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RESUMO

A mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) ou Sindrome de Maroteaux-Lamy, é uma
doenca autossémica recessiva causada pela deficiéncia da enzima lisossomal N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (ARSB), a qual resulta no armazenamento
lisossbmico de dermatan sufato em varios tecidos e 6rgaos, dando origem a uma
condigao clinica de espectro variavel, desde formas mais graves até formas mais
atenuadas. O acumulo de substrato ndo degradado causa um importante
comprometimento &sseo, problemas respiratérios, baixa estatura e outros
problemas, afetando os olhos, o coragao e outros 6rgaos. Embora a sindrome de
Maroteaux-Lamy nao tenha uma incidéncia definida no Brasil, € reconhecido que, no
nosso meio, € muito mais frequente do que em outros paises e regides. Ela é
particularmente frequente no municipio de Monte Santo (Bahia), de
aproximadamente 50.000 habitantes e onde ja foram registrados 13 casos da
doenca. O diagndstico é importante porque existe hoje um tratamento especifico
para a doenga, a terapia de reposigdo enzimatica (TRE), que vem mostrando bons
resultados, especialmente quando iniciada em idade precoce. Descrevemos neste
trabalho uma adaptacdo para microplacas da medida fluorimétrica da atividade de
ARSB, e uma nova metodologia de analise molecular, ambas padronizados para
sangue total impregnado em papelfiltro (STIPF). Essas técnicas foram
desenvolvidas para incluir um teste de triagem neonatal para MPS VI, realizado nas
amostras coletadas para o “teste do pezinho” nos neonatos do municipio de Monte
Santo. Esses métodos permitem a detecgdo de pacientes com MPS VI e dos
portadores da mutagao especifica que parece ser responsavel pela alta incidéncia
de MPS VI nessa localidade, uma vez que todos os pacientes la diagnosticados
apresentavam a mesma mutagdo (p.H178L) em homozigose. O trabalho foi
desenvolvido em trés etapas: na primeira foi realizada a padronizagao das técnicas
em 100 amostras de STIPF; na segunda foi feito um teste-piloto com amostras de
neonatos de Monte Santo, para avaliacdo das técnicas padronizadas e para o
estudo de termoestabilidade em controles higidos; na terceira foram analisadas
amostras de STIPF de neonatos provenientes de Monte Santo pelos dois métodos
(bioquimico e molecular). A padronizagéo para realizagdo da medida fluorimétrica da

atividade enzimatica de ARSB em microplacas indicou que o método € sensivel,



permitiu diferenciar os valores da populagdo normal dos valores dos pacientes
afetados e possibilitou a identificagdo segura de pacientes com MPS VI. Nas
padronizagdes da analise molecular da mutagcao p.H178L em STIPF foi possivel
diferenciar os individuos normais, heterozigotos e homozigotos. Os resultados
preliminares disponiveis indicam que o protocolo de triagem neonatal para MPS VI
desenvolvido no presente trabalho podera ser facilmente incorporado por
laboratérios de referéncia, contribuindo para a deteccéo e tratamento precoce dos

pacientes afetados por MPS VI.

Palavras-Chave: Mucopolissacaridose VI, Sindrome de Maroteux-Lamy, Doenca
Lisossébmica, Glicosaminoglicanos, Sangue Total Impregnado em Papel-Filtro,

Triagem Neonatal



ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI) or Maroteux-Lamy syndrome, is an
autosomal recessive disorder caused by deficiency of the lysosomal enzyme N-
acetylgalactosamine-4-sulfatase (ARSB), which results in lysosomal storage of
dermatan sufate in various tissues and organs and leads to a variable clinical
spectrum, including more severe and attenuated forms. The accumulation of
undegraded substrate causes bone involvement, respiratory problems and short
stature, among other signs and symptoms, affecting the eyes, heart and other
organs. Although the Maroteaux-Lamy syndrome does not have a defined incidence
in Brazil, it is recognized that in our environment it is much more frequent than in
other countries and regions. It is particularly frequent in the municipality of Monte
Santo (Bahia) approximately 50,000 inhabitants and where there have already been
13 cases of the disease. The diagnosis is important because today there is a specific
treatment for the disease, enzyme replacement therapy (ERT) which has shown
good results, especially when started at an early age. We describe herein the
standardization of the microplate fluorometric method for the ARSB test and a new
methodology of molecular analysis, both adapted for dried blood spots (DBS)
samples. These techniques were developed for inclusion of MPS VI in the newborn
screening program that already tests the neonates of the city of Monte Santo, Bahia,
Brasil for metabolic diseases. The methods were developed to detect patients with
MPS VI and also for carriers, once the disease seems to have a high incidence
(around 1:5.000) at this location. Also, all patients that have already been diagnosed
in this city presented the same mutation (p.H178L) in homozygosis. The study was
conducted in three stages: in the first was performed in 100 DBS samples an
standardization of the techniques; in the second was done a pilot test with samples of
newborns of Monte Santo, for the evaluation of standardized techniques and for the
thermostability study in healthy controls; in the third were analyzed newborns
samples from Monte Santo for both biochemical and molecular methods.
Standardization on microplate for fluorimetric enzyme activity of the ARSB showed
the assay sensitivity, differentiating values between normal and affected and allowing
a reliable detection of patients with MPS VI. On the standardization for molecular

analysis in DBS it was possible to differentiate the results for normal individuals,



heterozygous and affected for the mutation p.H178L. The preliminary results
available indicate that the protocol of neonatal screening for MPS VI developed in
this work can be easily incorporated by reference laboratories, contributing to the

detection and premature treatment of MPS VI affected patients.

Key Words: Mucopolysaccharidosis VI, Maroteux-Lamy Syndrome, Lysosomal

Storage Diseases, Glycosaminoglycans, Dried Blood Spots, Newborn Screening.
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1 INTRODUGAO

A sindrome de Maroteaux-Lamy ou Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) é
uma doenga autossdmica recessiva, causada por um defeito intralisossomal que
afeta a degradacdo do glicosaminoglicano (GAG) dermatan sulfato, sendo o
diagndstico usualmente confirmado pela deficiéncia na atividade da enzima N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (arilsulfatase B — ARSB) em leucécitos. O acumulo
dos GAGs é responsavel pelas caracteristicas fenotipicas da doenca (Neufeld e
Muenzer, 2001; Schwartz et al., 2001).

Pacientes com MPS VI clinicamente apresentam baixa estatura, dismorfismo
facial, opacidade de cdrnea, otite média recorrente, pneumonia, doenga obstrutiva
das vias aéreas, valvulopatia cardiaca, esplenomegalia, hérnia umbilical e inguinal,
rigidez e contraturas articulares e anormalidades esqueléticas. A inteligéncia normal
€ preservada neste tipo de MPS (Azevedo et al., 2004).

O gene da ARSB esta localizado no brago longo do cromossomo 5, na regiao
5913.3 — 5q14.1 (Litjens et al., 1989). A maioria dos alelos mutantes esta presente
em somente um ou poucos pacientes, indicando uma grande heterogeneidade
alélica da MPS VI (Litiens & Hopwood, 2001).

No Municipio de Monte Santo, localizado no interior do estado da Bahia, tém
sido diagnosticadas diversas doengas genéticas (autossbmicas recessivas,
dominantes, defeitos congénitos e disturbios multifatoriais) que estdo sendo
amplamente estudadas em seus variados aspectos. A MPS VI apresenta uma alta
incidéncia nessa regiao (ao redor 1:5000).

Por este motivo, foi desenvolvido o presente projeto com o objetivo de
padronizar métodos bioquimicos e moleculares para triagem neonatal de MPS VI em
amostras de sangue total impregnado em papel filtro (STIPF). A inclusdo dessa
triagem nos recém-nascidos da regido possibilita um diagndstico precoce e a
detecgdo de portadores da doenga através de técnicas de facil coleta e transporte
das amostras. Com o diagnostico neonatal seria possivel dar inicio ao tratamento
precoce e assim possibilitar um melhor prognéstico e consequentemente uma

melhor qualidade de vida para os pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um grupo de doengas
geneticamente determinadas, decorrentes de deficiéncia em alguma via metabdlica
que esta envolvida na sintese, transporte ou na degradagdo de uma substancia. As
manifestagdes clinicas podem ser decorrentes do acumulo do substrato de uma
reacao, da falta de produto dessa mesma reacédo e ainda do acumulo de uma
substancia originada de via metabdlica alternativa.

As doencgas metabdlicas quando consideradas isoladamente apresentam uma
incidéncia pequena de cerca de 10% de todas as doengas genéticas, sendo que a
maioria dessas doengas tem heranga autossdmica recessiva. Esse percentual
corresponde a cerca de 500 disturbios conhecidos (Sanchez et al., 2006), ocorrendo
aproximadamente em 1/5000 nascidos vivos (Souza et al., 2002).

O termo EIM foi descrito em 1908 por Archibald Garrod, para se referir a
algumas situagdes clinicas. A primeira doencga estudada foi a alcaptonuria (aumento
da excregado do acido homogentisico), que leva a artrite, e a urina fica escura apos
algumas horas em contato com o ar. Posteriormente descreveu o albinismo,
cistinuria e a pentosuria, que também deveriam ser EIM. Esses disturbios foram
atribuidos a atividade deficiente ou ausente de uma enzima responsavel por um
passo especifico de uma rota metabdlica, cujo bloqueio levava ao acumulo do
substrato e/ou falta do produto (Husny e Fernandes-Caldato, 2006).

Os EIM sao classificados em trés grupos (Husny e Fernandes-Caldato, 2006):
Grupo 1: defeito na sintese ou catabolismo de moléculas complexas. Exemplo
Doencas Lisossbmicas
Grupo 2: defeito no metabolismo intermediario. Exemplo aminoacidopatias.

Grupo 3: defeito na produgcdo ou utilizagdo de energia. Exemplo Defeitos
Mitocondriais.
Em 1982, foi criado no Servico de Genética Médica (SGM) do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA) o Laboratério Regional de Erros Inatos do
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Metabolismo (LREIM). Atualmente o LREIM é um centro de referéncia nacional para
o diagnostico de EIM.

2.2 DOENGAS LISOSSOMICAS

As doencas lisossdbmicas (DL) s&do um grupo dos EIM e resultam da deficiéncia
de alguma enzima especifica, ativador protéico ou proteina de transporte,
conduzindo ao acumulo dos substratos no lisossomo (organelas citoplasmaticas que
compdem o aparelho digestivo das células) e provocando mudangas bioquimicas
especificas e sintomas caracteristicos (Targer et al.,1984).

As DL sdo doengas progressivas, graves e incuraveis, apresentam um risco de
25% em cada gestagao para os casos de herancga autossémica recessiva. No caso
de heranga recessiva ligada ao cromossomo X, o risco é de 50% para os individuos
do sexo masculino. Na maioria delas, o diagndstico permite apenas medidas
preventivas, tais como o aconselhamento genético, a detec¢cdo de heterozigotos e o
diagnostico pré-natal (DPN).

De acordo com o tipo de substrato que se acumula, as doencgas lisossdmicas
podem ser classificadas em diferentes grupos, tais como as esfingolipidoses, as

glicoproteinoses e as mucopolissacaridoses.

2.3 MUCOPOLISSACARIDOSES

As mucopolissacaridoses (MPS) s&o doengas graves que comprometem o
desenvolvimento de forma importante. Clinicamente, as MPS apresentam muitos
achados em comum, como O curso cronico e progressivo, o comprometimento
multissistémico, principalmente esquelético, cardiopulmonar, da cornea, do figado,
do bacgo, do cérebro e das meninges (Azevedo et al., 2004), o que permite uma
suspeita diagndstica inicial (Dangel, 1998).

As manifestagdes clinicas sdo em geral variaveis, existindo formas atenuadas

e formas graves. O acumulo de heparan sulfato, que é um componente das células
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do tecido nervoso, leva a sintomas predominantemente neurolégicos, como o que
ocorre nas sindromes de Hurler, Hunter e Sanfilippo. As valvulopatias e as
cardiomiopatias sdo mais frequientes e mais graves nas MPS em que ha acumulo de
dermatan sulfato, como ocorre nas sindromes de Hurler, Hunter e Maroteaux-Lamy.

De uma maneira geral, a degradagado dos glicosaminoglicanos (GAGs) nos
lisossomos € iniciada por endoglicosidases, como a hialuronidase, que rompe as
cadeias longas de polissacarideos em unidades menores. Apds esta degradacgéao
limitada, os fragmentos sdo novamente degradados por hidrélises sequenciais das
terminagdes ainda nao reduzidas (Neufeld e Muenzer, 2001). Esta segunda etapa é
realizada por hidrolases lisossomais, especificas para cada tipo de unido. A
auséncia da enzima responsavel neste processo leva a um acumulo intralisossomal
de moléculas de GAGs incompletamente degradados, interferindo no funcionamento
normal dos lisossomos.

De acordo com o residuo de agucar, o tipo de ligagao existente entre eles e o
numero e localizagdo dos grupos sulfatos, podemos encontrar cinco diferentes
grupos: condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato (DS), heparan sulfato (HS), acido
hialurdnico e queratan sulfato (QS) (Byers et al., 1998).

