiglucerase (n=23) or taliglucerase
alfa (n=5). All patients were European descendants, had been born in the South region
of Brazil, and denied Ashkenazi Jewish descent. Patients (or the legal guardians of
patients under the age of 18) provided written informed consent for participation in the
study, and clinical, biochemical, and radiological data were collected by means of a
chart review. The study was approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Research Ethics Committee.
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The following clinical parameters were assessed: age at onset of symptoms
(when available) or age at diagnosis; increased GD severity score index (SSI) (23)
during follow-up (use of this score was implemented at our service in 2007; therefore,
patients diagnosed in previous years have no record of pretreatment SSI scores);
presence of osteopenia or osteoporosis (as assessed by bone density scanning) or
osteonecrosis (as diagnosed on plain radiographs) on at least one occasion;
hyperimmunoglobulinemia; and presence of polyclonal or monoclonal bands on serum
protein electrophoresis.

The control sample was obtained from 250 healthy bone marrow donors
registered in the National Registry of Bone Marrow Donors (REDOME in the
Portuguese abbreviation); controls were European descendants and from the state of Rio

Grande do Sul, Brazil.

HLA Typing

Leukocytes were isolated by centrifuging from the peripheral blood collected in
a tube with EDTA. The DNA of the sample was extracted using the salting-out method
(23). DNA amplification was done using the polymerase chain reaction technique
(PCR). For the HLA A, B, and DR typing, the PCR-SSO technique (Sequence Specific
Oligonucleotides, One Lambda Inc.) and the automatized system with Luminex®
technology (24) were used. Ambiguities were solved using the PCR-SSP technique

(Sequence Specific Primers) (25).

Statistical Analysis
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Comparison of the HLA A, B and DR genes frequencies between the patient
group and the control group was done by Pearson y2 with continuity correction, and
Fisher’s exact test was employed in a few where the expected difference between the
two groups was small. Odds ratios (OR), confidence intervals (95% CI), and
significance values (p<0.05) were calculated using SPSS for Windows version 16.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). The number of genes used was adjusted with the Bonferroni

correction.

Results:

The clinical and demographic characteristics of patients are presented in Table 1.
The comparison of frequencies of the HLA A (Table 2), HLA B (Table 3), and HLA DR
(Table 4) genes between patients and controls showed a single significant difference in
the frequency of allele HLA B37.

An association between HLA DR11 and HLA DR13 alleles and disease severity
(Table 5) was found when the frequency of specific alleles of HLA genes in the group of
patients with GD was compared with the clinical and demographic data.

The comparison of the remaining clinical and demographic variables with the

frequencies of the HLA genes did not show any statistical significance.

Discussion:

Gaucher disease is the most prevalent of the lysosomal disorders and the one that
presents the greatest involvement of the immune system (26). The main hypothesis is

that the accumulation of glucocerebroside in the lysosomes of macrophages leads to a
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persistent inflammatory stimulation; however, the exact mechanism through which this
happens remains unclear. One the factors possibly related to this is the compromise of
the antigenic presentation of class | and class 11 HLA molecules that happens due to this
accumulation (16).

We decided to analyze variants of HLA genes in our cohort of patients, given
that there are descriptions of phenotypic variability in monozygotic twins with GD (10).
This led us to believe that genes related to the immune system may be phenotype
modifiers in GD.

The frequency of allele HLA B37 found in our patients was 12 times higher
when compared to controls. It should be pointed out that the HLA system is highly
polymorphic and that many alleles present linkage disequilibrium; therefore, it cannot
be inferred that this allele alone is associated to GD. This allele has already been
associated to the development of psoriasis in young age patients in other populations
(27). So far, none of our patients have presented this disease.

One of our patients presented allele HLA B27, which is known to be related to
ankylosing spondylitis. Studies show that up to 95% of the patients with this disorder
carry this allele and they are diagnosed earlier (28). Consequently, this patient will be
regularly evaluated due to the possible ocular and vertebral complications caused by
ankylosing spondylitis. So far, this patient has not presented any related symptoms.

