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RESUMO

A Doenga de Deposito de Esteres de Colesterol (DDEC) é uma Doenga Lisossomica de
Deposito, herdada de modo autossdmico recessivo, causada pela deficiéncia da enzima Lipase
Acida (LA). Essa enzima, quando deficiente, resulta na reducdo da hidrélise de ésteres de
colesterol e trigliceridios levando ao acimulo progressivo de ésteres de colesterol nos
lisossomos, apresentando-se como doencga de deposito em diversos Orgaos, particularmente o
figado, mas também no bago, glandulas adrenais, nodulos linfaticos da mucosa intestinal,
endotélio vascular e musculo. Além disso, pode-se encontrar, como achados laboratoriais,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e deficiéncia de HDL. Hepatomegalia, no entanto, pode
apresentar-se como unico € mais precoce sinal da doenga. Ha poucos relatos de casos no Brasil
com o diagndstico de DDEC e, o Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, um servi¢o de referéncia em diagndstico de doengas lisossdmicas, ndo possuia registro
de casos com esse diagnostico. Foi padronizada a técnica para medir a atividade da LA em
leucocitos e sangue impregnado em papel filtro com o objetivo de encontrar casos suspeitos e
diagnosticar DDEC. Foram analisadas 50 amostras de pacientes que preenchiam critérios de
inclusdo, tendo sido diagnosticado um caso positivo para deficiéncia de LA. Como os sinais e
sintomas da DDEC sao muitas vezes sutis e inespecificos, um alto grau de suspei¢ao ¢ necessario
para aumentarmos o diagnostico desta doenca pouco conhecida e possivelmente sub-

diagnosticada.



ABSTRACT

The Cholesterol Ester Storage Disease (CESD) is an autosomal recessive lysosomal storage
disease, caused by the deficiency of the Acid Lipase enzyme (AL). This enzyme, when deficient,
results in the reduced hydrolysis of cholesterol esters and triglycerides leading to a progressive
accumulation of cholesterol esters in lysosomes, presenting as storage disease in many organs,
particularly the liver, but also in spleen, adrenal glands, lymph nodes, intestinal mucosa, muscle
and vascular endothelium. Furthermore, as laboratory findings, it can presents with
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and HDL deficiency. Hepatomegaly, however, can
present as single early sign of the disease. The Medical Genetics Service of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre lacked the technique to diagnose CESD, and, therefore, had no
reported cases with the diagnosis. A technique for measuring the activity of LA in leukocytes
and in dried blood spots was standardized in order to screen and diagnose suspected cases of
CESD. We analyzed 50 samples from patients who met inclusion criteria and diagnosed one
positive case for AL deficiency. As the signs and symptoms of CESD are often subtle and
nonspecific, a high index of suspicion is necessary for us to increase the diagnosis of this less

known and potentially underdiagnosed disease.



CAPITULOI- INTRODUCAO



I.1. ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdao um conjunto de doencas caracterizadas por uma
deficiéncia no funcionamento do metabolismo, herdadas, geralmente, de modo recessivo,
sendo, em sua maioria, autossémicas. Garrod, em 1908, criou essa expressao para descrever
doengas determinadas geneticamente, causadas por um defeito bioquimico especifico que
leva a um bloqueio em vias metabdlicas, com consequente acumulo de substrato ou
deficiéncia de um produto (Carakushansky, 2001). Considera-se que cerca de 10% das
patologias genéticas podem ser caracterizadas como EIM, por defeito na sintese, degradagao,
transporte ou armazenamento de moléculas biologicamente ativas. Com o avango das
técnicas de analise laboratorial, novas patologias decorrentes de defeitos metabdlicos
especificos vém sendo crescentemente descritas. Ainda que individualmente raros, os EIM
sdo frequentes em conjunto, tendo uma incidéncia estimada ao redor de um para cada 1000
nascimentos (Carakushansky, 2001; Clarke, 2006). Assim, ¢ importante que o médico esteja
familiarizado com a apresentacao clinica desses distirbios, com sua adequada investigacao
laboratorial, com o melhor manejo de emergéncia para estabilizacdo dos pacientes
gravemente doentes € com a identificagdo daqueles que podem se beneficiar de tratamentos

especificos. (Giugliani et al., 1991; Wajner, Vargas, Burin, Giugliani, & Coelho, 2001)

1.2. DOENCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO

Os lisossomos sdao organelas vesiculares com funcdo de digestdo intracitoplasmatica. Estao
presentes em todas as células, porém sdao mais abundantes nas fagocitdrias, como o0s
macrofagos e os leucdcitos. As enzimas hidroliticas presentes nos lisossomos sdo segregadas
no reticulo endoplasmatico rugoso e transportadas para o aparelho de Golgi, onde sao
empacotadas nas vesiculas. As macromoléculas a serem digeridas sdo introduzidas por meio
da fagocitose, a fim de serem degradadas. Os catabolitos originados da digestdao

intralisossomal difundem-se através da membrana e entram no citosol onde sdo utilizados

10



pelo metabolismo celular. As enzimas lisossomicas degradam diversos substratos, como 0s
glicosaminoglicanos, esfingolipidios, glicolipidios e glicoproteinas (Figura 1). (Brum, Speck-

Martins, & Pinto de Oliveira Rizzo, n.d.; Junqueira & Carneiro, 2004)

LDL dfo Receptores para LDL
o

X ?p

Retomo dos receptores e da
membrana para a superficie

. /
e —
o ©
Endossomo LDL dentro Lisossomo

de endossomo

Figura 1. O caminho da digestdo intracitoplasmatica: Fagocitose da macromolécula (uma
lipoproteina de baixa densidade — LDL) com auxilio dos receptores, formando um
endossomo, retorno dos receptores para a superficie e encontro do endossomo com o

lisossomo para posterior degradagdao. Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2004.

As Doengas Lisossomicas de Depésito (DLD) sao um grupo de EIM causados por deficiéncia
de enzimas lisossomicas que podem estar envolvidas na degradacdo, armazenamento e
transporte de macromoléculas, levando ao actimulo progressivo de seus substratos
(usualmente polimeros complexos que nao podem ser normalmente hidrolisados), com agao
toxica e desorganizadora dos componentes celulares. H4, portanto, um subsequente acumulo
nos lisossomos de tecidos, incluindo o sistema nervoso central, figado, bago, articulagdes e
0ssos, entre outros. Em geral, os sintomas das DLD iniciam-se apds o periodo neonatal e sdao
usualmente permanentes, progressivos, independem de eventos intercorrentes € nao tém
ligacdo com ingestdo de alimentos (Clarke, 2006; Giugliani et al., 1991; Meikle, 1999;
Neufeld, 1991).

