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RESUMO

Introducio: A maioria das doengas lisossomicas sdo herdadas como tragos recessivos, mas
a mucopolissacaridose tipo II (MPS 1II) ¢ de heranga ligada ao cromossomo X. As doengas
ligadas ao cromossomo X possuem um importante impacto para as familias devido ao risco
que as heterozigotas apresentam em ter um filho afetado. A maioria das heterozigotas para
as doencas ligadas ao cromossomo X sdo clinicamente assintomaticas. Em relagdo a MPS 11
somente dez mulheres afetadas foram relatadas na literatura. Entretanto, nenhum estudo foi

realizado para a avaliacdo da presenca de sinais sutis da doenga nessas heterozigotas.

Objetivo: o objetivo principal desse estudo foi a identificagdo de sinais clinicos sutis e
bioquimicos relacionados a MPS II nas heterozigotas para essa doenga e adicionalmente

estabelecer a associacao desses achados com o padrao de inativagao do cromossomo X.

Métodos: esse foi um estudo observacional e transversal. Essas mulheres foram
classificadas como heterozigotas e ndo heterozigotas baseadas na analise molecular do gene
da iduronato sulfatase (IDS). Ambos grupos foram comparados com relagdo as seguintes
variaveis: dados clinicos, achados do exame fisico, caridtipo, padrdo de inativagdo do
cromossomo X (ensaio HUMARA), atividades da IDS em leucdcitos e plasma, niveis de
glicosaminoglicanos na urina, tomografia computadorizada de abdomen e coluna e

ressonancia magnetica de cranio.
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Resultados: Quarenta mulheres pertencentes a 24 familias foram avaliadas. De acordo com
a analise do DNA 22 foram classificadas em heterozigotas e 18 em ndo heterozigotas. Nao
foi encontrada nenhuma anormalidade no exame fisico (n=40), cariétipo (n=31/40) ou na
TC de coluna (n=31/40). A incidéncia de abortamento também nao apresentou diferengas
entre essas mulheres. Entretanto, a atividade da IDS em plasma (p<0,001) e em leucdcitos
(p<0,001) apresentaram niveis inferiores nas heterozigotas. A correcdo de Bonferroni foi
aplicada e ndo foi encontrada nenhuma diferenca entre os grupos dentre as variaveis
analisadas. Também em relacdo ao padrao de inativagdo do cromossomo X nao foi

observada diferenca esntre as heterozigotas e ndo heterozigotas.

Conclusdes: Esse ¢ o primeiro estudo sistematico realizado em heterozigotas para MPS 1I.
Nao foi encontrada nenhuma evidéncia de manifestagcdes clinicas sutis ou sinais
radiologicos da doenga MPS II nessas mulheres. Nossos achados sugerem que ndo existe
relagdo entre a auséncia dos sinais clinicos nessas mulheres e a ocorréncia de um padrao
favoravel de desvio da inativacdo do cromossomo X. Esses dados sugerem que a MPS II

apresenta uma baixa penetrancia nas heterozigotas.

Palavras-chaves: heterozigotas, mucopolissacaridose tipo II, padrdo de inativa¢do do

cromossomo X e heranca ligada ao cromossomo X.



11

ABSTRACT

Introduction: Most lysosomal diseases are inherited as recessive ftraits, but
muchopolysaccharidosis type II (MPS II) presents X-linked inheritance. The X-linked
disorders have an important impact for families because the risk heterozygous present of
having an affected child. Most heterozygotes for X-linked disorders are clinically
asymptomatic. Regarding MPS II only ten affected females have been reported in the
literature. However, none study has been taken in order to evaluate subtle signs of the

disease in heterozygotes.

Objective: The main objective of this study was to identify subtle clinical and biochemical
signs of MPS II in heterozygotes for this disease, and to correlate the findings with the

pattern of X chromosome inactivation presented by these women.

Methods: This was an observational, transversal and controlled study. The women were
classified as heterozygote or non-heterozygote based on molecular analysis of the iduronate
sulfatase (IDS) gene. Both groups were compared between regarding clinical data, physical
exam findings, karyotype, pattern of X inactivation (HUMARA assay), IDS activity in
leukocytes and plasma, glycosaminoglicans levels in urine, computadorized tomography

scans of abdomen and spine, and brain magnetic resonance imaging.
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Results: Forty women from 24 families were evaluated. According to DNA analysis, 22
women were classified as heterozygote and 18 as non-heterozygotes. We did not found any
abnormality in physical examination (n=40), karyotype (n=31/40) or spine CT scans
(n=31/40). The incidence of miscarriage also did not differ between these females.
However, IDS activities in plasma (p<0.001) and in leukocyte (p<0.001) were lower in
heterozygotes. Applying the Bonferroni’s correction, we did not find any difference
between the groups regarding the variables analyzed. Also the pattern of X chromosome

inactivation was not different between heterozygotes and non-heterozygotes.

Conclusion: This is the first systematic study performed in heterozygotes for MPS II. We
did not find any evidence of subtle clinical manifestations or radiological signs of MPS II
disease in these females. Our findings suggest that there is no relation between the absence
of clinical signs in these women and the occurrence of a favorable skewing pattern of X
chromosome inactivation. This data suggests that MPS II is a disease which shows low

penetrance in heterozygotes.