An interesting finding of our study was the association of alleles DR11 and
DR13 with the severity of GD. All our patients with GD type Il (from 2 unrelated
families — DR11 was the only allele shared by them), 1 patient with mild GD type | and
possible cognitive delay, as well as 1 patient with moderate GD type | who presented
cerebellar symptoms and tremors as a side effect in an attempt to use substrate reduction

therapy (an effect that has already been described in other patients) presented allele
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DR11. Therefore, one hypothesis is that this allele is associated to neurological
compromise in patients with GD or to a predisposition to the development of
neurological side effects with the use of substrate reduction therapy. This allele has
already been related to a predisposition for the development of thyroid neoplasia (29),
systemic sclerosis (30), and low production of antibodies against the hepatitis C virus
(31), which none of this characteristics were found in our patients.

Three of 4 patients with moderate GD type | presented allele DR13. All patients
presented osteonecrosis; 2 of them had already undergone arthroplasty, and one other
presented significant functional limitations; therefore, this allele may be associated to
the bone compromise seen in these patients. The other 3 patients who presented this
allele had mild disease, presented symptoms before the age of 10 years, and started
treatment early; as a result, this may have prevented the evolution of bone disease in
these patients. DR13 allele has already been associated both to a better viral clearance
for hepatitis B and C (32) and to the susceptibility to the development of uveitis in
patients with juvenile rheumatoid arthritis (34). This was important because one of the
patients that had this allele did not serum convert for hepatitis B, even after 6
vaccination doses; this patient may be somehow protected against the virus.

This is the first study relating variants of HLA genes to GD. Despite the present
limited patient sample and considering the great variability, with several genotypic
profiles of this genic system, our data suggest the existence of a possible association
between the HLA genes and the phenotypic variability of GD, thus corroborating to the
significant immune involvement seen in this disorder. Therefore, they should be further

studied in other patient cohorts, since they can be considered modifying factors of GD.
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Tables:

Table 1. Clinical and demographic features of Gaucher disease patients included in the present study

Patients
(n=31)

Gender (female:male)

Mean age + SD (years)
Mean time of treatment = SD (years)

Mean age of onset of symptoms # SD (years)”

Disease severity (SSI)*

Hyperimmunoglobulinemia
Monoclonal / Policlonal bands on protein electrophoresis
Osteopenia / Osteoporosis

Osteonecrosis

Mild (0-10)
Moderate (11-25)
Severe (>25)

13:18
30.87 £15.3
9.0+6.4
37.5+16.7
24
4
3
24
14
18
9

¥ According to Zimran et al 1992; SD: standard deviation

*When not available, age at diagnosis was considered.

Table 2. Comparison of HLA-A allele frequencies in patients and

controls

Controls Gaucher Disease

(n=250) (n=31)

n % N %

A*01 49 19.6 6 19.4
A*02 120 48.0 19 61.3
A*03 55 22.0 9 29.0
A*11 32 12.8 6 194
A*23 12 4.8 1 3.2
A*24 44 17.6 4 12.9
A*25 12 4.8 3 9.7
A*26 16 6.4 2 6.5
A*30 16 6.4 1 3.2
A*31 23 9.2 2 6.5
A*32 16 6.4 1 3.2
A*33 10 4.0 1 3.2

*p values were not significant.
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Table 3. Comparison of HLA-B allele frequencies in patients and

controls
Controls Gaucher Disease
(n=250) (n=31)

n % N %
B*07 21 8.4 5 16.1
B*08 44 17.6 2 6.5
B*13 14 5.6 2 6.5
B*15 32 12.8 5 16.1
B*18 26 10.4 4 12.9
B*27 16 6.4 1 3.2
B*35 55 22.0 10 32.3
B*37* 2 0.8 3 9.7
B*38 17 6.8 1 3.2
B*39 8 3.2 3 9.7
B*40 17 6.8 1 3.2
B*44 a7 18.8 7 22.6
B*45 14 5.6 1 3.2
B*48 2 0.8 1 3.2
B*49 21 8.4 1 3.2
B*50 9 3.6 2 6.5
B*51 55 22.0 4 12.9
B*52 2 0.8 1 3.2
B*55 10 40 1 3.2
B*57 20 8.0 1 3.2
B*58 7 2.8 2 6.5

#p=0.011; OR=13,28; 95%CIl 2,12-82,9
*the other p values were not significant.