A classificagdao atual das MPS engloba 11 tipos diferentes de defeitos
enzimaticos, correspondendo a nove fendtipos clinicos: Hurler, Hurler-Scheie,
Scheie, Hunter, Sanfilippo, Morquio, Maroteaux-Lamy, Sly e Natowicz. Cada defeito
enzimatico pode condicionar fendtipos diferentes ao mesmo tempo em que
diferentes defeitos enzimaticos podem produzir um fendtipo similar (Neufeld e
Muenzer, 2001), como pode ser visualizado no Quadro I.
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QUADRO 1. Classificacao das mucopolissacaridoses (adaptada de Neufeld &
Muenzer, 2001)

) GAGs na Localizacao
Tipo de MPS | Ep6nimo | Heranga ] Enzima Deficiente
urina do gene
| grave Hurler AR DS + HS a-L-lduronidase 4p 16.3
I Hurler-
. o . AR DS + HS a -L-lduronidase 4p 16.3
intermediaria Scheie
| atenuada Scheie AR DS + HS a -L-lduronidase 4p 16.3
Hunter
Il RLX DS + HS | Iduronato sulfatase Xq28
(grave)
Hunter
| RLX DS + HS | lduronato sulfatase Xq28
(atenuada)
Sanfilippo Heparan-N-
A AR HS 17925.3
A sulfatase
Sanfilippo a -N-Acetil-
B AR HS . o 17921
B glicosaminidase
Acetil-CoA:a-
Sanfilippo
Il C c AR HS glicos. 8p11.1
acetiltransferase
Sanfilippo N-acetilglicosamina
D AR HS 12914
D 6-sulfatase
Galactose-6-
IV A Morquio A AR QS 16924.3
sulfatase
IV B Morquio B AR QS B-galactosidase 3p21.33
Maroteaux-
Vi AR DS Arilsulfatase B 5q13-q14
Lamy
VII Sly AR DS + HS B-glicuronidase 7921.11
Acido
IX Natowicz AR . Hialuronidase 3p21.1-p21.3
hialurénico

AR = Autossdmica Recessiva; RLX = Recessiva ligada ao X; DS = Dermatan
Sulfato; HS = Heparan Sulfato; QS = Queratan Sulfato.
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As MPS sao herdadas de forma autossémica recessiva (Fig. 1) com excegao
da MPS tipo Il que ¢é ligada ao cromossomo X (Neufeld et al, 2001).

ﬁ
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& lim
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| 1a’|'.."@
¢ ¢ ¢ ¢

Figura 1. Forma de Heranca Autossdmica recessiva

(http://www.unifesp.br/centros/creim/tiposheranca.html)

O diagnéstico clinico da mucopolissacaridose € feito, normalmente, por um
geneticista, apdés o encaminhamento por outro médico. Em caso de suspeita clinica
de MPS os exames sdo realizados primeiro na urina, servindo de direcionamento
para a investigacdo da doencga (Schwartz et al., 2001). Para investigar a presencga de
mucopolissacariduria sao utilizados exames quantitativos, como 1,9-dimetil-
metileneblue (DMB). Testes qualitativos, cromatografia para GAGs (Humbel et al.,
1972; Lipiello e Mankin HJ,1977), e a eletroforese uni ou bidimensional,
(Pennock,1976 e Cappelletti, 1979), sao utilizados para identificar os tipos de GAGs
excretados em excesso e direcionar a investigagdo para os ensaios enzimaticos
especificos (Barth et al., 1990; Chih-Kuang, 2002 e De Jong, 1989). A quantificagéo
dos GAGs é utilizada também como biomarcador como resposta ao tratamento das
MPS.O diagndstico definitivo das mucopolissacaridoses se obtém através da medida
da atividade enzimatica especifica, em leucécitos e/ou fibroblastos cultivados.
Chamoles et al.,, 2001 e Civallero et al., 2006 desenvolveram novas técnicas para
medir a atividade enzimatica de algumas enzimas lisossomais, em amostras de
sangue total impregnado em papel-filtro (STIPF). Esta metodologia, até o momento é

utilizada apenas como triagem. Em 2002 Whitley e colaboradores desenvolveram a
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técnica para a quantificagdo dos GAGs em amostras de urina impregnada em papel-
filtro (UIPF) para investigacdo das MPS, esse método também facilita o transporte e
o0 armazenamento da amostra. O uso do STIPF e da UIPF possibilita o envio de
amostras de locais mais distantes para pacientes que dificilmente teriam acesso ao
diagnostico.

O diagndstico bioquimico e clinico das MPS pode ser complementado pela
analise molecular, permitindo a correlagéao entre gendtipo e fendtipo e a identificagéo
de portadores nas familias, importante para o aconselhamento genético.

A identificagao precoce de novos casos nas familias permite, para os tipos de
MPS em que ha tratamento, que a terapia se inicie numa fase inicial da doenca,
quando é possivel se obter resultados mais eficazes e significativos.

O diagnéstico pré-natal (DPN) permite a detecgédo, ainda no utero, de
doencgas que de outra forma s6 seriam diagnosticados apds o nascimento. No grupo
dos EIM, no qual a maioria das doengas sao autossOmicas recessivas, a
possibilidade de ter um novo filho afetado é quase sempre de 25%, nas situagbes
ligadas ao X a possibilidade é de 50% de chances de ter filhos homens afetados
(Sanseverino et al., 2001), levando-se em consideragao a condicdo de portadora da
mae. No momento em que é feito o diagndstico de uma crianga doente, o
recomendado € realizar o aconselhamento genético, informar a familia sobre os
riscos de recorréncia, o progndstico, a gravidade da doenga em foco e a
possibilidade de realizagao do DPN.

O DPN para os EIM ¢é altamente especifico e sé pode ser oferecido para
aquelas familias nas quais o diagndstico de uma doenga metabdlica foi bem
estabelecido no caso-indice através do estudo bioquimico e/ou molecular, na
identificacdo prévia de um casal de heterozigotos ou de heterozigota de doenga
ligada ao X (Ashton-Prolla et al., 2008).

No caso das MPS, os casais em risco de ter um filho afetado, o DPN pode ser
uma opgao (mesmo que a interrupgdo da gestacdo nao seja prevista na legislagao
brasileira), pois ajuda a reduzir a ansiedade associada a gestacgéo, principalmente
nas situagdes onde o prognostico é grave e ndo ha a possibilidade de um tratamento
eficaz.

O DPN é possivel para todos os tipos de MPS e pode ser realizado em
diferentes tipos de amostras, tais como: vilosidades coribnicas, coletadas

usualmente entre a 10 e 112 semana de gestagéo, e que permitem a analise direta
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do material num periodo mais precoce da gestagdo; liquido amnidtico, que é
geralmente coletado entre a 142 e 162 semana de gestacao, e cuja analise requer o
cultivo prévio das células, o qual leva em torno de 2 semanas e sangue fetal, que é
coletado do cordao umbilical a partir da 20 semana de gestacgao.

O DPN é realizado pelo ensaio enzimatico relacionado com a MPS especifica
e pode ser associado a pesquisa molecular da mutagao, quando esta ja é conhecida
na familia.

A identificacdo de portadores pode ser importante para confirmar uma
suspeita diagnodstica, sendo essencial para permitir um aconselhamento genético em
familias que apresentam um caso de MPS (Ashton-Prolla et al., 2001). O método
ideal de detecgao é aquele que consegue revelar diretamente o gene ou produto
génico mutante. Se uma doenga € comum em certa populagado pode ser em razao
de um efeito fundador, o esperado € que a maioria das pessoas afetadas tenham
exatamente a mesma mutacg&o ancestral (Read & Donnai, 2008).

A incidéncia conjunta das MPS ¢é estimada em aproximadamente 1:10.000 a
1:25.000 recém-nascidos vivos (Nelson, 1997; Applegarth et al., 2000). As
estatisticas mundiais mostram que a MPS | e Ill sdo as mais frequentes e a MPS VI
€ a mais rara (Meike et al., 1999; Poorthuis et al., 1999). Entre os pacientes
diagnosticados pelo LREIM de Porto Alegre, os que tiveram maior frequéncia foram
os tipos | e VI (Coelho et al, 1997). No levantamento dos diagndsticos
disponibilizados pela Rede MPS Brasil, do Servigco de Genética Médica do HCPA,
em junho de 2011,as MPS com maior frequéncia sao as dos tipos I, Il e VI. As
procedéncias dessas amostras sao de todo o Brasil e de outros paises como: Arabia
Saudita, Argélia, Argentina, Bolivia, Chile, Coldmbia, Cuba, Dubai, Emirados Arabes
Unidos, Equador, Guatemala, Ira, Japao, México, Oma, Panama, Paraguai, Peru,
Portugal, Qatar e Uruguai.

Até o momento ndo existe a cura para as MPS e o tratamento dos sintomas,
que possuem uma variabilidade enorme no que se refere a gravidade, inicio e
progressao, deve ser considerado em um primeiro momento. O tratamento dos
sintomas deve ser monitorado caso a caso e envolve principalmente medidas que
corrijam ou minimizem o envolvimento esquelético, neuroldgico, respiratério e
cardiaco, necessitando uma equipe multidisciplinar para o manejo das complicagdes

associadas. (Kircher et al., 2007).
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O paciente deve ser avaliado periodicamente, e 0 acompanhamento médico
tem como objetivo fornecer a melhor qualidade de vida possivel ao paciente e a sua
familia (Haddad et al, 1997 e Wraith et al, 1996).

Atualmente, além da terapia de reposi¢cao enzimatica para os o tipos |, Il e VI,
o tratamento a ser oferecido é essencialmente paliativo e sintomatico.

Alguns aspectos devem ser considerados no manejo dos pacientes:

- Fisioterapia motora: Esse tipo de tratamento pode auxiliar na manutengao
da fungao articular (Haddad et al, 1997; Neufeld e Muenzer, 2001).

- Complicagoes respiratorias: Historia de apnéia do sono deve sempre ser
investigada, podendo ser necessaria oxigenioterapia (Wraith,1996).

- Descompressao / Fusao cervical: Embora controversa, a maioria dos
autores refere que ela deve ser realizada profilaticamente nos pacientes com MPS
IV, grupo onde a frequéncia de mielopatia cervical € especialmente elevada
(Stevens, 1991).

- Riscos anestésicos: As principais complicagbes associadas sao:
Dificuldade de entubagdo, necessidade de traqueostomia de urgéncia e parada
cardiaca intra-operatoria (Baines e Keneally, 1983).

- Outras alternativas de tratamento: O uso de plasmaferese e/ ou o
transplante de fibroblastos ndo se mostraram eficientes no tratamento das MPS. Ja o
transplante de medula 6ssea (TMO), apesar dos riscos, pode ser uma opgao em
alguns casos (Krivit et al.,1989).

A terapia de reposigao enzimatica (TRE) é o tratamento especifico, hoje
disponivel para as MPS |, Il e VI, através do qual se repde a enzima através de
infusdes regulares. Esta abordagem tem demonstrado bons resultados no
prognéstico dos pacientes que realizam tratamento. A TRE ndo é eficiente para
tratar os sintomas neurologicos das MPS, uma vez que a enzima administrada
endovenosamente ndo atravessa a barreira hematoencefalica. Outra dificuldade é
tratar os danos esqueléticos, ja que as lesdes Osseas sdo0 precoces e
aparentemente irreversiveis. Ainda nao ha TRE disponivel para os tipos lll, IV e VII,
mas existem avangos nesse sentido e esse cenario podera mudar nos préximos
anos.

A terapia génica (TG), um procedimento que se encontra no estagio
experimental e representa uma importante perspectiva em termos de tratamento das

MPS. O principio basico desse tratamento € a transferéncia de material genético
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(sequéncias de DNA) de outros organismos, para dentro das células de um
individuo, com o objetivo de conferir um beneficio terapéutico, usualmente com o

uso de vetores.

2.4 MUCOPISSACARIDOSE TIPO VI

A MPS VI é uma das doengas mais raras dentre as MPS. O nome original da
doencga, sindrome de Maroteaux-Lamy, deve-se a dois meédicos franceses que a
descreveram pela primeira vez em 1963. A MPS VI pode se apresentar com um
espectro de gravidade clinica variando das formas atenuada a grave, sendo uma
doenca autossdmica recessiva causada pela deficiéncia da enzima N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase ou arisulfatase B (ARSB). E caracterizada pelo
armazenamento intralisossomal e excrecdo urinaria de elevados niveis do GAG
dermatan sulfato (DS). A deficiéncia da enzima arilsulfatase B faz com que o DS
(fig.2) se acumule nos lisossomos, provocando amplas manifestagdes clinicas, que
em geral surgem na primeira infancia, mas também podem aparecer em fases

posteriores da vida (Neufeld e Muenzer, 2001).
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A MPS VI é clinicamente representada pelas seguintes caracteristicas: baixa

estatura, dismorfismo facial progressivo, inteligéncia normal, opacidade de cérnea,

otite média recorrente, pneumonia, doenga obstrutiva das vias aéreas, valvulopatia

cardiaca, esplenomegalia, hérnia umbilical e inguinal,

rigidez e contraturas
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articulares e anormalidades esqueléticas (http: //www.maroteauxlamy.com /
Portuguese /HCP /Signs.aspx). Outra diferenca, considerando as demais MPS, é a
sobrevida, que é maior nos pacientes com MPS VI (Ishida et al, 2009).
Considerados normais ao nascimento, os individuos com MPS VI podem apresentar
dolicocefalia, fronte ampla e alteragbes na coluna. A maioria dos pacientes
apresenta os primeiros sinais da doenga na infancia (hepatoesplenomegalia, face
infiltrada e retardo de crescimento), mais comumente entre 1 e 3 anos de idade (De
Paula et al., 2006). Por se tratar de uma doenga cronica, os achados clinicos agra-
vam-se com o passar dos anos. Os pacientes passam a apresentar alteragbes em
varios orgédos e tecidos, que podem incluir desde alteragbes osteoarticulares a
alteracgdes cardiorrespiratorias, cujas complicagdes sao progressivas e podem levar
ao obito (Mizuno et al., 2010).