Estima-se que, em conjunto, tenham uma prevaléncia de um para cada 5000 nascimentos

(Fuller M, Meikle PJ, 2006).
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1.3. DEFICIENCIA DE LIPASE ACIDA

A Lipase Acida é uma enzima lisossomica que quando deficiente resulta na redugdo da
hidrolise de ésteres de colesterol e trigliceridios levando ao acumulo progressivo de ésteres de
colesterol nos lisossomos, apresentando-se como doenga de depdsito em diversos Orgaos,
particularmente o figado.

O gene da lipase acida lisossomal (LIPA) localiza-se no brago longo do cromossomo 10
(10g23.2-g23.3) e contém 10 exons. Mutacdes no gene causam a deficiéncia da enzima
Lipase Acida Lisossomica (LAL - ou hidrolase de ésteres de colesterol). A Deficiéncia de
Lipase Acida (DLA) é uma DLD, herdada de forma autossomica recessiva (D’Agostino D,
Bay L, Gallo G, 1998; Lohse P, Maas S, Sewell AC, van Diggelen OP, 1999).

A primeira mutagdo identificada no gene da LAL mostrou a substituicdo de uma guanina por
uma adenina na posi¢do -1 do exon 8 (E8SJM — exon 8 splice junction mutation), alterando o
splicing do exon 8 gerando uma proteina truncada. (Chatrath, Keilin, & Attar, 2009;
Grabowski, Charnas, & Du, 2012)

Essa enzima ¢ essencial para a hidrolise intracelular de triglicerideos e de ésteres de colesterol
que foram internalizados via endocitose mediada por receptor de particulas de lipoproteinas
(Champe, 2009; Muntoni et al., 2007). A atividade catalitica da enzima transforma um éster
de colesterol + agua em um colesterol livre + 4acido graxo (figura 2). (Nakagawa, Matsubara,

Kuriyama, & Yoshidome, 1995).
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Figura 2: Atividade catalitica da LAL. Endocitose do éster de colesterol (EC), com
subsequente hidrolise pela Lipase Acida Lisossémica (LAL) transformando os EC em Acido
Graxo (AG) + Colesterol Livre (CL) que posteriormente sdao liberados do lisossomo.

Modificado de Scriver’s Online Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease (2012).

O defeito enzimatico resulta em uma reducao da hidrolise de ésteres de colesterol e
trigliceridios e leva a um acumulo progressivo nos lisossomos das células hepaticas assim
como em outras células do sistema macrofagico. A consequente diminui¢ao do colesterol livre
leva a uma diminuicdo do feedback inibitério da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
(HMGCoA) redutase, levando a um aumento na sintese de colesterol assim como estimulando
a sintese da apolipoproteina B (ApoB) e receptores de LDL nas membranas. A expressao
alterada do gene transportador dependente de Colesterol LDL (ABCA1 - ATP-binding
cassette transporter Al - proteina transmembrana responsavel pelo efluxo celular de
colesterol e fosfolipidios que ¢ um passo essencial para o transporte reverso do colesterol e
para a biogénese da HDL) contribui para a reducdo do Colesterol HDL. As alteragdes
metabolicas levam, portanto as manifestagdes clinicas da doenga: aumento do Colesterol total,
Colesterol LDL e triglicerideos com diminuicdo do colesterol HDL. (Elleder M, Chlumska
A, Ledvinova J, 2000; Elleder et al., 2000; Pisciotta et al., 2009; vom Dahl et al., 1999)
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Portanto, a sua falta resulta no acimulo significativo de ésteres de colesterol nos lisossomos,
apresentando-se como doenca de deposito em diversos 6rgaos, particularmente o figado, mas
também no bago, glandulas adrenais, nodulos linfaticos da mucosa intestinal, endotélio
vascular e musculo. Além disso, pode-se encontrar, como achados laboratoriais,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e deficiéncia de HDL (Anderson, Bryson, & Parks,

1999; Bernstein, Hiilkova, Bialer, & Desnick, 2013).

A DLA leva a um espectro de doengas que ¢ classicamente dividido em duas (figura 3):

Sintomas agudos Sintomas Progressivos
Precoce Tardio

Figura 3. Espectro clinico da Doenca de Wolman e DDEC.

= Doenca de Wolman: ¢ a forma mais grave e precoce da doencga, caracterizando-se por
deficiéncia completa da enzima, a qual leva a um acumulo precoce e macigo de ésteres de
colesterol e triglicerideos, em especial no figado, mas presente no bago, adrenal, medula
ossea, linfonodo e macréfagos em geral, particularmente no vilo intestinal. Os sintomas
se manifestam nas primeiras semanas de vida com hepatoesplenomegalia, esteatorréia,
distensao abdominal, deficiéncia de crescimento e calcificagdo nas adrenais. O quadro
geralmente progride para o oObito dentro do primeiro ano de vida. (Boldrini, Devito,

Biselli, Filocamo, & Bosman, 2004; Grabowski et al., 2012; Valles-Ayoub et al., 2011).

» Doenca de Deposito de Esteres de Colesterol (DDEC): ¢ a forma mais atenuada da
doenga, caracteriza-se pela presenca de atividade residual da enzima. Esta doenca leva a
um acumulo mais tardio, com manifestacoes clinicas varidveis, muitas vezes, sutis. A

grande maioria dos pacientes descritos até o momento ¢ portadora da mutagao ESSIM.
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Esta doenga sera detalhadamente descrita abaixo. (Chatrath et al., 2009; D’ Agostino D,
Bay L, Gallo G, 1998; Elleder et al., 2000)

1.3. DOENCA DE DEPOSITO DE ESTERES DE COLESTEROL

A DDEC ¢ uma doenca que frequentemente ndo ¢ reconhecida, pois apresenta
manifestagdes clinicas varidveis, muitas vezes sutis que podem aparecer na infancia,
adolescéncia ou idade adulta dependendo da atividade residual da LAL (que geralmente
varia entre 1 a 12% do normal). O acumulo progressivo de ésteres de colesterol e
triglicerideos resulta em alteracdo hepatica (depdsito de lipidios e consequente
hepatomegalia), elevagao das transaminases e alteragao do perfil lipidico (Colesterol LDL

e triglicerideos elevados com HDL baixo). (Anderson et al., 1999; Tanaka, 1995)