Table 4. Comparison of HLA-DR allele frequencies in

patients and controls

Controls Gaucher Disease
(n=250) (n=31)
n % N %
DRB1*01 35 14.0 5 16.1
DRB1*03 74 29.6 6 19.4
DRB1*04 77 30.8 6 19.4
DRB1*07 73 29.2 4 12.9
DRB1*08 22 8.8 3 9.7
DRB1*10 12 4.8 1 3.2
DRB1*11 52 20.8 8 25.8
DRB1*12 6 2.4 3 9.7
DRB1*13 66 26.4 6 20.0
DRB1*14 13 5.2 5 16.1
DRB1*15 27 10.8 7 22.6

*p values were not significant.
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Table 5. Relation of disease severity, HLA DR11 and HLA DR13

Disease severity

Mild Moderate Severe P-value*
(n=24) (n=4) (n=3)
HLA DR*11 16.7% 25.0% 100% 0.008
HLA DR*13 12.5% 75.0% 0% 0.011
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CONCLUSOES

Objetivos primarios

1 - Verificar a existéncia de variantes de genes KIR e de combinacdes de variantes
KIR-HLA associadas a gravidade do fendtipo clinico dos pacientes com doenca de

Gaucher do Centro de Referéncia Estadual do Rio Grande do Sul.

Quanto a caracterizagdo do envolvimento imune a partir da analise de variantes
dos genes KIR e HLA, foi possivel determinar que ha variantes dos genes KIR
relacionadas ao desenvolvimento tardio da doenga (KIR2DS2 e KIR2DL2 associadas ao

seu ligante HLA-C1).

2- Avaliar a relacéo da tipagem do MHC de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e de
classe Il (HLA-DR) com caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes com

Doenca de Gaucher do Centro de Referéncia Estadual do Rio Grande do Sul.

Foi possivel determinar que ha variantes dos genes HLA relacionadas ao
desenvolvimento de alteracdo em eletroforese de proteinas (HLA-C2), o que pode
ser fator de risco para o desenvolvimento de mieloma multiplo, uma doenga com
frequéncia elevada em pacientes com DG.

A variante HLA DR11 foi associada ao comprometimento neuroldgico tanto em

pacientes com DG tipo Ill, quanto em pacientes com DG tipo | leve com déficit
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cognitivo e paciente que apresentou efeitos colaterais neuroldgicos na tentativa de
utilizacdo de terapia de reducéo de substrato.

Pacientes com DG tipo | moderado e que apresentaram osteonecrose, com inicio
tardio de terapia de reposicdo enzimatica, apresentaram a variante HLA DR13,
enquanto pacientes com DG tipo | leve, com inicio precoce de tratamento, nao

desenvolveram osteonecrose.

Objetivo secundario: Avaliar a frequéncia das variantes dos genes HLA e KIR
de pacientes com Doenca de Gaucher acompanhados no Centro de Referéncia Estadual

do Rio Grande do Sul e compara-los com controles.

N&o encontramos diferencas entre as frequéncias de variantes dos genes KIR
entre pacientes com DG e controles, porém a variante HLA B37 é mais frequente em

nossa amostra de pacientes do que em controles saudaveis.

92



CONSIDERACOES FINAIS / PERSPECTIVAS

A DG ¢é a mais frequente das doencas lisossdbmicas, com aproximadamente 600
pacientes diagnosticados em nosso pais. Apesar do ndmero limitado, hd um grande
interesse na avaliagdo e otimizacdo do tratamento desses pacientes devido as
comorbidades associadas a doenca e ao alto custo para o SUS da medicagéo especifica.

Encontramos associagdo de variantes dos genes KIR e seus ligantes com idade
de aparecimento dos sintomas em pacientes com DG, além de associacdo com
comorbidades como alteracdo na eletroforese de proteinas o que pode ser fator de risco
para desenvolvimento de mieloma maltiplo. Além disso, alguns gendtipos KIR ja foram
associados a doencas frequentes em pacientes com DG e outras que podem mascarar
insucessos terapéuticos, como a trombocitopenia auto imune.

Com a publicacdo de casos de gémeos monozigo6ticos com fenotipo variével,
cada vez mais ha interesse no estudo dos mecanismos imunogenéticos das doencas
lisossdmicas, em especial a DG. Cabe ressaltar que o estudo da associagdo entre
variantes dos genes KIR e HLA e Doenca de Gaucher é inovador e pode estimular a
busca de novos genes modificadores de fendtipo relacionados ao sistema imune.