O gene da ARSB esta localizado no brago longo do cromossomo 5, na regiao
5913.3 — 5g14.1 (Litjens et al., 1989). O isolamento e sequenciamento do cDNA da
ARSB humana, realizado em um estudo por Peters et al. (1991), possibilitou a
caracterizagdo da proteina ARSB, a qual é€ composta por 533 residuos de
aminoacidos. A partir da descricdo da primeira mutacdo por Wicker et al. (1991),
uma série de outras mutag¢des foram sendo identificadas somando aproximadamente
130 alteracbes presentes neste gene (HGMD; Litens & Hopwood, 2001;
Karageorgos et al., 2004, Petry et al., 2003, Petry et al., 2005, Karageorgos et al.,
2007).

2.4.1 Diagndstico para MPS VI

Na fase inicial da investigagdo se quantifica e identifica os GAGs na urina.
Com o aumento na concentracdo dos GAGs no teste quantitativo, e a presenca de
dermatan sulfato na eletroforese, a investigagao laboratorial € direcionada para a
MPS tipo VI através do ensaio enzimatico da ARSB em leucdcitos (padrao-ouro).
Apo6s a confirmagéo do diagnostico bioquimico pode-se realizar a analise molecular
do gene ARSB para identificagdo da mutagdo causadora da doenca. Devido a

grande heterogeneidade alélica e a presenga de inumeros polimorfismos, o



30

diagnostico molecular, na maioria das investigagdes, € lento necessitando de um

sequenciamento completo do gene incluindo as regides de jungao exon/intron

2.4.2 Tratamento para a MPS VI

Os bebés afetados com MPS VI parecem normais ao nascimento, mas a
doencga apresenta uma progressdo avangada depois de alguns anos ou ao longo de
muitas décadas, dependendo da extensdo da deficiéncia enzimatica. Tal como
acontece com todos os transtornos da MPS, a MPS VI é uma doencga clinicamente
heterogénea em termos da extensdo e taxa de progressdo da insuficiéncia de
orgaos em individuos afetados (Harmatz P., 2010). A existéncia de uma terapia
especifica para o tratamento aumenta a necessidade de um diagnéstico o mais
precoce possivel para o tratamento ser iniciado antes da progressao da doencga
irreversivel (Muenzer J., 2004). Até pouco tempo o tratamento se resumia as
medidas de suporte, destinadas a prover uma melhor qualidade de vida aos
pacientes. O tratamento dos sintomas deve ser monitorado caso a caso e envolve
principalmente medidas que corrijam ou minimizem o envolvimento esquelético,
neuroldgico, respiratério e cardiaco dessas doengas, necessitando uma equipe
multidisciplinar (Kircher et al., 2007).

O transplante de medula 6ssea pode ser empregado na MPS VI, mas sua
utilizacdo foi relegada a um segundo plano depois do surgimento da terapia de
reposi¢ao enzimatica (TRE), em fungéo dos altos riscos relacionados ao transplante.

A TRE é o tratamento especifico para a MPS VI, através do qual se repde a
enzima através de infusdes regulares (Harmatz et al., 2006). Varios estudos tém
demonstrado a seguranga e eficacia da TRE, embora ndo represente ainda a cura
da doencga. Ja existe vasta experiéncia internacional (inclusive da equipe do HCPA)
de TRE em criancas pequenas, havendo também relatos publicados na literatura,
sendo o perfil de seguranga similar ao observado em pacientes maiores. A
comercializagédo e uso da galsulfase foi aprovada nos Estados Unidos em 2005, na
Comunidade Européia em janeiro 2006, e em fevereiro de 2009 no Brasil, quando
recebeu o registro da ANVISA (Giugliani et al., 2010).
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A terapia génica representa uma importante perspectiva em termos de
tratamento das MPS, mas as pesquisas sobre esse tema ainda estdo nos estagios
iniciais. O principio basico desse tratamento é a transferéncia de material genético
para dentro das células de um individuo com o objetivo de conferir um beneficio
terapéutico.

Um panorama abrangente sobre o tratamento foi apresentado por Giugliani et
al. (2008) demonstrando os beneficios e uma melhor qualidade de vida para os

pacientes.

2.4.3 Incidéncia

Varias publicagdes fornecem estimativas de incidéncia para MPS VI (tabela
1), com base nesses levantamentos, estima-se que existam cerca de 1100 pacientes
em todo o mundo com MPS VI (Department of Health, 2008). No Brasil ndo se tem
um retrato exato da MPS VI em relacdo a sua frequéncia. Alguns estudos
encontraram incidéncias altas, sugerindo que a mesma seja maior no NOSso pais,
mas o motivo ainda € desconhecido (Azevedo A.C.M.M., 2007). No municipio de
Monte Santo, localizado no interior do estado da Bahia, tem sido diagnosticadas
diversas doengas genéticas autossOmicas recessivas. Esta observagédo sugere uma
estrutura reprodutiva endogamica da populagdo. Dentre estas doengas encontram-
se varios casos de MPS VI, registrados com uma frequéncia de aproximadamente
1:5.000, superior a de muitas doencas usualmente testadas em programas de

triagem neonatal no Brasil.



32

Tabela 1. Incidéncia mundial da MPS VI

Incidéncia calculada de

Regiao geografica Referéncia
MPS VI (nascidos vivos)

Monte Santo/Bahia 1:5.000 Costa-Motta et al., 2011
Brasil sem frequencia exata Coelho et al., 1997
Norte de Portugal 1:238.000 Pinto et al., 2004
Australia 1:248.000 Meikle et al., 1999
Holanda 1:657.000 Poorthuis et al., 1999
Irlanda do Norte 1:840.000 Nelson J., 1997
Columbia Britanica, Canada 1:1.298.000 Lowry et al., 1990

2.5 MUNICIPIO DE MONTE SANTO

O municipio de Monte Santo apresenta uma area territorial de 3.186, 87 Km?.
Esta a uma distancia de 352Km de Salvador, capital do estado, com vias
pavimentadas. O municipio tem 52.338 habitantes com uma taxa de natalidade
anual em média de 1.200 nascidos vivos registrados em 2010. A grande maioria da
populacdo 43.493 habitantes reside na zona rural. A taxa de analfabetismo da
populagdo com 15 anos ou mais anos de idade € 44,24% e a incidéncia de pobreza
do municipio é de 47,85% (IBGE-2009).

Monte Santo possui 17 estabelecimentos de saude vinculados ao Sistema
Unico de Saude (SUS), um hospital com 52 leitos e um estabelecimento de salde
com apoio de diagnostico e terapia privado (IBGE-2010). Nesse municipio tém sido
diagnosticadas diversas doencas genéticas (autossdmicas recessivas, dominantes,
defeitos congénitos e disturbios multifatoriais) que estdo sendo amplamente
estudadas em seus variados aspectos no projeto “Genética no Sertdo” coordenado
pela Dra. Angelina Xavier Acosta.

Este projeto, que foi aprovado pelo CEP da FIOCRUZ de Salvador/BA,
engloba varios outros subprojetos de pesquisas em doengas genéticas e raras que

estdo sendo estudas no Municipio de Monte Santo. Também conta com o apoio de
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outras instituicbes e 6rgdos como: UFBA, UNEB, UFRB, FIOCRUZ-BA, 10C-RJ,
APAE-SALVADOR, UFRGS, UFRJ, PPSUS, FAPESB, CNPq/MS e INAGEMP.

O projeto surgiu a partir dos “rumores” de alguns moradores da comunidade
local, que perceberam que havia muitas criangas com algum problema de saude. A
partir desse momento a equipe médica da genética de Salvador foi até Monte Santo
para investigagdo das doengas genéticas. O diagnostico destas doengas sugere
uma estrutura reprodutiva endogamica da populagdo que pode se relacionar com
outras patologias crénicas, incluindo doengas raras monogénicas, assim como
doengas comuns poligénicas, susceptiveis de prevengao primaria, secundaria e

terciaria (tabela 2).

Tabela 2. Niveis de prevengao das doengas, conhecido como niveis de Leavell

(Autor: Hugh Leavell)

Estagio da Doenga Nivel de prevengao Tipo de Resposta

. . Protegéo da Saude e Protegéo
Pré-doenca Prevencao primaria

especifica
Prevencéao Diagndstico pré-sintomatico e
Doenca latente .
secundaria tratamento

_ . . o Limitag&o da incapacidade para
Doenga sintomatica  Prevengao terciaria . o
doenca sintomatica precoce

Fonte: http://www.inf.furb.br/sias/saude/Textos/Prevencao.htm

2.6 TRIAGEM NEONATAL

A triagem neonatal (TN) € uma agéo preventiva que permite fazer o diagnostico
de diversas doengas congénitas ou infecciosas, assintomaticas no periodo neonatal,
a tempo de se interferir no curso da doenca, permitindo, desta forma, a instituicado do
tratamento precoce especifico e a diminuicdo ou eliminagdo das sequelas
associadas a cada doencga (Portal do Ministério da Saude). A TN é um dos varios

programas de triagem populacional existentes. Atualmente, € empregada para o
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diagnostico precoce (no periodo neonatal, ou seja, entre 0 a 28 dias de vida) de
doencas genéticas, geralmente erros inatos do metabolismo (Souza et al., 2002).

A TN visa a deteccdo em fase pré-clinica, de disturbios com uma evolugao
significativamente alterada pela introdu¢cdo precoce do tratamento (Peckham e
Dezateux, 1998). A TN é uma estratégia de prevencdo que tem acédo sobre o
fendtipo e n&o sobre o gendtipo (Knoury, 1997). As doengas a serem triadas na TN
devem ser regionalizadas e baseadas nas estatisticas de saude da populagao local
(Ashton-Prolla et al., 2001). A ansiedade gerada por um resultado alterado (podendo
ser falsamente alterado) é uma complicagdo que deve ser levada em consideragéo
quando da implantagédo e/ou analise de um programa de TN. Como qualquer método
de rastreio a TN pode gerar resultados tanto falsos-positivos quanto falsos-
negativos, para esses casos € necessario uma recoleta de amostra de sangue do
neonato (Souza et al., 2002). Com a TN tornou-se possivel o diagnoéstico precoce de
diversas doencgas e a prevencgao de sequelas graves, por introduzir uma terapéutica
adequada. Doencgas que antes eram de mau prognéstico ou letais, com o “teste do
pezinho” demonstraram uma modificacdo satisfatéria. Praticamente ndo vemos
criangas com hipotireodismo congénito e retardo mental grave consequentes da falta
de tratamento em época adequada, ndo tendo mais o diagnostico tardio (Braga e
Fonseca, 2008). Para que estes exames serem realizados no periodo neonatal é
necessario que sejam de execugao simples e que possam ser feitos em larga escala
com técnicas simples de coleta.

Nos anos 90 comecgou a se desenvolver a técnica de espectrometria de massa
em tandem, capaz de diagnosticar de forma rapida e precisa varios erros inatos do
metabolismo, permitindo a sua aplicagdo na TN. Esse método modificou de forma
consideravel a histéria natural de varias doencas que eram consideradas de alta
morbidade e mortalidade (Braga e Fonseca, 2008).

O tratamento para as doengas diagnosticadas pela TN deve ser iniciado o

mais precocemente possivel para obtencao de resultados satisfatorios.
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2.6.1 Triagem Neonatal para MPS VI

Uma vez que se tem o conhecimento da frequéncia elevada, do alto impacto
social (morbidade/mortalidade), da possibilidade de diagnostico e tratamento
precoce e acessivel em uma regido especifica, a pesquisa dessa doenga pode ser
incluida na TN. Anteriormente a esse projeto, um outro projeto foi desenvolvido pelo
grupo de pesquisa do laboratério de genética molecular do HCPA. Nesse estudo foi
realizada a analise de mutagbes no gene ARSB em um grupo de pacientes com
MPS VI de Monte Santo/BA e seus familiares. Neste projeto a mutagédo p.H178L foi
identificada em um paciente da regido de Monte Santo e também analisada em
outros pacientes com diagnéstico clinico da doenca e em seus familiares. Ja foram
identificados 13 pacientes nesta regido, em todos foi encontrada a mesma mutagao
e os familiares testados indicaram uma frequéncia de heterozigotos de 40% (Motta-
Costa et al., 2011). Com base nesses dados foi desenvolvido o presente projeto
para deteccao de portadores e afetados nos neonatos do municipio de Monte Santo.

Atualmente os pacientes diagnosticados com MPS VI recebem a TRE no
municipio de Monte Santo. Foi construida uma unidade totalmente adaptada com
toda infra-estrutura necessaria para esses pacientes, aonde profissionais da saude
que realizam as TRE tiveram um treinamento exaustivo para realizagdo das
infusdes. Os pacientes que forem diagnosticados como afetados na TN terdo acesso
ao tratamento o mais precocemente possivel e ao aconselhamento genético sobre a
forma de herancga da doenca. O acesso ao tratamento, baseando-se na experiéncia
de Monte Santo, tem sido facil e rapido, uma vez que a empresa BioMarin tem um
programa de uso compassivo para criangas pequenas aprovado pela ANVISA. De
acordo com os critérios estabelecidos para inclusdo de doengas na triagem neonatal
estabelecidos por Wilson & Junger 1968, a triagem neonatal para MPSVI é aplicavel

em Monte Santo (Tabela 3).