Bernstein e colaboradores, em um estudo de revisdao com 135 pacientes, avaliaram as
manifestagdes clinicas, idade em que iniciaram os sintomas, exames laboratoriais
(colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos e enzimas hepaticas), atividade enzimatica da
LAL, mutacdo no gene LIPA e tratamento. A revisdo mostrou que, dentre os pacientes,
55% eram mulheres, a prevaléncia maior era de europeus (65%), enquanto os latino-
americanos representaram 10% da amostra. A média de idade ao inicio dos sintomas foi
entre trés e 12 anos para 62% dos casos € 11% dos pacientes manifestaram os sintomas
durante adolescéncia e idade adulta, sendo que dois pacientes foram diagnosticados
durante necropsia. A apresentacao clinica mais significativa era hepatomegalia (presente
em 99,3% dos casos), Alanina Transaminase (ALT) e/ou Aspartato Transaminase (AST)
elevadas (100%), esplenomegalia (74%), Colesterol total elevado (79%) e HDL
diminuido (com niveis entre 8 e 50mg/dL) (88%). Outras manifestagdes encontradas
eram decorrentes da doenca de base: Manifestacdes hepaticas como esteatose
microvesicular hepatica com progressao para cirrose micronodular e suas consequéncias
(hipertensdo portal, ascite, varizes esofagicas, sangramento gastrointestinal, caquexia e
faléncia hepatica); Manifestacdes gastrointestinais como diarreias frequentes, dores
abdominais e epigéstricas; Manifestacoes cardiovasculares como doenga arteriosclerdtica

coronariana, aneurisma, acidente vascular cerebral. A morte precoce pode ocorrer devido
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a progressao da doenca hepatica e/ou doenca arteriosclerdtica secundaria a dislipidemia.

(Bernstein et al., 2013).

Em geral, quanto mais afetado e mais precocemente o paciente demonstra sinais e
sintomas, o diagnodstico ¢ feito com maior precisdo e rapidez do que pacientes com
DDEC que evoluem com uma progressao mais lenta da doenga hepatica. (Pisciotta et al.,
2009). A biopsia hepatica geralmente revela uma cor marcante amarelo-alaranjado,
hepatdcitos e macrofagos como células espumosas carregadas de lipido, € os cristais de
¢ésteres de colesterol, melhor observado por exame ultraestrutural. No entanto, ¢
necessario o conhecimento desta doenga para buscar estas alteracdes, e, muitas vezes, a
biopsia hepatica pode ser diagnosticada como EHNA (esteatohepatite nao alcoodlica),
DGFNA (doenga hepatica gordurosa nao alcoodlica), ou cirrose criptogénica. Como o
diagnostico ¢ dificil, ¢ provavel que muitos pacientes adultos com DDEC estejam sendo
erroneamente classificados como tendo DGFNA, EHNA, ou doenga hepatica
criptogénica ou permanecem sem diagnostico (Chatrath et al., 2009; Gasche et al., 1997;

Hilkova & Elleder, 2012).

A DDEC ¢ uma doenga pan-etnica, no entanto, nao tem sua incidéncia conhecida.
Muntoni e colaboradores (2007), na Alemanha, através de um rastreamento populacional
da mutacdo E8SJM, encontraram uma frequéncia de heterozigotos estimada em um a
cada 100 individuos, indicando uma prevaléncia estimada de DDEC de um a cada 40.000
individuos. Estima-se que hd uma grande disparidade entre os casos esperados e
relatados, indicando que ha uma parcela significativa de pacientes com DDEC nao
diagnosticados. Na Republica Checa, onde a taxa de natalidade ¢ de apenas 13% da
registrada na Alemanha, foram identificados cinco pacientes com DDEC menores de 18
anos de idade, o que sugere que a familiaridade clinica e patologica com a doenga tem o
potencial de aumentar a taxa do diagnostico (Chatrath et al., 2009; Lohse P, Maas S,
Sewell AC, van Diggelen OP, 1999; Muntoni ef al., 2007)

Nao hé ainda um tratamento especifico para essa doenga. As medidas de tratamento
sintomatico incluem uso de colestiramina e estatinas (para diminuir o colesterol e a
sintese da ApoB), e, em casos de insuficiéncia hepatica, transplante hepatico. Terapia de

reposicao enzimatica com LAL recombinante se mostrou efetiva em modelos animais e,
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recentemente, um estudo clinico fase I/Il demonstrou seguranga e potencial eficécia.

(Bernstein et al., 2013)
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CAPITULO II - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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I1.1. JUSTIFICATIVA

O Servico de Genética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA) ¢ um servigo de
referéncia em doengas lisossomicas no Brasil; contando com redes de apoio ao diagnoéstico de
Erros Inatos do Metabolismo. No entanto, até o inicio deste trabalho o SGM/HCPA nio
dispunha da técnica para diagndstico de DLA, e ndo tinha, portanto, registro de casos com esse
diagnostico. Levando-se em consideragdo que a DDEC ¢ uma doenca rara e que pode se
apresentar de forma heterogénea e, muitas vezes, inespecifica, podemos inferir que
possivelmente seja uma doenca pouco considerada em casos menos graves € que, na maioria das
vezes, nao chegam a ser encaminhados para uma investigacao diagnostica especifica. Cabe
ressaltar que ndo estava ainda disponivel, nesse laboratorio e no Brasil de uma maneira geral, o
procedimento bioquimico especifico para o diagndstico de deficiéncia de lipase acida. Como a
doencga tem consequéncias potencialmente graves e considerando que um tratamento especifico
para a mesma esta sendo desenvolvido, o diagnostico mais precoce dessa doenga possibilitaria
um manejo que conduziria @ modificagdo da sua histéria natural, bem como o aconselhamento

genético as familias.

19



I1.2 OBJETIVO PRIMARIO

O objetivo geral do presente estudo consistiu em prospectar pacientes com suspeita de
DDEC (apresentando duas manifestagdes clinicas da doenga) atendidos em ambulatorios
especificos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ou por amostras de pacientes com suspeita
de DLD (apresentando uma ou mais manifestacdes clinicas da doenca) recebidas via redes de

apoio ao diagnoéstico de Erros Inatos do Metabolismo.