Nosso grupo espera ampliar a amostra de pacientes com DG, possivelmente com
pacientes de outros centros no pais e/ou exterior para corroborar nossos achados. O
grupo liderado pelas Profa. Maria Clara S& Miranda e Profa. Fatima Macedo do
Instituto de Biologia Molecular e Celular (IBMC) no Porto, Portugal, ja demonstram
interesse na analise de seus pacientes.

Em virtude da hipdtese de que variantes dos genes HLA possam estar envolvidas
na patogénese do mieloma multiplo, esperamos estudar pacientes com essa doenca em

busca de sua associacdo com o grupo C2 do complexo HLA-C. Além disso, esperamos
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estimular outros grupos a estudar tais genes em suas coortes de pacientes de pacientes
com DG ou outras doengas lisossémicas e colaborar para a elucidacdo dos mecanismos
imunes e genéticos envolvidos na DG contribuindo para o delineamento de estratégias
baseadas em evidéncia para monitorizacdo, acompanhamento e tratamento das

alteracdes apresentadas pelos pacientes.
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APENDICES

Apéndice | - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
e Projeto: Estudo abrangente sobre o envolvimento do sistema imune na doenca de Gaucher:
analise de citocinas, de variantes dos genes HLA e KIR e de sua associagdo com o Mieloma
Multiplo
e Pesquisador Responsavel: Ida Vanessa D. Schwartz, Departamento de Genética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, e Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Rua Ramiro Barcelos 2350, Porto Alegre-RS. Tel: 51-33598011.

Paciente:

Prezado paciente ou responsavel,

Esta pesquisa tem por objetivo a obtencdo de informacGes relativas ao sistema imunolégico de
pessoas com Doencga de Gaucher e as alteragcBes presentes nesse sistema. Nossa intencdo € ajudar a
entender porque acontecem certas complica¢des nessa doenga.

Para que estas informacdes sejam obtidas sera necessario que vocé (paciente) seja submetido a
coleta de:

- 5 mL de sangue para a analise de dosagem de citocinas

- 5 mL de sangue para a analise de genes envolvidos na regulacdo do sistema imunoldgico;

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdao semelhantes aos riscos envolvidos
na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local da coleta). O
desconforto e os riscos associados a estas avaliacdes serdo minimizados pela realizacdo da coleta por
profissional treinado.

Em relagdo ao armazenamento e utilizacdo de algum material que tenha restado apds a

realizacdo dos exames previstos neste estudo, vocé declara que autorizou (marcar com X):
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() que este material podera ser armazenado e podera vir a ser utilizado em estudos futuros

(desde que voceé revise e assine o termo de consentimento de tais estudos futuros).

() que este material ndo podera ser armazenado e ndo podera vir a ser utilizado em estudos
futuros. O material coletado devera ser utilizado somente neste estudo, e 0 material que sobrar ndo devera

ser armazenado.

Cabe salientar que esta pesquisa ndo tem como finalidade imediata uma melhora para os
pacientes. Pode, entretanto, contribuir para um melhor entendimento desta doenca, o qual, no futuro,
pode levar ao desenvolvimento de uma terapia mais efetiva. N&o existe um prazo exato ou estipulado
para que vocé receba os resultados dos exames realizados nesta pesquisa, mas estes lhes serdo
informados assim que estiverem disponiveis. Vocé pode optar por ndo saber o resultado dos testes

quando estes estiverem disponiveis.

DUVIDAS

Se vocé tiver alguma ddvida em relacdo a pesquisa, pode contatar o pesquisador responsavel

por esta pesquisa, no endereco e telefone que constam no inicio deste Termo de Consentimento.

AUTORIZACAO PARA PERMITIR PESQUISA DOS REGISTROS MEDICOS

Vocé tem direito a privacidade. Os resultados deste estudo poderdo ser publicados, mas 0 seu
nome nao sera revelado e todo esforco serd feito que a sua identidade nédo seja revelada. Por meio deste
termo, vocé autoriza que os pesquisadores envolvidos neste estudo pesquisem 0s seus registros médicos a

fim de obter as informacGes necessarias para a realizacdo desta pesquisa.

RECUSA OU DESCONTINUACAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participacdo no estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do estudo, isto ndo
afetard em nada o seu tratamento no seu hospital. A sua participacdo pode também ser interrompida a

qualquer momento por vocé mesmo (a). Em qualquer caso, vocé ndo sera penalizado (a).
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Pelo presente termo, vocé declara que foi informado(a), de forma clara e detalhada, sobre a
presente pesquisa, e que teve suas davidas esclarecidas por

. Declara ter sido esclarecido que nédo recebera

nenhuma remuneracgéo financeira pela participacdo no estudo. Declara que foi informado da garantia de
receber resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de ndo
participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da participacdo. Além disso,

declara que recebeu copia deste termo de consentimento.