Tabela 3. Critérios de inclusao de doengas para triagem neonatal
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Critérios de Inclusao para Triagem Neonatal Aplicavel
para MPS VI

A doenca deve ser grave X

Ter conhecimento da historia natural da doenca X

Existéncia de um teste para detecgao precoce da doencga X

Tratamento disponivel com beneficios para doenga X

Teste adequado para o diagndstico X

O teste deve ser aceitavel pela comunidade local X

O teste deve ser repetido em intervalos de tempos X

Prestacdes de servigos adequados de saude devem ser feitos para .

o trabalho extra clinico resultante da triagem

Os riscos, tanto fisicos como psicolégicos, devem ser menores do X

que os beneficios durante o tratamento

Os custos e os beneficios devem ser avaliados NA

NA — ndo avaliado

3 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O preenchimento de alguns pré-requisitos sugere que a MPS VI possa ser

incluida, em programas de triagem neonatal, pelo menos em regides selecionadas, a

saber:

1) a MPS VI é uma doenca que tem alta incidéncia relativa na regiao do

municipio de Monte Santo, Bahia;

2) a possibilidade de utilizar um teste bioquimico para detectar MPS VI que

pode ser modificado para aplicagado em larga escala a um custo relativamente baixo,

e que pode ser realizado na mesma amostra de STIPF ja coletada para o “teste do

pezinho”;
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3) conhecimento prévio de uma mutagado genética na regido a ser estudada,
podendo ser confirmada a suspeita de um novo caso a partir do teste bioquimico e
teste molecular;

4) existéncia de um tratamento especifico para a MPS VI, ja aprovado no
Brasil, que se mostra seguro e eficaz para muitas das manifestagdes da doenga;

5) evidéncias preliminares de que o tratamento iniciado precocemente altera
para melhor a histéria natural da doenca.

Estas condigdes justificam a realizagdo de um teste de triagem neonatal em
regides de alta incidéncia da doenga que podera servir de base para investigagao de
outras mucopolissacaridoses em areas geograficas especificas. Ainda, a
identificacdo de portadores nestas regides permitira a realizagao de aconselhamento
genético, especialmente considerando o alto grau de endogamia nessas
populacgdes.

O Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SGM/HCPA) é centro de referéncia nacional e internacional para o diagnéstico das
doencas lisossébmicas de depdésito, principalmente para as MPS. O SGM/HCPA ¢é a
sede da Rede MPS Brasil, uma parceria envolvendo diversos servigos que atendem
pacientes com MPS, tendo como objetivos principais facilitar o acesso ao
diagnostico, tratamento e prevengdo dessas doengas, bem como apoiar o

desenvolvimento de pesquisa e ensino nesta area.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Os obijetivos principais deste projeto foram:
a) Padronizar e validar o meétodo fluorimétrico que mede a atividade
enzimatica da N-acetilgalactosamina-4-sulfatase em microplaca em amostras de

sangue total impregnado em papel-filtro (STIPF).
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b) Padronizar e adaptar as técnicas de extragdo de DNA e analise molecular
para a mutagdo especifica p.H178L em amostras de sangue total impregnado em
papel-filtro (STIPF).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a possibilidade de executar um programa de triagem neonatal para
MPS VI em uma regido com alta incidéncia da doenga, comparando métodos
bioquimicos e moleculares;

b) Identificar individuos afetados, heterozigotos e os eventuais casais em
risco de terem filhos afetados, candidatos a um programa de tratamento,
aconselhamento genético e diagndstico pré-natal,

c) Verificar a estabilidade das amostras de STIPF para o ensaio enzimatico e
analise molecular, quando as mesmas sdo submetidas a variagdes de tempo e

temperatura de armazenamento.

5 METODOLOGIA

5.1 POPULAGAO EM ESTUDO

Critérios de inclusao:

Para ser incluido no estudo, o participante deveria atender a todos os critérios
abaixo relacionados:

- Ter nascido no municipio de Monte Santo e ser neonato.

- Ter realizado a coleta para o “teste do pezinho” nas unidades de saude ou
pelos agentes de saude da comunidade local.

- O responsavel pelo neonato ao ser informado sobre esse teste de TN para

MPS VI, caso nao aceite participar assinara o Termo de Dissentimento.
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5.2 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Para a realizacdo do presente estudo, foram analisadas 262 amostras de
STIPF de neonatos (idade de 0 a 28 dias), nascidos entre dezembro de 2010 e
junho de 2011, encaminhadas para o “teste do pezinho” no municipio de Monte
Santo. Para as padronizagbes das técnicas e determinacdo dos valores de
referéncia foram utilizadas amostras de STIPF coletadas para a triagem neonatal de
100 neonatos, que ndo eram do Municipio de Monte Santo, gentilmente cedidas,
sem identificacdo, pelo Centro de Triagem Neonatal (CTN) de Porto Alegre.

As amostras para os testes de estabilidade foram coletadas de controles
higidos (n= 3) adultos, e foram constituidas por doadores voluntarios do Servigo de

Genética Médica.

5.3 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue total coletadas em papel-filtro (STIPF) SS 903
(Scheleider & Schuell) para a triagem neonatal no municipio de Monte Santo-BA,
apo6s realizada a triagem para hemoglobinopatias, fenilcetonuria e hipotiroidismo,
foram enviadas pela APAE/Salvador para o Servico de Genética Médica e
encaminhadas para os ensaios enzimaticos e para a analise molecular. As amostras
foram enviadas semanalmente via sedex em temperatura ambiente. Apds o
recebimento ficaram armazenadas a temperatura de 4°C até o momento da

realizagcao dos ensaios.
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5.4 DESCRIGAO DAS TECNICAS UTILIZADAS

5.4.1 Coleta e preparo das amostras de STIPF

As amostras foram obtidas por puncdo de calcaneo, impregnando-se o
sangue total em papel-filtro SS 903. Os agentes de saude e profissionais dos postos
de saude de Monte Santo responsaveis pela coleta foram orientados e treinados
previamente para a realizagdo das coletas e sobre a secagem e armazenamento

adequado das amostras apés a coleta.

5.4.1.1 Técnica da coleta do “teste do pezinho” (Ministério da Saude,
2002)

Deve ser realizada a anti-sepsia do calcanhar com algoddo ou gaze
levemente umedecida com alcool 70%. Massagear bem o local, ativando a
circulagao até que o calcanhar esteja avermelhado e aguardar a secagem completa
do alcool. A puncgédo deve ser executada numa das laterais da regiao plantar do
calcanhar, locais com pouca possibilidade de se atingir o osso. Em seguida deve ser
segurado o pé e o tornozelo da crianga, envolvendo com o dedo indicador e o
polegar todo o calcanhar, de forma a imobilizar, mas nao prender a circulagao.
Penetrar num unico movimento rapido toda a ponta da lanceta (porgao triangular) no
local escolhido, fazendo em seguida um leve movimento da mao para a direita e
esquerda, para garantir um corte suficiente para o sangramento necessario e
aguardar a formacao de uma grande gota de sangue. Apds a formacgao da gota de
sangue deve ser encostado o verso do papel filtro na regido demarcada para a
coleta (circulos) e fazer movimentos circulares com o papel, até o preenchimento de
todo o circulo. O sangue deve fluir naturalmente e de maneira homogénea no papel,
evitando concentragdo da amostra. Apdés o término da coleta as amostras devem

secar a temperatura ambiente, apdés a secagem completa as amostras devem ser
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colocadas em um saco plastico com um saché de silica e armazenadas a 4°C até o
momento da realizagdo dos exames.
Para todos os ensaios enzimaticos citados abaixo, as analises foram

realizadas em duplicata e foi incluido um branco para cada amostra.

5.4.2 Ensaio enzimatico da Arisulfatase B

Para o ensaio enzimatico, utilizou-se disco de STIPF de 3,0mm de diametro,
obtido com auxilio de um perfurador. Cada disco de 3,0mm contém
aproximadamente 3,6 yL de sangue total (Chamoles et al., 2001). Os ensaios para
essa enzima foram realizados em microplaca com metade do volume de reagentes e
substratos utilizados no ensaio tradicional, método descrito por Chamoles et
al.,(2001) adaptado por Civalleiro (2006). Apds o picote da amostra na microplaca
foram adicionados 22,5 pyL de agua destilada para cada amostra, 15 yL de tampéo
acetato de chumbo 15 mM em sddio acetato 0,05 M pH 5,0, 37,5 uL de substrato 10
mM 4-metilumbeliferil-sulfato diluido em tamp&o sddio acetato 0,05 M pH 5,0. Antes
da adigédo do substrato somente nos brancos de cada amostra foi adicionado 225 uL
de tampao glicina-NAOH 0,085 M pH 10,5. Apdés a homogeneizagao, a microplaca
foi fechada com uma tampa especifica de microplaca para a ndo evaporagdo dos
reagentes e incubada por 20 horas a 37°C, com agitagao de 40 rpm em banho seco.

Apos o periodo de incubacédo, a reagao foi interrompida pela adicao de 225
ML de tampédo glicina-NAOH 0,085 M somente nos testes. As amostras foram
centrifugadas em uma centrifuga especifica para microplaca a 3000 rpm por 10
minutos a 4°C.

A fluorescéncia (excitagdo, 365nm; emissdo, 450nm) foi medida no
sobrenadante, no espectrofluorimetro com leitor de microplaca (Spectramax M2 -
Molecular Devices). Utilizou-se uma curva de 4-metilumbeliferona e a atividade

enzimatica foi expressa em nmol /h/ mL.
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5.4.3 Ensaio enzimatico da -galactosidase em STIPF (enzima de referéncia)

A medida da atividade da enzima [(-galactosidase foi realizada para a
avaliacéo da integridade das amostras em STIPF que tiveram resultados alterados.
Para este ensaio foi utilizado o método descrito por Civallero et al, 2006. Foi utilizado
um disco de 3,0 mm de didmetro, contendo STIPF que equivale 3,6 uL de sangue
total, o ensaio foi realizado em tubo tipo eppendorf de 1,5 mL. Foram adicionados 80
pL de tampao citrato-fosfato pH 4,4, 0,05 M, 40 pL de substrato 4-metilumbeliferil-3-
D-galactosidio, 0,8 M. Ap6s homogeneizagdo, as amostras foram incubadas a 37°C
por 3 horas com agitacdo suave. Antes da adi¢cao do substrato, foram adicionados
600 pL de tampéao glicina-NAOH, 0,085 M, pH 10,5 aos tubos brancos das amostras.

Apos o periodo de incubacgao a reacgao foi interrompida pela adigao de 600 uL
de tampédo glicina-NAOH 0,085 M somente aos testes. As amostras foram
centrifugadas em uma centrifuga a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C.

A fluorescéncia (excitagdo, 365nm; emissao, 450nm) foi medida no
sobrenadante, no espectrofluorimetro Spectramax M2 - Molecular Devices. Utilizou-
se uma curva de 4-metilumbeliferona e a atividade enzimatica foi expressa em nmol
/n/ mL.

5.4.4 Ensaio enzimatico da Iduronato-2-Sulfatase em STIPF (enzima para
descartar deficiéncia multipla de sulfatases)

A medida da atividade da enzima iduronato-2-sulfatase foi realizada para
descartar a suspeita de deficiéncia multipla de sulfatases nas amostras que
apresentaram baixa atividade enzimatica para a enzima arilsulfatase B. Neste ensaio
foi utilizado o método descrito por Civallero et al., (2006). Foram utilizados discos de
amostras de 3.0 mm de didmetro, contendo STIPF que equivale a 3,6 pyL de sangue
total, em tubo de ensaio 10 x 75. Para a eluicdo das amostras foram adicionados
100 pL de BSA 0,2%, homogeneizadas com o auxilio de um vortex e incubadas por
30 minutos a 37°C. Este material foi centrigugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Incubacdo 1: Foram utilizados 10 pL de amostra eluida e pipetadas em outro tubo de
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eppendorf, adicionados 20 pyL de substrato 4-metilumbeliferil-a-2-sulfato 1,25 mM
diluido em tampéao acetato de sédio 0,1 M com acetato de chumbo 10 mM pH 5,0.
Foram adicionados 200 pL tampé&o carbonato de sédio 0,5 M e bicarbonato de sédio
0,5 M com triton X100 0,025 % pH 10,7 nos tubos dos brancos das amostras. Apds a
homogeneizagao leve, o material foi incubado a 37°C por 24 horas. Incubagao 2:
Foram adicionados 40 uL de tampao citrato-fosfato (Mcllvains duas vezes
concentrado) pH 4,5 com azida de sédio 0,02 %, 10 yL da enzima LEBT. Apéds a
homogeneizagdo o material foi incubado novamente por mais 24 horas a 37°C. Apés
o periodo da incubagdo 2 a reagao foi interrompida com 200 pyL de tampéo
carbonato de sodio 0,5 M e bicarbonato de sodio 0,5 M com triton X100 0,025 % pH
10,7, somente nos tubos dos testes. As amostras foram centrifugadas novamente
em uma centrifuga a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C.

A fluorescéncia (excitagdo, 365nm; emissado, 450nm) foi medida no sobrenadante
(que foi pipetado em uma cubeta de quartzo) no espectrofluorimetro Spectramax M2
- Molecular Devices. Utilizou-se uma curva de 4-metilumbeliferona e a atividade

enzimatica foi expressa em nmol /h/ mL.