I1.3. OBJETIVOS SECUNDARIOS

3.2.1. Padronizar a técnica de medida da atividade enzimatica de LA em amostras de leucocitos
e em sangue impregnado em papel filtro no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo
do HCPA.

3.2.2. Medir a atividade enzimadtica de lipase adcida em amostras de pacientes com suspeita de
DDEC, estabelecendo o diagndstico nos casos com atividade deficiente dessa enzima.

3.2.3. Estimar a frequéncia de DDEC entre os pacientes que apresentam uma ou mais

manifestagoes clinicas da doenca.
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS
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II1.1 CASUISTICA

I11.1.1 DESENHO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo transversal, no qual foram avaliados pacientes em acompanhamento em
ambulatorios especificos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Genética Médica,
Gastroenterologia, Dislipidemia). Além disso, foram incluidas amostras de pacientes recebidas

via redes de apoio ao diagnoéstico de Erros Inatos do Metabolismo com suspeita de DLD.

I11.1.2 POPULACAO DO ESTUDO

Todos os pacientes atendidos em ambulatorios especificos do HCPA (Genética Médica,
Gastroenterologia, Dislipidemia), e os pacientes que tiveram amostras encaminhadas via redes de

apoio ao diagndstico de EIM, que preencheram os critérios de inclusao.

I11.1.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios clinicos e/ou laboratoriais para inclusdo no estudo estdo relacionados a seguir e
também no Anexo 1. Os pacientes incluidos deveriam apresentar pelo menos dois critérios, sem

que tivessem um diagnostico ja estabelecido.

Hepatomegalia sem etiologia definida;
Hipercolesterolemia (com niveis de LDL elevados)

Niveis de HDL abaixo do limite inferior

NN

Testes de funcao hepatica alterados e/ou fibrose hepatica e/ou esteatose

microvesicular e/ou cirrose hepatica, sem etiologia definida
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v Sinais sugestivos, em exame anatomopatologico, de células hepaticas vacuolizadas

ou espumosas
Historia familiar positiva para o(s) mesmo(s) sinais e/ou sintomas
Consanguinidade entre os pais

Doenca hepatica de inicio na infancia

Esplenomegalia associada a hepatomegalia

Linfoadenopatia e/ou linfonodos aumentados

Ma Absorcao

S N N N R NN

Colesterol Total Elevado e/ou Triglicerideos Elevados

II1.1.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes com diagnostico de DDEC ja estabelecido ou com outro diagndstico que justifique a

manifestagdo clinica apresentada.

I11.1.5 TAMANHO DA AMOSTRA

Muntoni e colaboradores (2007) encontraram, na Alemanha, uma prevaléncia de DDEC
estimada de 25 por um milhdo de individuos. Essa estimativa encontrada ¢ um aparente conflito
entre o nimero de casos reportados na literatura, podendo indicar que a doenga estd sendo pouco
considerada e diagnosticada. Por tratar-se de uma doenga muito rara, a amostra foi de

conveniéncia, ndo tendo sido estabelecido previamente um niimero amostral.

111.2 METODOS
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II1.2.1 LoGiSsTiCA DO ESTUDO

Pacientes atendidos nos ambulatérios de Genética, Gastroenterologia ou Dislipidemia do HCPA,
no periodo de agosto de 2012 a margo de 2013, foram avaliados em relagao a presenca de sinais
e sintomas sugestivos de DDEC. Amostras de pacientes com suspeita de DLD recebidas, neste

periodo, via redes de apoio ao diagnostico de EIM também foram analisadas.

* Os pacientes do HCPA foram avaliados em consultas de rotina nos ambulatorios especificos
(genética, gastroenterologia, dislipidemia) nos quais foi divulgado o estudo. A divulgacao do
estudo foi realizada através de cartazes nos ambulatérios especificos e continham as

informacodes referentes aos sinais e sintomas sugestivos de DDEC, (Anexo 4).

» Para pacientes do HCPA com suspeita clinica ou laboratorial de DDEC, foi oferecida a
possibilidade de participagao no estudo. Os pacientes que aceitaram, foram solicitados a assinar

o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

* Os pacientes que consentiram em participar do estudo foram encaminhados ao Centro de
Pesquisa Clinica e tiveram uma amostra de sangue coletada para realizacdo do ensaio enzimatico

no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do Servigco de Genética Médica do HCPA.

* Foi solicitado consentimento para armazenamento da amostra de sangue para possiveis estudos
futuros. Casos esses estudos venham a se desenvolver, sera solicitado novo consentimento dos
pacientes para uso dessas amostras. Para isso, foi solicitado endereco e telefone de contato dos

pacientes;

» Para amostras de pacientes recebidas via Redes de apoio ao Diagndstico de EIM (onde ja ha
consentimento para participagdo de pesquisa), com suspeita de DLD, foram analisadas no

Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo do Servigo de Genética Médica do HCPA;

* Os resultados obtidos no laboratorio foram enviados para o médico assistente para

comunicagao ao paciente;

* No caso em que foi confirmado o diagndstico de DDEC, os pesquisadores orientaram o0s

médicos assistentes sobre o manejo dessa condicao;
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I11.2.2 PROTOCOLO LABORATORIAL

Os controles normais foram obtidos (anonimizados) a partir de amostras de pacientes que
estavam realizando exames de rotina que teriam parte da amostra descartada.

Os pacientes (controles positivos) foram cedidos por um laboratorio internacional no qual
a técnica ja € padronizada e por um colega de outro centro do Brasil que teve um paciente

diagnosticado no exterior.

I11. 2.2.1 DESCRICAO DO ENSAIO ENZIMATICO DE LIPASE ACIDA EM
LEUCOCITOS:

M¢étodo Adaptado de Hamilton et al (2012) que descreveram, conforme indicado abaixo, o
procedimento para realizagdao do ensaio enzimatico para deteccdo de niveis de LA em leucoécitos.
Os reagentes principais utilizados sao: Lalistat 2 200uM, 4-Metilumbeliferil-Palmitato 13.3mM,
Tampao Acetato de Sodio 0,15M pH4 e Cardiolipina 0,5%.