Data: [/

Paciente/assinatura:

Responsavel legal/assinatura:

Eu expliquei a 0s objetivos, riscos, beneficios e

procedimentos necessarios para esta pesquisa, € entreguei copia deste termo de consentimento para o

mesmo.

Data: / /

Nome/assinatura:
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Apéndice Il — Ficha de coleta de dados

Data de preenchimento:

Responsavel:

Familia:

Genotipo GBA:

Genotipo quitotriosidase:
Tipo de DG:

Paciente:
Data de nascimento : / /
Sexo: () masculino
() feminino
Naturalidade:
Ascendéncia:

Historia familial (construir heredograma no verso, incluindo informacges sobre
historia de D. Parkinson, mieloma multiplo e outras neoplasias na familia):
-Consanguinidade parental: ( )sim ( )ndo () n&oinformada

-Outros afetados na familia?
() Sim. NUmero e grau parentesco:

() Néo
() Néo informado

Idade de inicio da sintomatologia:

Manifestagdes clinicas iniciais:

Desenvolvimento neuropsicomotor:

Idade de aquisicdo Idade de perda
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sustento cefalico

sentar sem apoio

caminhar sem apoio

palavras com no minimo
duas silabas

formar frases

Escolaridade/ profissao:

Internacdes hospitalares (data, motivo):

Procedimentos cirurgicos (data, procedimento, intercorréncias):

Doencas cronicas? Sim () Quais?

N&o ( )

99




Faz uso de alguma medicacéo? Qual? Data de inicio e motivo

Data de diagnostico:
Atividade da glicocerebrosidase: em leucdcitos VR:
Em fibroblastos VR:

Tratamento especifico

() Terapia de reposicdo enzimatica com imiglucerase

Idade de inicio:

Dose inicial:

Dose atual:

Intercorréncias: ( ) Nao

() Sim

() Terapia de inibicéo de sintese de substrato. Nome:

Idade de inicio:

Dose inicial:

Dose atual:

Intercorréncias: () Nao

() Sim

() Outro

Idade de inicio:

Dose inicial:
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Dose atual:

Intercorréncias: () Nao

() Sim

Ultimo exame fisico:

-data:

-idade:

-peso:

-comprimento/altura:

-dor?

-epistaxe, equimoses?

-hepatomegalia?

-esplenomegalia?

-alteracGes neuroldgicas?

-tremor?

-estrabismo?

-cifose?

-marcha:

-outros:

Preencher planilhas das avaliacdes laboratoriais
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Planilha 1 — Avalia¢do hematologica/bioguimica

Bil | BIil TP
Direta | Ind. | atividade Escore de
Data Leuc Neutr Lfct Plag Ht Hb Ferritina | AST ALT GGT FA LDH Vit B12 Quito Tanner Dose U/kg | gravidade
Planilha 2 — Avaliacdo imunoglobulinas/eletrofores proteinas
Eletroforese de proteinas Alteracéo
Data Data El. | Proteina
Exame IgA IgE 19G IgM Prot total Albumina | Alfal | Alfa2 | Beta | Gama
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Planilha 3 — Densitometria 6ssea

Valor
Data Regido (g/cm?) [ Escore T *
Planilha 4 — Imagem do abdémen
Eco ou Volume Volume
i [v) [0)
Data Tomo? Figado (cm3) Figado Laudo Exame Yopeso Bago(cm3) baco Laudo exame |  %peso Peso (Kg)
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Planilha 5 — RX de 0ssos

Data/
n° RX

Local
RX

Regides
Anatdmicas

Densidade
Ossea

Osteolise
medular e
ou cortical
endosteal

Fratura
atual

Fratura
passada

Necrose
Asséptica
da cabeca
do Fémur

atual

Necrose
Asséptica
da cabeca
do Fémur

passada

Outras
Osteonecrose
epifiaria

Infarto
Medular

Osteomielite

Expanséo
metafisiaria
femoral

Expanséo
metafisiaria
outros 0ssos

Prétese
articular

Vértebra
biconcava

Vértebra
cuneiforme
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