5.4.5 Ensaios Moleculares em amostras de Papel-Filtro

5.4.5.1 Extracdo de DNA em STIPF

Esse método foi adaptado de acordo com o protocolo dos fabricantes que
fornecem os reagentes utilizados para extragdo de DNA coletado em FTA
(Whatmann®). Para extracdo das amostras de STIPF utilizamos 10 discos de
picotes de 1,5 mm de didmetro em um tubo eppendorf. Foram adicionados 200 uL
de tampao FTA em seguida as amostras foram homogeneizadas com o auxilio de
um vortex e apos o tampao aspirado com uma pipeta e descartado. Este processo
foi repetido 3 vezes. Apéds, foi adicionado 200 pL de tampao FTA e a amostra
incubada a 60°C por 60 minutos. Apds a incubacédo o tampéao FTA foi aspirado com
uma pipeta e desprezado. Foram adicionados 200 uyL de tampao TE, seguido de

homogeneizagdo com auxilio de um vortex e logo apds descarte do sobrenadante
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(etapa realizada por duas vezes). Na sequéncia, foram adicionados 200 pyL de agua
de injecdo aspirado e desprezado em seguida, por ultimo foram novamente
adicionados 200 pL tampéo TE e aspirado com a pipeta e desprezado. Apds as
lavagens os tubos ficaram abertos e as amostras ficaram secando por 24 horas em

temperatura ambiente para serem utilizadas na PCR.

5.4.5.2 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Esse método foi adaptado de acordo com os procedimentos padrdes
utilizados no SGM para amplificagdo de DNA extraido de sangue total.

Para a realizagdo da reagao foram utilizados 2,5 yL de tamp&o (10x), 2,5 pL
de DNTP, 0,25 pL de primer reverso (éxon 3), 0,25 yL de primer forward do (éxon 3),
0,75 pL de MgCl,, 2 yL de DMSO, 0,3 pL Taq polimerase (INVITROGEN®) e agua
para completar o volume final de 25uL. Apds adicionamos 3 a 4 discos de amostras
de STIPF e os tubos foram colocados no termociclador em programa especifico para
amplificagdo do éxon 3 do gene ARSB. Apos o término do programa da PCR os
resultados sao obtidos através da eletroforese em gel de agarose 1,5 % contendo

brometo de etideo e visualizacéo sob luz UV.

5.4.5.3 RFLP (para analise da mutacéo p. H178L)

ApOs a obtencgéo do fragmento do exon 3 amplificado pela PCR, foi realizada
a digestdo do mesmo com enzima de restrigdo Hsp92Il ou isoesquizomero Nialll que
reconhecem a sequéncia 5’...CATG...3’. A reacgao foi realizada em um volume final
de 30ul contendo 3 pL de BSA, 3 uL de tampao NE Buffer 4, 0,5 pL da enzima
Hsp92 1l ou Nialll e 15 yL do produto da PCR. As amostras foram incubadas em
banho seco a 37°C por aproximadamente 24 horas. Apos o produto da digestéo foi

verificado em gel de agarose 3% e visualizado sob luz UV.
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5.4.5.4 Reacgao da PCR sem extragdo de DNA

Esse método foi testado inicialmente como uma alternativa para tentar
melhorar a amplificacdo e intensidade das bandas de algumas amostras. Utilizamos
0s mesmos volumes e reagentes descritos acima para a amplificacdo porém, sem
adicéo da enzima Taq Polimerase. Ao tubo de reacgao, foram adicionados 3 discos
de STIPF de 1,5 mm sem tratamento anterior. As amostras foram colocadas no
termociclador (PTC-100 ™ — MJ Research, Inc.) e submetidas a 30 ciclos de
temperaturas de 94 e 46°C para a extragcao do DNA do papel-filtro. Apds este passo
foi adicionada a Taq Polimerase e os tubos submetidos novamente ao programa

especifico para amplificagao do exon 3.

5.4.5.5 Termoestabilidade da enzima Arilsulfatade B

Para a avaliagdo da termoestabilidade da enzima ARSB usamos o mesmo
teste descrito por Camelier et al., (2011) no estudo da termoestabilidade da
galactose-6-sulfatase.

Para estabilidade das amostras de STIPF para a triagem neonatal de MPS
tipo VI, foram utilizadas amostras de papel filtro de 3 controles, coletadas no mesmo
dia. Apos a secagem das amostras, por um periodo de 24 horas, foi realizado o
ensaio enzimatico da ARSB, cujo resultado foi considerado como 100% de atividade
enzimatica (tempo zero). As amostras foram fracionadas e armazenadas em
diferentes temperaturas de 4°C, 22°C e 37°C. Nés avaliamos a atividade enzimatica
apods 30, 45 e 60 dias.

Para os testes moleculares usamos as mesmas amostras e condicdes de

tempo e temperatura para avaliagcao da qualidade das amostras.
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5.5 PARAMETROS AVALIADOS

No presente estudo foram avaliados:
a) A capacidade de identificar pacientes com MPS VI, através dos métodos
bioquimico e molecular utilizando amostras de STIPF.
b) A estabilidade das amostras de STIPF, quando estas foram submetidas a
diferentes tempos e temperaturas de armazenamento, para realizagao do ensaio da
Arilsulfatase B e para a realizacdo de extragdo de DNA e posterior a amplificagcao
por PCR.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Fisher foi utilizado para comparar as variaveis, analise bioquimica
e molecular e as frequéncias de portadores. Todas as analises foram feitas com
auxilio do programa estatistico SPSS verdo 16.1 em um computador PC compativel

e foi considerado significativo um p< 0,05.

5.7 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre — Projeto 10-0282 (anexo A).

O projeto foi amplamente divulgado na comunidade de Monte Santo atraves
de um folder explicativo (anexo B).

Os responsaveis pelos recém-nascidos ao fazer a coleta para o “teste do
pezinho” foram informados sobre a triagem para MPS VI nessa amostra. Os
responsaveis que nao concordaram em participar da pesquisa assinaram o Termo
de Dissentimento (anexo C).

Para os resultados de neonatos afetados identificados através da deficiéncia

enzimatica ou homozigose para a mutagcdo p.H178L, os responsaveis seréo
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comunicados sobre a doenca e sera feito o aconselhamento genético. Neste
momento sera necessario realizar uma coleta de sangue heparinizado, sangue em
EDTA e urina para repeticao dos exames e em amostras de leucécitos e DNA. Caso
0s responsaveis aceitarem continuar a investigagdo assinardo o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para a confirmacdo do diagnostico
(anexo D).

Para aqueles que concordarem participar nessa segunda etapa e se
confirmado o diagndstico de MPS VI, cada paciente tera acesso ao tratamento da

TRE no momento da confirmagéo do diagnostico.

6 DESENVOLVIMENTO

6.1 A REALIZAGAO DA PESQUISA

Esse estudo foi amplamente divulgado através da elaboragcdo de folder
(Anexo 1) explicativo e apresentado primeiramente numa reunido realizada em
Monte Santo para a Secretaria de Saude, agentes de saude da familia e demais
técnicos da area. Apds a aprovagao dos profissionais da saude, os folders foram
distribuidos nos postos de saude para a populacéo ter conhecimento da realizagao
do projeto de TN para MPS VI.

O desenvolvimento deste trabalho foi dividido em trés etapas: na primeira foi
realizada a padronizagado das técnicas usando STIPF em 100 amostras que foram
coletadas para o “teste do pezinho” pelo laboratério CTN de Porto Alegre; na
segunda foi feito um piloto de 35 amostras de STIPF de neonatos de Monte Santo
para avaliacdo das técnicas padronizadas e para o estudo de termoestabilidade em
3 controles higidos e na terceira, foram analisadas 262 amostras de STIPF de
neonatos provenientes de Monte Santo para os dois métodos (bioquimico e
molecular).

ApoOs esta visita local, foram realizadas as analises bioquimica e molecular
nas amostras dos neonatos nascidos de janeiro de 2011 até junho de 2011. Os

ensaios foram realizados a medida que a APAE enviava as amostras para o nosso
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servico. Essa € uma primeira etapa da pesquisa com resultados preliminares devido
ao numero amostral estipulado no projeto ainda n&o ter sido atingido. Esse estudo
tera continuidade até analisarmos amostras de um ano de nascimentos

(aproximadamente 800 amostras).
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RESUMO

A Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) ou Sindrome de Maroteux-Lamy, € uma
doenca autossémica recessiva causada pela deficiéncia da enzima lisossomal N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (ARSB), a qual resulta no armazenamento
lisossbmico de dermatan sufato em varios tecidos e érgaos e da origem a um
espectro clinico variavel, incluindo formas mais graves e mais atenuadas. A
sindrome de Maroteux-Lamy ndo tem uma incidéncia definida no Brasil, entretanto,
sabemos que no nosso meio € muito mais frequente do que relatado nos demais
paises ao redor do mundo. Como tratamento a terapia de reposicdo enzimatica
(TRE) é o mais aconselhavel, mostrando bons resultados e melhoras no prognéstico
dos pacientes quando iniciada em idade precoce. N6s descrevemos neste trabalho
uma padronizagdo em microplaca utilizando o método fluorimétrico para o ensaio da
ARSB e uma nova metodologia de analise molecular, ambos adaptados para sangue
total impregnado em papel filtro (STIPF). Essas padronizagdes foram desenvolvidas
para inclusdo da triagem neonatal para MPS VI nas mesmas coletas do “teste do
pezinho” nos recém-nascido do municipio de Monte Santo, Bahia, Brasil. Os
meétodos foram desenvolvidos para deteccdo de pacientes com MPS VI e também
para portadores, uma vez que a doenga parece ter uma alta incidéncia (ao redor de
1:5.000) nesta localidade, e que todos os pacientes ja diagnosticados nesse
municipio apresentavam a mesma mutacado (p.H178L) em homozigose. Para a
padronizacao das técnicas foram utilizadas amostras que foram coletadas para o
“teste do pezinho”, tendo sido feito ainda um teste piloto com amostras de recém-
nascidos de Monte Santo para avaliagdo das técnicas padronizadas anteriormente e
para o estudo de termoestabilidade em controles higidos. Finalmente, foram
analisadas amostras de recém-nascidos provenientes de Monte Santo pelos dois
métodos (bioquimico e molecular) para a triagem neonatal de MPS VI. A
padronizagdo em microplaca para a atividade enzimatica fluorimétrica da ARSB foi
realizada em nosso laboratério e o ensaio permitiu, diferenciar os valores de normais
e afetados e/ou portadores, possibilitando uma detecgdo segura de pacientes com
MPS VI. Nas padronizagbes e adaptagdes para andlise molecular em STIPF foi
possivel diferenciar os resultados de individuos normais, heterozigotos e afetados

para a mutacado p.H178L. O uso de amostras de STIPF do “teste do pezinho” facilita
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a etapa de coleta quando se trata de recém-nascido e o transporte, é de extrema
importancia para testar pacientes quando se tem conhecimento da doenga em uma
regido especifica. O protocolo desenvolvido de triagem neonatal para MPS VI, pode
ser facilmente incorporado aos protocolos de laboratérios de referéncia, contribuindo

para a deteccao precoce de pacientes afetados.

INTRODUGAO

A sindrome de Maroteaux-Lamy ou mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) é
uma doenca autossdmica recessiva, causada por um defeito intralisossomal que
afeta a degradacdo do glicosaminoglicano (GAG) dermatan sulfato, sendo o
diagnostico usualmente confirmado pela deficiéncia na atividade da enzima N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (arilsulfatase B — ARSB) em leucécitos. O acumulo
dos GAGs é responsavel pelas caracteristicas fenotipicas da doenca (Neufeld e
Muenzer, 2001; Schwartz et al, 2001).

Pacientes com MPS VI clinicamente apresentam baixa estatura, dismorfismo
facial, opacidade de cdrnea, otite média recorrente, pneumonia, doenga obsbtrutiva
das vias aéreas, valvulopatia cardiaca, esplenomegalia, hérnia umbilical e inguinal,
rigidez e contraturas articulares e anormalidades esqueléticas. A inteligéncia normal
€ preservada neste tipo de MPS (Azevedo et al., 2004). Outra diferenca entre as
sindromes é a sobrevida, que é maior nos pacientes com MPS VI (Ishida et al,
2009). A maioria dos pacientes apresenta os primeiros sinais da doenga na infancia
(hepatoesplenomegalia, face infiltrada e retardo de crescimento), mais comumente
entre 1 e 3 anos de idade (De Paula et al, 2006). O diagnéstico definitivo da MPS VI
é estabelecido através da medida da atividade da ARSB, utilizando leucécitos ou
fibroblastos cultivados, usualmente através do método de absorbancia (Kresse et al.,
1982).

Embora a MPS VI seja uma das MPS mais raras em escala mundial (Meike et
al., 1999; Poorthuis et al., 1999), é uma das mais frequentes nos levantamentos
disponibilizados pela Rede MPS Brasil, do Servico de Genética Médica do HCPA

(dados néo publicados).
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O gene da ARSB esta localizado no brago longo do cromossomo 5, na regiao
5913.3 — 5q14.1 (Litjens et al., 1989). Desde a primeira mutagao descrita por Wicker
et al. (1991) no gene ARSB, uma série de outras mutacées foram sendo
identificadas, somando aproximadamente 130 mutagbes até o presente momento
(HGMD; Litjens & Hopwood, 2001; Karageorgos et al., 2004, Petry et al., 2003, Petry
et al., 2005, Karageorgos et al., 2007). A maioria dos alelos mutantes esta presente
em somente um ou poucos pacientes, indicando uma grande heterogeneidade
alélica da MPS VI (Litiens & Hopwood, 2001).

O Municipio de Monte Santo, localizado no interior do estado da Bahia,
apresenta uma area territorial de 3.186,87 Km? e tem cerca de 52.000 habitantes
com uma taxa de anual em média de 1.200 nascidos vivos. A grande maioria da
populacéo (80 %) reside na zona rural e a taxa de analfabetismo nos individuos com
15 anos ou mais € de 44 % com uma incidéncia de pobreza de 48 %.(IBGE-2009).
Nesse municipio tém sido diagnosticadas diversas doengas genéticas (autossémicas
recessivas, dominantes, defeitos congénitos e disturbios multifatoriais) que estao
sendo amplamente estudadas em seus variados aspectos num projeto chamado
“Genética no Sertao”.