Procedimento: Utilizar um volume de leucécitos correspondente a 40ug de proteina em um tubo
tipo eppendorf e diluir até 200ul com agua destilada. Agitar e deixar em banho de gelo. Colocar
80ul da diluicdo em tubo eppendorfe 20ul de Lalistat 30uM (para ensaio com inibidor). Colocar
80ul da mesma diluicdo em outro tubo eppendorf com 20ul de agua destilada (para ensaio sem
inibidor). Agitar e incubar por 10 minutos, a 37°C em banho de agua. Colocar 300ul da solugao,
tampao/substrato e agitar. Incubar por 30 minutos a 37°C. Adicionar 200ul de Cloreto de
Merctrio 15mM para parar a reagdo. Ler a fluorescéncia no espectrofluorémetro, excitagao 320
nm - emissao 460 nm. Curva Padrao: Usar 200 pul de concentracao 0,5, 1, 2 e 3. Adicionar 400ul

de Cloreto de Merctrio e ler.

I11. 2.2.2 DESCRICAO DO METODO PARA ENSAIO ENZIMATICO DE LIPASE
ACIDA EM SANGUE SECO EM PAPEL FILTRO:

Hamilton ef al, em 2012, descreveram conforme indicado abaixo o procedimento para realizagao

do ensaio enzimatico para deteccdo de niveis de LA em Papel Filtro. Os principais reagentes
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foram: Lalistat 2 200uM, 4-Metilumbeliferil-Palmitato 13.3mM, Tampao Acetato de Sodio
0,15M pH4 e Cardiolipina 0,5%.

Procedimento: Utilizar 2 picotes de 3,2mm e adicionar 400ul de agua destilada em tubo tipo
eppendorf. Deixar 1 hora na temperatura ambiente e centrifugar 10 minutos a 3000 rotagdes por
minuto. Colocar 80ul do sobrenadante em tubo eppendorf e 20ul de Lalistat 30uM (para ensaio
com inibidor). Colocar 80ul do mesmo sobrenadante em outro tubo eppendorff com 20ul de
agua destilada (para ensaio sem inibidor). Agitar e incubar por 10 minutos a 37°C em banho de
agua. Colocar 300ul da solucao, tampao/substrato e agitar. Incubar por 3 horas a 37°C. Adicionar
200ul de Cloreto de Mercurio 15mM para parar a reagdo. Ler a fluorescéncia no
espectrofluordmetro, excitacdo 320 nm - emissdao 460 nm. Curva Padrao: Usar 200 ul de

concentragdo 0,5, 1, 2 e 3. Adicionar 400ul de Cloreto de Mercurio e ler.
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CAPITULO1V - RESULTADOS
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IV.1 PADRONIZACAO DAS TECNICAS LABORATORIAIS DA LAL:
A padronizagdo das técnicas em leucdcitos e papel filtro foi realizada. Os valores encontrados
sdao mostrados, respectivamente, nos Graficos 1 e 2 abaixo.

Grafico 1: Atividade da LAL em leucocitos de pacientes (controles positivos) e controles

normais
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Grafico 2: Atividade da LAL em sangue impregnado em Papel Filtro de pacientes (controles

positivos) e controles normais
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Os valores de referéncia encontrados para a atividade da LA em leucdcitos e papel filtro estao

descritos nas tabelas 1 e 2, respectivamente:

Tabela 1: Valores de referéncia para a atividade da LA em leucocitos:

Amostras “n” Atividade (nmol/h/mg prot)
Intervalo (média + DP)

Controles Normais 36 112 -378 (227,89 £ 70,85)

Controles Positivos 2 5,1-8,5(6,8£2,4)

Tabela 2: Valores de referéncia para a atividade da LA em Papel Filtro:

Amostras “n” Atividade (nmol/h/mg prot)
Intervalo (média + DP)

Controles Normais 29 3,6 —22,9 (10,88 = 4,056)

Controles Positivos 2 N3do detectavel
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IV.2 IDENTIFICACAO DOS PACIENTES E CASOS SUSPEITOS DE DDEC:

Foram identificados 20 pacientes com suspeita clinica de DDEC nos ambulatorios especificos do
HCPA. Dentre estes, 14 (70%) eram do sexo masculino e as idades variaram de zero a 60 anos
(mediana 16). As caracteristicas clinicas encontradas nos pacientes identificados sao

apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Principais sinais e sintomas presentes nos casos com suspeita clinica atendidos em

ambulatodrios especificos do HCPA:

Sinal/sintoma Presente (%)
Alteracao Enzimas hepaticas (ALT 17 (85)
e/ou AST)

Hepatomegalia 12 (60)
Esplenomegalia 9 (45)
Esteatose hepatica 9 (45)
Dislipidemia 9 (45)
Biopsia Hepatica Alterada (Cirrose, 8 (40)
Fibrose ou sugestiva de deposito)

EHNA 4 (20)
Consanguinidade 0(0)

Foi medida a atividade enzimatica em leucocitos e em sangue impregnado em papel filtro desses

casos (Graficos 3 e 4 respectivamente.
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Grafico 3: Atividade enzimatica da LAL, em leucdcitos, de 16 dos 20 pacientes avaliados em

ambulatdrios especificos do HCPA:

Atividade da LAL em Leucdcitos
(em nmol/h/mg proteina)
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Grafico 4: Atividade enzimatica da LAL, em sangue impregnado em Papel Filtro, de 16 dos 20

pacientes avaliados em ambulatorios especificos do HCPA:

Atividade LAL em SPF
(em nmol/h/ml)
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Em nenhum desses pacientes foi encontrado atividade deficiente da enzima em leucocitos

(Graficos 3 e 4).

Das amostras de pacientes encaminhadas via Redes de Diagnostico foram identificados 30 casos
com suspeita clinica de DLD (com manifestacao clinica compativel de DDEC). Dezessete dos 30
eram do sexo masculino (56.6%), e as idades variavam entre zero e 34 anos (mediana 2.5). As

caracteristicas clinicas encontradas nos pacientes identificados sdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: Principais sinais e sintomas presentes nos 30 casos com suspeita clinica encaminhados

para as Redes de Apoio ao Diagndstico de EIM:

Sinal/sintoma Presente (%)
Hepatomegalia 22 (73,3)
Alteragao de Enzimas Hepaticas 10 (33,3)
(AST e/ou ALT)

Esplenomegalia 5(16,6)
Heterozigotos (historia familiar 3 (10%)

ou consanguinidade)

Cirrose 2 (6,6)
Bidpsia hepatica compativel com 1(3,3)
deposito de ésteres de colesterol

Esteatose hepatica 1(3,3)

Foram dosadas as atividades enzimaticas em leucocitos € em sangue impregnado em papel filtro
desses pacientes e os resultados estdo demonstrados nos graficos 5 e 6, respectivamente. Em um

caso foi encontrada atividade deficiente da enzima, diagnosticando um caso de DDEC.