Dentre as doengas genéticas desta regido, a MPV VI apresenta uma alta
incidéncia. Em outro estudo desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa, a
mutacdo p.H178L (descrita por Karagoeorgos et al, 2007) foi identificada em um
paciente brasileiro da regidao de Monte Santo e esta sendo analisada nos pacientes
com diagndstico clinico da doenga e em seus familiares. Ja foram identificados 13
pacientes nesta regido e os familiares testados indicaram uma frequéncia de
heterozigotos de 40% (Motta-Costa et al., 2011).

A MPS VI ja tem tratamento especifico, a terapia de reposi¢do enzimatica,
que tem reconhecido impacto positivo na evolugdo dos pacientes (Giugliani et al,
2007). Evidéncias recentes indicam que o tratamento precoce modifica para melhor
o prognoéstico da doenca (McGill, 2010). Este fato justifica a importancia da
existéncia de uma técnica simples, facil para a deteccdo precoce da deficiéncia
enzimatica e da mutagéo especifica em uma amostra conveniente, como a amostra
coletada para o “teste do pezinho”.

O uso de amostras de sangue seco coletadas em pape- filtro (STIPF) para o
“teste do pezinho”, pode ser uma alternativa para a triagem neonatal de MPS VI e

outras doencgas lisossOmicas. Através do diagndstico neonatal seria possivel dar
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inicio ao tratamento precoce e assim possibilitar um melhor prognostico e

consequentemente uma melhor qualidade de vida para os pacientes.

MATERIAIS E METODOS

O projeto de triagem neonatal para MPS VI foi amplamente divulgado para a
comunidade de Monte Santo através da elaboracdo de um folder explicativo sobre a
doenca e a proposta do mesmo. Todos os profissionais da saude e coletadores do
“teste do pezinho” foram orientados sobre a importancia da triagem neonatal e
treinados sobre as condi¢cdes de secagem e armazenamento das amostras.

Todos os responsaveis pelos recém-nascidos foram informados sobre a
triagem neonatal para MPS VI, essa informacéo foi reforgada no momento da coleta
do “teste do pezinho”. Os responsaveis que nao concordaram em participar da
triagem para MPS VI, assinaram o termo de dissentimento (aprovado pelo comité de
ética e pesquisa do HCPA). Amostras de sangue impregnado em papel filtro
(STIPF) foram obtidas de 262 neonatos (0 a 28 dias) e foram enviadas para 0 nosso
servico pela APAE de Salvador/BA. Apds o recebimento, as amostras foram
armazenadas a 4°C até a realizacido dos ensaios.

O desenvolvimento deste trabalho foi dividido em trés etapas: na primeira foi
realizada a padronizacdo das técnicas e determinacdo dos valores de referéncia
utilizando STIPF em 100 amostras que foram coletadas para o “teste do pezinho”
pelo laboratério CTN de Porto Alegre. Na segunda foi feito um estudo de
termoestabilidade em 3 controles higidos. Na terceira foi feito um piloto com 35
amostras de recém-nascidos de Monte Santo, seguido da analise de 262 amostras
de recém-nascidos provenientes de Monte Santo para os dois métodos (bioquimico
e molecular).

No ensaio enzimatico para a medida da atividade da ARSB, utilizou-se disco
de STIPF de 3,0mm de diametro, obtido com auxilio de um perfurador. Cada disco
de 3,0mm de didmetro contém aproximadamente 3,6 pL de sangue total (Chamoles
et al;; 2001). Os ensaios para essa enzima foram realizados em microplaca
reduzindo a metade do volume de reagentes e substratos utilizados no ensaio

tradicional, método descrito por Chamoles et al.,(2001) adaptado por Civalleiro et
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al.,(2006). Apos o picote da amostra na microplaca foram adicionados 22,5 pL de
agua destilada para cada amostra, 15 yL de tampéo acetato de chumbo 15 mM em
sédio acetato 0,05 M pH 5,0, 37,5 uL de substrato 10 mM 4-metilumbeliferil-sulfato
diluido em tampé&o sédio acetato 0,05 M pH 5,0. Antes da adigdo do substrato
somente nos brancos de cada amostra foi adicionado 225 pL de tampao glicina-
NAOH 0,085 M pH 10,5. Ap6s a homogeneizagédo, a microplaca foi fechada com
uma tampa especifica de microplaca para a nao evaporagcdo dos reagentes e
incubada por 20 horas a 37°C, com agitacdo de 40 rpm em banho seco.

Apos o periodo de incubacédo, a reagao foi interrompida pela adicao de 225
ML de tampédo glicina-NAOH 0,085 M somente nos testes. As amostras foram
centrifugadas em uma centrifuga especifica de microplaca a 3000 rpm por 10
minutos a 4°C. A fluorescéncia (excitagdo, 365nm; emissao, 450nm) foi medida no
sobrenadante, no espectrofluorimetro com leitor de microplaca (Spectramax M2 -
Molecular Devices). Utilizou-se uma curva de 4-metilumbeliferona e a atividade
enzimatica foi expressa em nmol /h/ mL.

Nos casos em que a atividade da ARSB foi baixa analisou-se a atividade da
iduronato sulfatase pelo método descrito por Civallero et al.,, (2006) a fim de
descartar deficiéncia multipla de sulfatase. Utilizou-se como enzima de referéncia a
beta-galactosidase descrito por Chamoles et al., (2001) com o propdsito de testar a
integridade da amostra em todas as amostras com resultados alterados para ARSB.

Para o ensaio molecular utilizamos a reagdo da PCR sem extragéo prévia de
DNA das amostras de STIPF. Esse método foi adaptado e comparado com a
lavagem do papel filtro com os reagentes utilizados para sangue impregnado em
papel FTA. A PCR foi realizada num volume final de 25uL , e foram utilizadas as
seguintes concentragbes de reagente: tampao invitrogen 1X dNTP 0,2mM, 5pm de
cada primer para amplificagcdo do éxon 3, 1,5mM, MgCl, e 10% de DMSO. Apoés
foram adicionados 3 a 4 discos de 1,5 mm de didmetro de STIPF e as amostras
foram colocadas em termociclador (PTC -100 ™ — MJ Research, Inc.) e submetidas
a 30 ciclos de temperaturas de 94 e 46°C para a extragdao do DNA do papel-filtro.
Apos este passo foi adicionada 1U da Taq Polimerase e os tubos submetidos
novamente ao programa especifico para amplificacédo do exon 3.

Apods a obtencao do fragmento do exon 3 amplificado pela PCR, foi realizada
a digestdo do mesmo com enzima de restricdo Hsp92ll ou seu isoesquizomero Nlalll

que reconhecem a sequéncia 5’...CATG...3’ no alelo normal. A reacgao foi realizada
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em um volume final de 35 uL contendo 13,5uL de agua de injegéo, 3uL de BSA, 3uL
de tampéo (especifico da enzima) 0,5uL da enzima Hsp92 Il ou Nialll e 15uL do
produto da PCR. As amostras foram incubadas em banho seco a 37°C por
aproximadamente 24 horas. Apdés o produto da digestdo foi verificado em gel de
agarose 3% e visualizado sob luz UV.

Para a termoestabilidade, as amostras de STIPF foram avaliadas em diversas
condigdes de armazenamento (temperatura e tempo em dias) de acordo com o
método adaptado de Camelier et al., (2011). Utilizamos amostras coletadas de 3
controles higidos. Apds coleta e secagem do STIPF durante a noite a temperatura
ambiente (22°C), a medida da atividade da ARSB foi realizada e considerada 100%
(tempo 0). As amostras foram fracionadas e armazenadas em diferentes
temperaturas de 4°C, 22°C e 37°C. N6s avaliamos a atividade enzimatica apos 30,
45 e 60 dias.

Para o teste molecular usamos as mesmas amostras e condi¢cdes de tempo e
temperatura para avaliagao da eficiéncia da amplificagao das amostras por PCR.

Para as 262 amostras com os resultados concluidos, usamos o teste de
Fisher para comparar as duas variaveis (analise bioquimica e molecular). Para a
analise bioquimica realizamos todos os ensaios em duplicata para melhor
confiabilidade nos resultados obtidos.

Todas as andlises foram realizadas usando o programa estatistico SPSS,

versao 16.1 em um computador compativel PC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As principais adaptacbes do método da padronizagdo em microplaca para o
ensaio enzimatico da ARSB em amostras de STIPF foram a redugao dos volumes de
reagentes e substrato a metade, gerando um custo menor de gastos em reagentes
em relagao da técnica descrita por Chamoles et al., (2001) adaptada por Civallero et
al., (2006) que é usada na rotina no nosso laboratério. O tempo das leituras em
microplaca € muito mais rapido em relacéo as leituras dos ensaios realizados em

tubos de eppendorf.
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Para o método molecular, conseguimos adaptar a técnica da PCR sem a
realizacdao da extracdo de DNA das amostras de STIPF, proporcionando assim
menos gastos com reagentes e tempo reduzido para a realizagdo das analises. A
amplificagdo por PCR em amostras sem tratamento prévio resultou num sinal de
intensidade melhor.

No estudo piloto das 35 amostras de STIPF trés amostras apresentaram
medida da atividade enzimatica da ARSB abaixo do limite inferior dos valores de
referéncia normais. Nas analises moleculares encontramos um heterozigoto para a
mutacgdo p.H178L e as demais amostras tiveram todos os resultados normais.

Para os resultados preliminares analisamos um total de 262 amostras e
comparamos os resultados da atividade da ARSB com os resultados moleculares de
STIPF, utilizando o teste estatistico exato de Fisher considerando o teste molecular
como padrdo ouro para a triagem. Na medida da atividade enzimatica da ARSB
encontramos como resultado: 247 individuos apresentaram atividade enzimatica
dentro dos valores de referéncia de normais, 15 com atividades abaixo do limite
inferior de referéncia. Nas analises moleculares encontramos 259 individuos
normais, 3 heterozigotos para mutagédo p.H178L e nenhum afetado.

Os ensaios enzimaticos quando alterados requerem a confirmacdo em nova
amostra de STIPF ou em leucdcitos para o diagnéstico final. Neste projeto, este
procedimento foi considerado desnecessario, uma vez que os resultados alterados
foram confirmados através da analise molecular.

Com o teste estatistico, foram calculadas as frequéncias de resultados
obtidos considerando as analises bioquimica e molecular, obtendo-se uma
significancia de p<0,002 (tabela 1). Esses resultados demonstraram que a analise
molecular possivelmente pode substituir a analise bioquimica em regidées como a de
Monte Santo, na qual se tem o conhecimento sobre a prevaléncia relativa de uma

mutacgéo especifica.
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Tabela 1. Frequéncia dos resultados obtidos nas analises bioquimica e molecular.

Bioquimica Molecular Total
Normal 94% (n=247) 99% (n= 259)
1% (n=3
Alterado 6% (n=15) .
heterozigotos)
Total 100% (n=262) 100% (n=262) P=0,002

Os testes de estabilidade mostraram que, quando as amostras foram
mantidas a temperaturas de 4, 22 e 37 ° C, a atividade teve uma diminui¢cao
significativa da ARSB apds 30 dias da coleta, principalmente para o material mantido
a 22 e 37°C (Figura 1). Esses resultados concordam com o trabalho de Camelier et
al., (2011) que mostra uma perda de atividade significativa na avaliagdo da
termoestabilidade da galactose-6-sulfatase. Outro estudo recente de Castilhos et
al.,(2011) mostra a termoestabilidade de trés enzimas, incluindo a ARSB, que

também obteve perda de atividade, porém utilizando intervalos de tempos diferentes.

Figura 1. Teste de termoestabilidade para a ARSB em STIPF
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Essas mesmas amostras foram avaliadas quanto a estabilidade para a

analise molecular. Nesses ensaios as amostras amplificaram durante os 60 dias
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apds as coletas e em todas as condi¢gdes de temperatura. Mostrando assim uma
reprodutibilidade maior nos resultados obtidos na analise molecular.

Esses resultados indicam que amostras de STIPF para medida da atividade
da ARSB devem ser coletadas, enviadas ao laboratdrio imediatamente e
armazenadas a 4°C até o momento da analise (que nao deve ser superior a 30 dias).
O cuidado com a coleta adequada, secagem da amostra, identificagdo, data da
coleta e envio da mesma em STIPF, sado fatores que podem influenciar nos
resultados, quando nao realizados corretamente. Aqui cabe ressaltar que 5 das 15
amostras com resultado alterado estavam armazenadas em tempo 60 dias apos a
coleta e em todos os resultados da analise molecular foram normais.

Nas amostras nas quais a atividade da ARSB foi alterada, realizamos a
andlise da (B-galactosidase como enzima de referéncia e a medida da atividade da
iduronato sulfatase, para descartar a possibilidade de deficiéncia multipla de
sulfatases. Em todos os RN testados as atividades de ambas as enzimas foram
normais. Estas analises ndo puderam ser realizadas em 3 dos RN com atividade da
ARSB alterada devido a insuficiéncia da amostra.

Este método de triagem em amostras de STIPF permitiu um teste enzimatico
pratico e seguro para a identificagdo de pacientes com MPS VI quando o resultado
bioquimico pode ser confirmado com o resultado molecular. O trabalho mostrou que
amostras de STIPF podem ser usadas para detectar pacientes com MPS VI, como
um meétodo que poderia ser facilmente incorporado aos protocolos dos laboratérios
de referéncia, possibilitando uma rapida identificagdo de pacientes afetados,
especialmente quando se tem o conhecimento prévio da mutacdo recorrente na
familia ou em determinada regiao geografica. Com a terapia de reposi¢céo enzimatica
disponivel para MPS VI, sabemos da importancia e das vantagens do paciente com
diagnostico precoce, mostrando uma melhora consideravel no quadro clinico e
qualidade de vida.

Com esses resultados preliminares podemos concluir que a metodologia
desenvolvida para a triagem neonatal de MPS VI é eficiente para a detecgéo
precoce da doenga na regido estudada.

A continuidade do estudo com aumento do tamanho da amostra sera
fundamental para permitir o calculo da frequéncia da mutagao e do numero estimado

de heterozigotos e homozigotos na regiao estudada.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidosis type VI (MPS VI) or Maroteux-Lamy syndrome, is an
autosomal recessive disorder caused by deficiency of the lysosomal enzyme N-
acetylgalactosamine-4-sulfatase (ARSB), which results in lysosomal storage of
dermatan sufate in various tissues and organs and leads to a variable clinical
spectrum, including more severe and attenuated forms. The accumulation of
undegraded substrate causes bone involvement, respiratory problems and short
stature, among other signs and symptoms, affecting the eyes, heart and other
organs. Although MPS VI does not have a defined incidence in Brazil, we know that
in our environment it is much more frequent than in other countries around the world.
Today there is a specific treatment for MPS VI, based on enzyme replacement
therapy (ERT) with good results and significant improvement for the prognosis of
patients, especially when started at an earlier age. We describe herein the
standardization of the microplate fluorimetric method for the ARSB test and a new
methodology of molecular analysis, both adapted for dried blood spots (DBS)
samples. These standardizations were developed for inclusion of newborn screening
for MPS VI in the same collections used for the newborns of the city of Monte Santo,
Bahia, Brazil. The methods were developed to detect patients and carriers for MPS
VI, once the disease seems to have a high incidence (around 1:5.000) at this
location. Also, all patients that have already been diagnosed in this city presented the
same mutation (p.H178L) in homozygosis. For the technique standardization
samples that were collected for the newborn screening, were used and a pilot test
with samples of neonates from Monte Santo were used for the validation of the
previously standardized techniques. The thermostability studies were performed in
healthy controls. Finally, samples of newborns from Monte Santo were analyzed
using the two methods (biochemical and molecular) for newborn screening of MPS
VI. The standardization on microplate for the fluorimetric enzyme activity of ARSB
was performed in our laboratory and the test allowed to differentiate values for
normal and affected and/or carriers, allowing a reliable detection of patients with MPS
VI. On the standardization and adaptation for molecular analysis in DBS it was
possible to differentiate the results of normal individuals, heterozygous and affected

for the p.H178L mutation. The use of DBS samples from newborns facilitates
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collection and transport. The developed protocol of newborn screening for MPS VI
can be easily incorporated into the protocols of reference laboratories, contributing to
detection and early treatment of the affected individuals, and providing a better

quality of life for these patients.

INTRODUCTION

Maroteaux-Lamy syndrome or Mucopolysaccharidosis VI (MPS VI) is an
autosomal recessive disease, caused by intralisossomal defect that affects the
degradation of glycosaminoglycans (GAG) dermatan sulfate. The diagnosis is usually
confirmed by the deficiency of N-acetylgalactosamine 4-sulfatase (arylsulfatase B -
ARSB) enzyme activity in leukocytes. The accumulation of GAGs is responsible for
the phenotypic characteristics of the disease (Neufeld and Muenzer, 2001, Schwartz
et al, 2001).

MPS VI patients have clinically short stature, facial dimorphism, corneal
opacity, recurrent media otitis, pneumonia, obstructive nasal airway disease, cardiac
valvulophaty, splenomegaly, inguinal and umbilical hernia, stiffness and articular
contractures, and skeletal abnormalities. The normal intelligence is preserved in this
type of MPS (Azevedo et al., 2004). Another difference between the syndromes is
survival, which is higher in patients with MPS VI (Ishida et al, 2009). Most patients
experience the first signs of the disease in childhood (hepatosplenomegaly, infiltrated
face and growth retardation) usually between 1 and 3 years of age (De Paula et al,
2006). The definitive diagnosis of MPS VI is established by measuring the ARSB
activity in leukocytes or cultured fibroblasts, usually by the absorbance method
(Kresse et al., 1982).

Although MPS VI is one of the rarest MPS worldwide (Meike et al. 1999;
Poorthuis et al., 1999) it has been shown to be the most frequent in our country
according to surveys provided by the MPS Brazil Network, of the HCPA Medical
Genetics Service (unpublished data).

The ARSB gene is located in the long arm of chromosome 5, in the region
5913.3 - 5g14.1 (Litjens et al., 1989). Since the first mutation described by Wicker et
al. (1991) in the ARSB gene, a series of other mutations have been identified, adding
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approximately 130 mutations to date (HGMD,; Litjens & Hopwood, 2001; Karageorgou
et al., 2004, Petry et al., 2003, Petry et al ., 2005, Karageorgis et al., 2007). Most
mutant alleles are present in only one or few patients, indicating a high allelic
heterogeneity of the MPS VI (Litiens & Hopwood, 2001).

The city of Monte Santo, located within the state of Bahia, presents a land
area of 3,186.87 Km? and has about 52.000 inhabitants with an average annual rate
of 1.200 live births. The vast majority of the population (80%) resides in rural areas
and the illiteracy rate among individuals aged 15 or over is 44% with a poverty
incidence of 48% (IBGE 2009). In this city several genetic disorders (recessive
autosomal, dominant, congenital defects and multifactorial disorders) have been
diagnosed and are being widely studied in its varied aspects in a project called
"Genetics in the hinterland.”

Among the genetic diseases in this region, MPV VI presents a high incidence.
In another study conducted by the same research group, the p.H178L mutation
(described by Karagoeorgos et al, 2007) was identified in a Brazilian patient from the
region of Monte Santo and is being studied in patients with clinical diagnosis of the
disease and in their families in this location. Thirteen patients have already been
identified, so far and the tested family members indicated a heterozygote frequency
of 40 % (Motta-Costa et al., 2011).

MPS VI is already been treated by enzyme replacement therapy, which has
recognized positive impact in the patients improvement (Giugliani et al, 2007).
Recent evidences indicate that early treatment changes for the better the prognostic
of the disease (McGill, 2010). This fact justifies the importance of a simple technique,
which could be used to the early detection of enzyme deficiency and specific
mutation detection in a convenient sample, such as the sample collected for the
newborn screenin.

The use of dry blood samples (DBS) collected for the newborn screening can
be an alternative to newborn screening for MPS VI and other lysosomal diseases.
Through neonatal diagnosis it would be possible to start early treatment and thus
provide a better prognosis and therefore a better quality of life for patients and

families.
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MATERIALS AND METHODS

The newborn screening for MPS VI project has been widely divulged (ou
disclosed) to the community of Monte Santo through an explanatory brochure about
the disease and the project proposal. All health professionals and collectors of the
neonates were oriented about the importance of neonatal screening and trained on
the drying conditions and storage of the samples.

Parents and/or legal representatives for all newborns were informed about
newborn screening for MPS VI, that information was reinforced at the time of
collection of the newborns. Those that have not agreed to participate in screening for
MPS VI, signed the dissent term (approved by the Ethics and Research Committee of
HCPA). The DBS were obtained from 262 neonates (0 and 28 days) and were sent to
our service by mail from APAE of Salvador/BA. After arrival the samples were stored
at 4 °C until analysis.

The development of this work was divided into three steps: on the first phase
the standardization of the techniques using DBS was accomplished in 100 samples
that were collected for newborn screening by the CTN Laboratory of Porto Alegre. On
the second step the thermostability studies were performed in three healthy controls.
On the third step a pilot study using 35 samples of neonates, followed by the
analyses of 262 samples of newborns, both from the county of Monte Santo, were
analyzed using biochemical and molecular methods.

For the biochemical assay the method described by Chamoles et al. (2001)
adapted by Civallero et al. (2006) was used with reduced volumes of substrate and
reagents (half of the volume used for the conventional technique) for the
standardization of ARSB activity on microplate. For the enzyme assay a 3.0 mm
dried spot was used. The blood was eluted with 22.5 yL of distilled water, 15 pyL of
lead acetate buffer 15 mM in sodium acetate 0,05 M, pH 5.0 and 37.5 pL of
substrate 10 mM/L 4-methylumbelliferyl-sulfate diluted in 0.05 M sodium acetate (pH
5.0). Before adding the substrate for the blanks, 225 pyL of glycine-NaOH buffer,
0.085 M, pH 10.5 was added. After homogenization, the microplate was sealed and
the samples were incubated at 37 °C, for 20 hours, with shaking at 40 rpm in dry
bath. The fluorescence (excitation, 365 nm, emission, 450 nm) was measured in the

supernatant, on the spectrofluorometer with microplate reader (Spectramax M2 -
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Molecular Devices). The samples were centrifuged at 3000 rpm for 10 min at 4 °C. A
4-metylumbelliferone standard curve was used and enzyme activity was expressed in
nmol/h/ml.

In the cases where ARSB activity was low the activity of iduronate sulfatase
was measured through the method described by Civallero et al.; (2006) to
discard multiple sulfatase deficiency. Beta-galactosidase was used as a reference
enzyme, according to the method descriebd by Chamoles et al. (2001), to check for
sample integrity in all samples with abnormal ARSB results.

For the molecular test PCR was used without prior extraction of DNA from
DBS samples. This method was adapted and compared with the washing of the filter
paper using the FTA reagents and technique described by the manufacturers. PCR
was performed in a final volume of 25 uL, and the following reagent concentrations
were used: 1X Invitrogen buffer, 0.2 mM dNTP, 5pm of each primer for amplification
of exon 3, 1.5 mM, MgCl, and 10% DMSO and 3 to 4 1.5 mm DBS discs. The
samples were set in a thermocycler (PTC -100 ™ — MJ Research, Inc.) and submitted
to 30 cycles of temperatures of 94 and 46 °Cto release DNA from the filter
paper. After this step 1U of Taq polymerase was added and the tubes submitted to
the specific program for amplification of exon 3.

After amplification, the fragments were submitted to digestion with the
restriction enzyme Hsp92ll (or isoeschisomer Nilalll) that recognizes the sequence 5
"...CATG... 3" in the normal allele. The reaction was conducted in a final volume of
30ul containing 3 pl of BSA, 3 ul of buffer, 0.5 ul of the Hsp92 or Nlalll enzyme and
15 ul of the PCR product. The samples were incubated in a dry bath at 37 °C for
about 24 hours. After digestion the product was run in a 3% agarose gel and
visualized under UV light.

The stability of DBS samples was evaluated in various storage conditions
(temperature and time in days) according to the adapted method by Camelier et al.
(2011). Samples collected from three healthy controls were used. After collecting and
drying DBS overnight at room temperature (22 °C) the measurement of ARSB activity
was performed and considered to be 100% (time 0). The same samples were
analyzed after storage at 4 °C, 22 °C and 37 °C during 15, 30, 45 and 60 days. The
same samples were used to evaluate the efficiency of PCR amplification.

For the 262 samples with the completed results, we used Fisher's exact test to

compare the two variables (biochemical and molecular analysis). For the biochemical
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analysis all the tests were performed in duplicate for better reliability of the obtained
results.
All the analysis was performed using SPSS software, version 16.1 on a PC

compatible computer.

RESULTS AND DISCUSSION

The main adaptations of the method for the standardization in microplate of
ARSB enzyme assay using DBS samples were the volume reduction of the reagents
and substrate regarding the technique described by Chamoles et al., (2001) adapted
by Civallero et al., (2006) that is used routinely in our laboratory. The time of
readings in the microplate is much faster compared the readings of the tests carried
out in eppendorf.

For the molecular method, we were able to adapt the PCR technique without
performing extraction of DNA from the DBS samples, thus providing less cost on
reagents and reduced time to perform the analysis. The amplification of the samples
without prior treatment resulted in a better intensity signal.

In the pilot study of 35 samples from DBS three samples had measurements
of ARSB enzyme activity below the lower limit for normal reference values. The
molecular analysis showed a heterozygous sample for the p.H178L mutation, all the
other samples had normal results.

We analyzed a total of 262 samples and compared the results of ARSB
activity with the molecular results, using the Fisher’s exact statistical test, considering
the molecular test as the gold standard for screening. From the ARSB enzyme
activity measurements the following results were found: 247 individuals presented
enzyme activity within the normal reference values, 15 had activities below the lower
reference range. In the molecular analysis we found 259 normal individuals, 3
heterozygous for the p.H178L mutation and none homozygous affected.

It is important that the enzyme assays, when distorted, require confirmation in
a new sample of DBS or leukocytes for the final diagnosis. This was not our goal

here, once we aimed to detect the specific mutation present in Monte Santo.
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With the statistical test, the frequencies of the obtained results were calculated
considering the biochemical and molecular analysis, yielding a significance of p
<0.002 (Table 1). These results demonstrate that molecular analysis can possibly
replace the biochemical analysis in regions such as Monte Santo, in which there is

previous knowledge on the relative prevalence of a specific mutation.

Table 1. Obtained results on the biochemical and molecular analysis frequency.