Grafico 5: Atividade enzimatica da LAL (em leucocitos, medida em nmol/h/mg de proteina) de
24 das 30 amostras de pacientes com achados suspeitos, encaminhadas via Redes de Apoio ao

Diagnostico de EIM:
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Grafico 6: Atividade enzimatica da LAL (em sangue impregnado em Papel Filtro, medida em
nmol/h/ml) de 12 dos 30 amostras de pacientes com achados suspeitos, encaminhadas via Redes

de Apoio ao Diagnoéstico de EIM:
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CAPITULO V. DISCUSSAO, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Em relagdo ao objetivo geral do estudo - Identificar pacientes com suspeita de DDEC

(apresentando pelo menos duas manifestagoes clinicas da doenca) atendidos em ambulatorios

especificos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ou por amostras de pacientes com suspeita

de DLD (apresentando uma ou mais manifestacoes clinicas da doenca) recebidas via redes de

apoio ao diagnostico de Erros Inatos do Metabolismo - E um dos objetivos secundarios: -

Medir a atividade enzimadtica de lipase dcida em amostras de pacientes com suspeita de DDEC

e estabelecer o diagnostico nos casos com atividade deficiente dessa enzima - cabem o0s

seguintes comentarios:

Pacientes provenientes dos ambulatorios do HCPA:

Nos parece oportuno comentar que, dos vinte pacientes com suspeita de DDEC
identificados em ambulatorios especificos do HCPA (seguindo os critérios de inclusdo -
duas ou mais caracteristicas - conforme descrito no Anexo 1:Todos apresentavam dois ou
mais sintomas caracteristicos da doenca, sendo que os sintomas mais prevalentes foram
alteracdo de enzimas hepaticas (85% dos casos), hepatomegalia (60% dos casos),
esplenomegalia, esteatose ou dislipidemia (45% dos casos cada), biopsia hepatica
alterada (cirrose, fibrose ou sugestiva de depdsito — 40% dos casos) e EHNA (20% dos
casos). Em 50% dos casos, houve associagdo de hepatomegalia com alteracdo de enzimas
hepaticas. Estes sinais podem ser considerados fortes indicativos para investigacao
diagnostica, uma vez que sdo sintomas previamente relatados na literatura como
prevalentes. Em um estudo de revisdao com 135 pacientes, a hepatomegalia e a alteragao
de enzimas hepaticas eram sinais encontrados em 99,3% e em 100% dos casos,

respectivamente (Bernstein et al, 2013).

O curto periodo para busca de casos com sinais e sintomas caracteristicos da doenga
somado a baixa prevaléncia da doenca dificultaram a identificagdo de pacientes com pelo
menos duas manifestagdes clinicas da doenga. Supde-se que o pouco conhecimento da
doenca pelos médicos assistentes e consequente falta de exames complementares também

contribuiu para minimizar as chances de encontrar casos com suspeita da doenga.
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Amostras de pacientes com suspeita clinica encaminhadas as redes de apoio ao diagnostico de

Erros Inatos do Metabolismo:

Trinta amostras de pacientes com suspeita de DDEC foram recebidas via Redes de Apoio
ao Diagnostico de EIM seguindo os critérios de inclusdo (duas ou mais caracteristicas)

conforme descrito no Anexo 1.

Todos os casos apresentavam 2 ou mais sintomas caracteristicos da doenga, sendo que os
sintomas mais prevalentes foram alteragdao de hepatomegalia (73,3% dos casos), alteragao
de enzimas hepaticas (33,3% dos casos), esplenomegalia (16,6% dos casos), cirrose
(6,6% dos casos) e esteatose hepatica e biodpsia hepatica sugestiva de doenca deposito de
¢ésteres de colesterol (3,3% dos casos cada). Ao contrario dos casos provenientes do
HCPA, nos quais ndo foi identificada consanguinidade, 10% dos pacientes investigados
via Redes de Apoio ao Diagnostico de EIM apresentavam historia familiar positiva e/ou

consanguinidade..

Os graficos 5 e 6 representam as dosagem da atividade enzimatica (em leucdcitos e papel
filtro, respectivamente) de casos investigados, mostrando que foi detectada atividade

deficiente em um dos pacientes.

Cabe comentar que o paciente diagnosticado apresentou atividade enzimatica da LA
deficiente (7,0 nmol/h/mg prot) em uma das analises em Leucoécitos e atividade Nao
Detectavel em sangue em Papel Filtro. O paciente ¢ do sexo feminino, tinha 2 anos ao
diagnostico, tendo iniciado investigacdo por hepatomegalia, dificuldade em ganhar peso,
esteatose hepatica vista em ecografia abdominal, discreto aumento de aminotransferases e
aumento moderado do colesterol e trigliceridios sem melhora com dieta hipolipemiante.
Foi submetida a biopsia hepatica que mostrou marcada esteatose microgoticular e
achados histologicos e de microscopia eletronica sugestivos de doenca de Deposito de
Esteres de Colesterol. Atualmente a pacientes estd em acompanhamento com o médico

assistente, seu quadro ¢ estavel e ndo ha analise molecular disponivel.
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* O periodo para recebimento de amostras de pacientes com diagnostico sugestivo da
doenga também foi curto. O preenchimento incompleto por parte do médico das
informacodes clinicas na ficha de encaminhamento das Redes contribui significativamente

para aumentar a dificuldade em encontrar casos com suspeita clinica.

* Pela quantidade insuficiente de algumas amostras, nem todos os pacientes tiveram sua

atividade de lipase acida avaliada tanto em leucdcitos quanto em papel filtro.