Biochemical Molecular Total
Normal 94% (n=247) 99% (n= 259)
1% (n=3
Abnormal Results 6% (n=15)
heterozygous
Total 100% (n=262) 100% (n=262) P=0,002

Stability tests showed that, when samples were kept at temperatures of 4, 22
and 37°C, the ARSB activity had a significant decrease after 30 days of collection,
especially for the material maintained at 22 and 37 °C (Figure 1). These results agree
with the study of Camelier et al,. (2011) that shows a significant loss of activity in the
evaluation of the thermostability of galactose-6-sulfatase. Another recent study by
Castilho et al., (2011) shows the thermostability of three enzymes including ARSB
that also showed loss of activity, although using different time intervals.

Figure 1: Thermostability test for the ARSB in DBS
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These same samples were also evaluated for molecular analysis stability. In
these tests the samples have amplified during 60 days after collection and in all
temperature conditions. Thus showing a higher reproducibility of the results obtained
for the molecular analysis.

These results indicate that the use of DBS samples to measure ARSB activity
should be collected, sent to the Ilaboratory immediately and stored at4 °C
until analysis (must not exceed 30 days). Care for proper collection, drying the
sample, identification, date of collection and transport, are factors that can influence
the results if not performed correctly. It is noteworthy that 5 out of 15 samples with
distorted results were stored for 60 days after collection prior to arrival in the
laboratory (molecular analysis results were normal).

In samples in which the ARSB activity were distorted, $-galactosidase analysis
were used as a reference enzyme and measurement of iduronate -sulfatase activity,
was used to rule out the possibility of multiple sulfatase deficiency. In all newborns
tested both enzyme activities were normal. These analyses could not be held in three
of the newborns with distorted ARSB activity because of insufficient sample.

This method of screening in DBS samples allowed a practical and safe
enzymatic test for the identification of patients with MPS VI when the biochemical
result could be confirmed by molecular tests. The study showed that DBS samples
can be used to identify patients and carriers with MPS VI, with methods that can be
easily incorporated into the protocols of reference laboratories, specially when the
recurrent mutation in the family or in a particular geographic region is a already

known. The early enzyme replacement therapy can give a better quality of life to
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patients with MPS VI. With the available enzyme replacement therapy for MPS VI,
we know the importance and benefits of early diagnosis, showing a considerable
improvement on clinical features and quality of life when treatment is started as soon
as possible.

With these preliminary results we can conclude that the methodology
developed for newborn screening of MPS VI is effective for early detection of the
disease in the region studied.

The continuing study with an increased sample size will be critical to allow
mutation frequency calculation and the estimated number of heterozygotes and
homozygotes in the studied region.
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10 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho mostrou que a utilizagdo de amostras de STIPF para o
diagndstico bioquimico e molecular da MPS VI é viavel e pode ser incorporado por
laboratérios de referéncia, para identificar pacientes com MPS VI e mesmo
portadores da doenca. A coleta de STIPF, além de evitar a coleta de sangue
venoso, torna mais facil o transporte das amostras a partir de outros locais mais
distantes.

Com vistas a triagem para MPS VI, as amostras de sangue total em papel-
filtro devem ser secadas e armazenadas de acordo com as normas de coleta do
Programa Nacional de Triagem Neonatal.

Os testes de estabilidade de amostras de STIPF para o ensaio enzimatico da
ARSB indicaram que, o armazenamento das amostras a 4°C € indicado para a
obtencdo dos resultados mais confiaveis, evitando-se desta maneira, resultados
falso-positivos.

A disponibilizagdo de um teste de triagem neonatal vai permitir um diagnéstico
mais precoce da MPS VI, o que € muito importante uma vez que esta doencga ja tem
a terapia especifica disponivel e que sua introdugcdo em fase mais precoce parece se

acompanhar de melhores resultados clinicos.
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11 CONCLUSOES

A utilizagao simultdnea dos dois métodos de triagem permitiu a obtencéo de
um resultado mais confiavel, principalmente nos casos nos quais o diagndstico
molecular concordou com o resultado bioquimico. Para os ensaios bioquimicos em
microplaca conseguimos reduzir substancialmente (pela metade) os volumes dos
reagentes e substratos em relagdo a técnica convencional, com uma consequente
reducdo de custos Para os ensaios moleculares, também reduzimos os gastos ao
evitar a extragcdo de DNA da amostra e os custos materiais € humanos associados a
essa etapa.

Esse estudo tera continuidade com a analise de um numero maior de
amostras, que deverao permitir o calculo da incidéncia da doenga na regido
estudada. Com as padronizacdes e adaptacdes das técnicas desenvolvidas para a
triagem neonatal para MPS VI percebemos que outras técnicas podem ser
desenvolvidas para investigacdo de outras doengas, usando o mesmo material

coletado para o “teste do pezinho”.
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ANEXO C — TERMO DE DISSENTIMENTO

¢

|
TERMO DE DISSENTIMENTO

PROJETO: TRIGEM NEONATAL PARA MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO Vi
(SINDROME DE MAROTEAUX-LAMY)} EM UMA REGIAO COM ALTA
PREVALENCIA DA DOENCA

A MPS VI & uma doenga genética rara com alia incidéncia no Brasil, em
comparacdo com outros paises. Além disto tem alta incidéncia relativa na regiao
do municipio de Monte Santo, Bahia.

A divulgacéo deste projeto foi feita no municipio de Monte Santo através de
palestras e folders explicativos e tem como principais objetivos executar um
programa de triagem neonatal para Mucopolissacaridose tipo Vi {MPS VI) com
vistas a facilitar 0 acesso ao diagnostico, tratamento e prevengéo desta doenga.

Este projeto serd realizado em amostra do leste do pezinho sob a
coordenacdo dos Professores Sandra lLeistner-Segal € Roberto Giugliani {do
Servico de Genética Médica do Hospitalide Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro
Barcelos, 2350. Fone: 51- 3359 8011), Angelina Xavier Acosta (Servico de
Genética Médica, HUPES/UFBA, Salvador, BA) e Tatiana Amorim (APAE de
Salvador).

O que acontece se eu naa participar?

Sua participacao é voluntaria. O exame do teste do pezinho de seu fitho ndo sera
prejudicado se vocé ndo desejar participar,

Euli e compreendilotalmente as informacgdes fornecidas.
Sendo conhecedor disto, eu ndo concordo em participar deste Projeto.

Entendo que este formulario sera preenchido e que receberei uma copia.

Local / Data: 3

Nome do Paciente:

Nome e Assinatura da Mae ou Respansével legal pela crianga

Nome e Assinatura do Pesquisador
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ANEXO D — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE C()NSEN'I‘!M}CNT() LIVRE £ ESCLARECIDO

TRIGEM NEONATAL PARA MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO V1
{SINDROME DE MAROTEAUX- L;Y\/IY) EM UMA REGIAQ COM ALTA
PREVALENCIA DA DOENCA

Seu lilhe fez parte de um estudo que envolveu a andlise da amostra de 800
criangas que realizaram o teste do pezinho™ na cidade de Monte Santo, no Estado da
Bahia no periods de novembro/2010 a setembro/2011

iste trabalho estd sob a coordenacio dos Professores Sandra Leistner-Segal ¢
Roberto Glughiani {(do Servige de Genédlica Médica do Hospital de Clinicas de Porlo
Alegre, Rua Ramiro Barcclos, 2350, Tone: 51- 3359 8011), An%hnu Xavier Acosta
(Servigo de Genélica Médica, HUPES/UFBA, Salvador, BA) e Tatiana Amorim (APAL
Salvador. Fone: (71) 32708300).

O que ¢ a Mucopolissacaridose VI?

A MPS VI ¢ uma doenga gendtica rara com alla incidéneia no Brasil, ¢m
comparagio com outros paises, Pacientes com MPS VI €m wma wnormalidade em uma
enzima especifica chamada arilsolfatase B, que tem a fungho de fazer a quebra dos
glicosaminocheanos (GAGSs). Os GAGs gue nio sAo completamenic quebrados ficam
depositados dentro das células do corpote sv[ acumulam, originando a doenga.

Qual ¢ a finalidade do estudo?

AMPS VIS uma doenga que fem alia incid@neia relativa ma regiao do municipio
de Monte Samto, Bahia,

Esse projeto lem comg prineipais objetivos exceutar um programa de trigem
neonatal para Mucopolissacaridose ipo VI (MPS V1) com vistas a faciliter o acesso an
diagndstico, tratamento ¢ prevencio desta doenga.

Sao finalidades adicionais do projeto;

1. kdentiticar recéme-nascidos afetados por MPS VI, que seriam candidatos a
programa de tratamento precoce da doenca com terapia de reposigio enzimaticn, a scr
olerectdo em projeto 'pzxrnlclo:

2. Mdentificr os portadores ¢ oy eventuais casais em risco de terem filhos
afelados, candidatos @ um programa de aconselhamento gendlico a ser oferecido pela
ceguipe participanie.

© que devo fazer a partic deste momento?

Neste momento, serd solicitada o coleta de sungue total para extragao de
teucocitos (para lestes bioguimicos) ou DNA (puara testes moleculares), bem como uma
amostrn de urina {pura dosagem de glicosaminoglicanes). Estu coleta servird para
eselarceer se as alferagfes encontradas no material coletado para o teste do pezinho de
seu filho serao confirmadas numa nova amaostra.

O que acontece se en wio participar?

Sua participagao ¢ voluntdria, O tratamento serd indicado do mesmo modo ¢ seu
fitho terd dircito ao mesmo. Também o aconsclhamento genCtico estard disponivel,
mesmo gue voed nao acelte participar da pesquisa. Se voeé nio desejar puarticipar du
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pesquisa, seus dados e os do sey fitho nito serdo utilizados na mesma. ¢ isso nio afetard
o atendimento do seu bebé, ‘

A informacie cothida serd confidencial?

Neste estudo, seu filho serd identificado apenas com as infciais de seu nome ¢ a
data de nascimento, e somente teido acesso 108 resuliados o seu médica, os médicos du
equipe de estudo ou membros do Comité de Btica.

Os dados obtidos deverio ser publicades, quaisquer que sejam os
resultados, mas o sigilo serd mantido e a sua identidade 1o serst divulgada.

Como foi winha participacio neste estudo?

Vaeé foi informado {(a) deste projeto através de divulgagio com folders ¢
cartazes em postos de coletd aonde foi explicado que o sangue de seu fitho, cothido para
o tesie do pezinho; seria utilizado t:lml'(ém para dosagem da atividade enzimitica da
enzima Arilsulfatase B ¢ para andlise molecular para a defecgao de uma alieracio
especiticn no gene que cavsa MPS VI
Nesti Fase inicial, niio foi necessiria coleta adicional além daquela prevista para o teste
do pezinho. Na presenga de um resultadp afterado na wisigen, voes serd informado desia
alteragio, da necessidade do exames adicionais ¢ di possibilidade de tritamento vaso a
alteraciio sejieconfimnida,

CONSENTIMENTO INFORMADO

An dar o meu consentimento assinando neste formuldrio, cu concordy que os
objetivos foram © explicados ¢ qué  minhas perguntas  forant - respondidas
satistatoriamente. Sendo conhecedor dislo, cu: ’

{] €oncordo e participar da segunda elapa deste Projeto voluntariamente. Tui
também informado (a) de que possuo o direito de me relirar deste Projeto a qualquer
momento. :

[T NAG eoncindo e participar ‘da sc,&iungla ¢tapa deste Projeto ¢ nio desejo yue oy
reswliados referentes A fnvestigagio de MPS V1 que foi feita utilizando o muderinl
“eoletado no Teste do pezinko do meu (minha) filho (a) seja wtilizade para este fim. Fui
Jambém informada de que o andlise das outras doengas investigadas pelo Tesie do
Pezinhd, assim como o tratamenty das mesmas, caso ocorram, nao- serio prejudicados
por causy da minha decisio.

Emeéndo que este formulario serd preenchido e gue recebere] yma cpia.

Local / Data;

Nome do Paciente:

Nomé ¢ Assinatura do Responsdvel legal pela erianga:

Nome e Assinatura do Pesquisador:
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ANEXO E - AUTORIZAGAO PARA USO DE IMAGEM

s

' . : SERVIGO DE GENETICA MEDICA  /75Z1I0N
HOSMITAL DE : ‘ : . CENTRO COLABORACORDA {1 (4€ h
c - B . 5 ORGAMIZAGAD MUNDIAL DA SAUDE | i/
CLIN ICAS . P O DESENVOLYIMENTO OF SERVICOS DE \J\\ WY
PORTGALEGRE RS - . - _ ) GENETICA NEDICA NA AUERIGA LATHA . L

N

AUTORIZAGAO PARA USO DE IMAGEM

~Concordo CQ!ﬁé_- utili‘za.céo de_"inlx-a_gem f&tdgréﬁé_a de__

A s e L b lnctu:ndo rosto sem -
: ,dlvuigagao samulténea de nome, ou qualquer forma de ldentlfcagao para f:ns de_
'7 ._'i‘documentagao de mvestigagao dlagnoshca bem como uso em pubhcagao Cientaf ca As ,
"é"-jrnagens fotograFcas ficardo sob tutela- do Servu;o de-Genética Médica do Hospital cie;j
'._.Chmcas de Porto A!egre, estando o} Dr Roberto Glugham (chefe do Serv:go), dlsponwel para '
;_eventuals esciarecwnentos pelo telefone (51) 2101 8011 !

St

. Porto Alegre, .~
Lo Médico: .
‘.’1 J 5
F\'-i.ia'éam:rc-lBarcelo‘s dash e 0 e ﬁf?‘b 'L‘I"Ph”ﬂ ,& By TN fone(51)2101 B0+
 90035-303 - Porto Alegre - RS ‘Brasil. . \iﬁ:’\(} APE‘?{;v at A i fax (51) 2101:8010 "

. wwwhcpa uffgsbr £ b [Q} R _I-g_enntica@hcpa ufrgs.br -