Quanto aos objetivos secundarios:

- Padronizar a técnica para medir a atividade de lipase dcida em amostras de leucocitos e de

sangue em papel filtro

As técnicas tanto em leucocitos quanto em sangue impregnado em papel filtro foram
padronizadas com sucesso. Os valores de referéncia encontrados no LEIM, para leucocitos e
sangue impregnado em papel filtro foram, respectivamente 112 a 378 nmol/h/mg prot e 3,6 a
22,9 nmol/h/ml. O método foi realizado respectivamente em 36 e 29 controles € em 2 controles
positivos. As atividades enzimaticas foram calculadas em micromole de substrato hidrolisado
por hora e por mililitro de sangue para amostras de Sangue impregnado em Papel Filtro ou
nanomoles de substrato hidrolisado por hora e por mg de proteina para amostras de leucécitos. A
Atividade da LAL foi calculada subtraindo-se a atividade na reacdo com inibidor da reagdo sem
inibidor. Os dados sdao apresentados como média + desvio padrdao. O teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney U e o teste de Kruskal-Wallis foram usados para medir as diferencas entre os
controles e pacientes. Um p <0,05 foi considerado significativo. Todas as andlises foram

realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

Por tratar-se de uma doenga rara, a demora para a obtencdo das amostras dos pacientes com
atividade deficiente (controles positivos) contribuiu para o atraso no inicio da padronizagdo da

técnica e consequente atraso para iniciar busca de possiveis pacientes.

Pela eventual indisponibilidade de conjuntos completos de amostras, nem todas os controles

tiveram seu material avaliado simultaneamente tanto em leucocitos quanto em papel filtro.
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- Estimar a frequéncia de DDEC entre os pacientes que apresentam uma ou mais

manifestagoes clinicas da doenca.

Dentre os 50 pacientes investigados, identificados nos ambulatérios do HCPA e encaminhados

via Redes de Apoio, o diagndstico foi confirmado em um paciente.

Considerando a frequéncia estimada de heterozigotos (portadores de 1 mutacdo para DDEC),
encontrada em um estudo de rastreamento populacional na Alemanha, de 1 portador para cada
100 individuos, Muntoni e colaboradores encontraram um incidéncia de DDEC estimada de 25
em 1 milhao de nascidos vivos (ou 1 em cada 40.000 nascidos vivos).

Se extrapolarmos a incidéncia encontrada por Muntoni, deveriamos encontrar uma incidéncia de,
aproximadamente, 75 e 3,4 casos novos ao ano no Brasil e no estado do RS, respectivamente.
Esse dado ¢ muito distante do que encontramos atualmente, provavelmente por serem casos
ainda muito sub-diagnosticados. (Muntoni et al., 2007; Valles-Ayoub et al.,, 2011;
www.datasus.gov.br, 2013). No entanto, no presente estudo, encontramos 1 caso positivo dentre
os 50 investigados, comprovando que, apesar do “n” pequeno, uma busca ativa de pacientes com
uma ou mais manifestacoes clinicas de DDEC ¢ eficaz para estabelecer o diagnostico da doenca.

Nao ha dados na literatura para comparar a frequéncia encontrada.

PERSPECTIVAS

De acordo com dados disponiveis na literatura, na maioria dos casos, o diagnostico ¢ confirmado
antes dos 20 anos de idade, provavelmente porque essa parcela de doentes tem manifestagoes
mais caracteristicas da doenga, nos permitindo inferir que, quando a doenca se manifesta de
forma mais leve e tardia e quando a progressdao da doenga ocorre mais lentamente, a dificuldade

de identifica-la e diagnostica-la ¢ maior.

A DDEC deveria ser considerada no diagndstico diferencial de doencas hepaticas cronicas
(hepatomegalia e elevacao de transaminases, em especial) que ndo tenham etiologia definida e

em pacientes dislipidémicos (com aumento do colesterol e HDL baixo combinados).
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Alguns estudos mostraram que a quitotriosidase pode estar levemente elevada nos casos de
DDEC, sendo um fator que poderia ser considerado para investigar DDEC, associado a outros

fatores.

Embora o tempo de duragcdo do estudo e nimero de sujeitos incluidos tenham sido pequenos, o
desenvolvimento da técnica laboratorial para confirmacdo do diagndstico permitird a
identificacdo dos pacientes e posterior encaminhamento para manejo das complicagdes

associadas.

Considerando o amplo e inespecifico espectro de manifestagdes clinicas desta doenca, faz-se
necessaria a maior divulgagdo das suas caracteristicas a fim de aumentar o conhecimento dos

profissionais que atendem este grupo de pacientes.

Diante da possibilidade de um tratamento medicamentoso especifico, seguro e eficaz, o
conhecimento da doenca por hepatologistas, patologistas, cardiologistas e neurologistas ajudara
na deteccdo precoce de pacientes com a forma mais tardia, permitindo que eles possam se
beneficiar das medidas de tratamento disponiveis, modificando, assim, a historia natural da

doenca.

Sugerem-se estudos de triagem em grupos de alto risco (subgrupos de pacientes com
hepatopatia, pacientes com dislipidemia, etc) para identificagdo de um nimero maior de
pacientes, possibilitando uma melhor caracterizagdo do espectro da deficiéncia de lipase acida

€m nosso meio.

Sugere-se estudos com um numero maior de individuos para aperfeicoamento da técnica

laboratorial para confirmac¢ao do diagnostico.
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ANEXO 1

CRITERIOS DE INCLUSAO

Para ser incluido no estudo, o paciente precisa

( ) Assinar o TCLE

( ) Apresentar pelo menos dois dos seguintes critérios clinicos ou laboratoriais:

(
(
(
(

) Hepatomegalia sem etiologia definida;
) Hipercolesterolemia (com niveis de LDL elevados)
) Niveis de HDL abaixo dos limite inferior

) Testes de funcao hepatica alterados e/ou fibrose hepatica e/ou esteatose

microvesicular e/ou cirrose hepatica, sem etiologia definida

(

) Sinais sugestivos, em exame anatomo-patologico, de células hepaticas

vacoulizadas ou espumosas

(
(

) Historia familiar positiva para o(s) mesmo(s) sinais e/ou sintomas
) Consangiiinidade entre os pais

) Doenca hepatica de inicio na infancia

) Esplenomegalia associada a hepatomegalia

) presenca de linfoadenopatia e/ou linfonodos aumentados

) Ma Absorcao

) Colesterol Total Elevado e/ou Triglicerideos Elevados
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ANEXO 2

Vers3o 26/out/2011

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Avaliacio de um Protocolo para Diagnéstico de Doenca de Depésito de Esteres de

Colesterol em Pacientes de Alto Risco

A Doenga de Deposito de Esteres de Colesterol (DDEC) é uma doenga hereditaria muito
rara na populacdo. Ela acontece quando falta, no nosso corpo, uma enzima chamada de Lipase

Acida Lisossomica (responsavel pela limpeza das nossas células).

O diagnostico ¢ dificil, pois trata-se de uma doenga que pode se parecer inicialmente com
varias outras mais comuns nos adultos. Alguns adultos com essa doenga nunca chegam a um
diagnostico final, sendo tratados como se tivessem outras doengas. At¢ o momento, ndo ha

tratamento nem cura para esta doenca, mas ha terapias especificas sendo pesquisadas.

Mesmo ainda nao tendo um tratamento especifico, ¢ importante descobrir se vocé tem a

DDEC para orientagdo sua, do seu médico e da sua familia.

Estamos realizando um estudo para identificar os casos de DDEC em pacientes com
sinais e sintomas sugestivos que sao atendidos em ambulatorios especificos do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (Genética Médica, Gastroenterologia e Cardiologia) e de outros
servicos médicos do Brasil. Para isso, precisamos coletar uma amostra de 10 ml de sangue
(equivalente a duas colheres de sopa) para dosar a quantidade da enzima “lipase acida” que tem
no seu corpo. Os riscos e desconfortos dessa coleta sao os mesmos de uma coleta de sangue para

exames laboratoriais de rotina. .

Com relacao aos resultados deste exame, ¢ importante salientar que ndo ha prazo exato ou
estipulado para receber resposta do resultado desta pesquisa. Ele sera informado e entregue ao

seu médico, que vai repassar todas as informagdes necessarias.

Estamos também solicitando sua autorizagdo para o armazenamento da amostra de
sangue obtido nesta pesquisa para talvez usar em pesquisas que possam acontecer no futuro.
Caso vocé autorize, vocés sera informado sobre essa possibilidade e serda solicitado novo
consentimento especifico para o proximo estudo. Para isso, também coletaremos seu telefone e

endereco de contato.

Rubrica:

Data: __ / /




As informagdes coletadas sdo confidenciais e seu nome nao sera vinculado ao resultado
deste estudo quando eles forem publicados. Vocé nao tera custos nem compensagao financeira

para participar desta pesquisa.

A participagdo neste estudo ¢ voluntaria. No caso de ndo querer participar, isso nao
prejudicara em nada o acompanhamento médico que vocé vem recebendo. Vocé também pode

desistir de participar a qualquer momento, sem ter que dar justificativa.

Em caso de duvida, ndo hesite em contatar os pesquisadores responsaveis, Dra. Camila
Bittar ou o Dr. Roberto Giugliani, no Servico de Genética Médica do HCPA (Centro de Pesquisa
Experimental, 3°. Andar, telefone 51-33598011, ou o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA

(telefone 51-3359-7640). Voce recebera uma via deste documento.

Preencha essa parte somente se vocé esta assinando como Pai ou Responsavel por um

paciente menor de 18 anos que vai participar desta pesquisa:

Nome do Paciente:

Nome do Responsavel:

Grau de parentesco com o paciente:

Eu, , abaixo assinado, fui informado

dos objetivos e dos procedimentos da pesquisa, e autorizo:
() A coleta de sangue.

() O armazenamento da amostra para futuros estudos.

Local: Data: / /
Nome: Assinatura:
TCLE aplicado por:
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Nome:

Testemunha:

Nome:

Assinatura:

Assinatura:
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ANEXO 3

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

COMISSAQ CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissic Clantifica @ o Comeé de Etica em Pesgusa do Mospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que é reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEPVMS e pelo
Office For Human Research Protections (OHRPIUSDHKS, como Insthstional Review Board
{IRBOCOO0S21) analsaram o projeto:

Projeto: 110373

Data da Versho do Projeto:  26/10/2011
Data da Verséo do TCLE: 26M10/2011
Pesquisadores:

CARCUNA ASCHINGER MOURA DE SOUZA
MARIO REIS ALVARES DA SILVA

CANILA NATZENBACHER BITTAR

ROBERTO GILGLIANI

Titulo: AVALIACAO DE UM PROTOCOLO DE DIAGNOSTICO DE DOENGA DE DEPOSITO
DE ESTERES DE COLESTEROL EM PACIENTES DE ALTO RISCO

Este projio fol APROVADO em seus aspecios éMcos @ melodalogicos, Dem coma O respecive
Termo de Consentmento Livre e Esclarecido, de acordo com as direlrizes e normas nacionais e
inlernacionas de pesgusa dinica, sspacaiments as Resolugdes 196/98 e complemantares do Canselno
Nacional de Salde.

- Os membros da Comissdo Cientlilica & do Comilé de Elica em Pesguisa nio pariciparam o procasso
40 avalagao dos projetas Nos QUAas CoNStam como PesSGUISACONEs.

- Toda @ quakuer ateracdo do praeto, assim coma os evenics adversos graves, deverdo ser
comunicadoes imediatamente ac CEP/MCPA.

- O pesquisador deverd apresentar relatdrios semestras de acompanhamento @ relatéeio final ao
CEPMHCPA.

- Somente podera ser utlizado © Termo de Censentimento Livre @ Esclareado no qual conste o carimbo
de aprovagho do CEPHCPA.

//Ar‘mkbgm. 16 de dezembro de 2011.

Iy 4
Broff Nagife Ciliizel
Coordbnafiors GPPG @ CEPHCPA
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ANEXO 4

CARTAZ DE DIVULGACAO DO PROJETO:

Dlag nOSticandO a Diagndstico na Gastro / Hepatologia
Deficiéncia de Lipase Acida de inicio tardia

Conhecida como: Doenca de Deposito de Esteres de Colesterol (DDEC)

1 Cirrose Sem .
Etiologia HDL Baixo WH““":“
Conhega = onhecids
ca

05 sinais e g Lipidios Qutros

sintomas Hepatomegallz Transaminases Colestesal Total
122 Elevad Elevado
Esplenomegaka el

2
Doen
Deficiéncia de o Esteatohepatite Dogn?a
Diagnostico Lipase Acida Hepatica b 3li Hepatica Slifose
8 p . nio alcodlica : ; ani
: : L . Gordurasa nao Alcodlica Criptagénica
Diferendal de inicio tardio = [NASH)
alcoolica

urtem ALD'
(DDEC) [NAFLD) MEEE A nusninalzuv

3

e Dosagem da Atividade

Afastar a T e 8 g
Enzimatica da Lipase Acida Grupo de Pesquisa
peficiéndia - em Genética Qinica

dalLlpase Tel- 33526380
Acida