Keywords: heterozygotes, mucopolysaccharidosis type II, X inactivation pattern and X

linked inheritance.
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INTRODUCAO

As Mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas lisossomicas de deposito
caracterizadas por serem progressivas, cronicas e debilitantes. Ao todo, existem onze tipos
de MPS e somente na Mucopolissacaridose tipo II (MPS II) o modo de herancga ¢ ligado ao

cromossomo X.

Existem ao redor de 600 doencas genéticas que possuem o mecanismo de heranga
ligado ao cromossomo X. Em algumas delas, ¢ freqliente que heterozigotas possam vir a
apresentar sinais e sintomas, que podem ser semelhantes aos dos hemizigotos. Os fatores
que podem dificultar a identificagdo das heterozigotas sdo: heterogeneidade clinica,
expressividade variavel e penetrancia reduzida. Adicionalmente, a raridade dessas doengas
e a escassez de laboratorios que realizam as analises moleculares em nosso pais para essas
doengas também produzem limitacdes para a identificagdo de heterozigotas para doencas
ligadas ao cromossomo X. Todas essas potenciais adversidades contribuem para que a
confirmagdo do diagnostico através da andlise molecular possa nao ser facilmente
alcangado nas heterozigotas. Em conseqiiéncia, o aconselhamento das familiares em risco

para doengas raras ligadas ao cromossomo X pode ser um longo processo.

As doengas lisossomicas de depdsito com heranga ligada ao cromossomo X incluem

a doenga de Danon, a doenca de Fabry e a MPS II.

Principalmente nos ultimos anos, as heterozigotas acometidas pela doenga de Fabry

tém sido muito estudadas devido a possibilidade de receberem tratamento especifico
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(terapia de reposicdo enzimatica). No caso da MPS II, os relatos existentes incluem
somente as poucas heterozigotas sintomaticas identificadas at¢é o momento. Entretanto, os
mecanismos envolvidos no acometimento dessas pacientes ainda ndo estdo totalmente

elucidados.

Ao contrario da doenca de Fabry, na qual as heterozigotas sdo acometidas em uma
maior freqiiéncia, as heterozigotas para MPS II parecem ser raramente afetadas. O estudo
dos mecanismos basicos envolvidos na patogénese da MPS II podera fornecer pistas sobre
a auséncia de acometimento clinico. Através da elucidacdo dos principais aspectos
bioquimicos e moleculares relacionados sera possivel alcancar um melhor entendimento a
respeito dessa doenga. Como conseqiiéncia permitira que o aconselhamento genético seja

realizado de maneira mais adequada para as familias em risco.

Essa tese de doutorado abordard as avalia¢des clinicas, bioquimicas, moleculares e
radiologicas de mulheres com historia familiar positiva para MPS 1I e est4d dividida nos
seguintes  capitulos principais: as doengas lisossomicas de deposito, as
mucopolissacaridoses, o cromossomo X, classificagdo das doengas ligadas ao cromossomo
X, a inativa¢do do cromossomo X, heterozigotas para doencas ligadas ao cromossomo X e

manifestacdes clinicas e deteccdo do padrao de inativacdo do cromossomo X.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AS DOENCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO

As doengas lisossomicas de depdsito (DLDs) tém incidéncia estimada em 1:7,000
recém nascidos vivos (MEIKLE et al., 1999; POORTHIUS et al., 1999) e compreendem
mais de cinqiienta condic¢des diversas (WRAITH, 2002; WALKLEY, 2009). Essas doengas
sao decorrentes da atividade deficiente de uma enzima lisossdmica, que pode ser uma
hidrolase, ou da deficiéncia de co-fatores envolvidos no processo da degradagdo de
macromoléculas, ou, ainda, de transportadores. A maioria das enzimas lisossOmicas sao
exohidrolases que agem em seqiiéncia, sendo os substratos degradados em etapas
sucessivas através da remogdo de seus residuos terminais. A deficiéncia de uma enzima
lisossomica causa bloqueio da via metabdlica envolvida, levando a ndo remogdo do
substrato, o que o torna inacessivel a hidrdlise por outras enzimas lisossdmicas
(GIESELMANN, 1995). Na maioria das DLDs, mais de um composto ¢ acumulado; por
exemplo, na MPS II (MIM 30900) os principais substratos acumulados sao os GAGs
sulfato de dermatan e o sulfato de heparan, mas outras substancias como os gangliosideo
GM2, gangliosideo GM3 e subunidade C do trisfosfato de adenosina (ATP) da sintase
mitocondrial também s3o acumulados principalmente no sistema nervoso central

(BALLABIO; GIESELMANN, 2009).

Embora as DLDs sejam tradicionalmente classificadas de acordo com a deficiéncia
enzimatica e com o substrato acumulado, Platt e Walkley (2004) sugerem uma nova

classificagdo baseada nas alteragdes moleculares. A classificagdo esta dividida em sete
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grupos sendo que o ultimo inclui doengas que ndo preenchem os critérios anteriores: 1)
defeito primario de uma hidrolase lisossomica (por exemplo, MPS II, doenga de Gaucher e
doenga de Fabry); 2) defeito do processamento de enzimas lisossdmicas (por exemplo,
Deficiéncia multipla de sulfatases); 3) defeito do transporte das enzimas lisossdmicas (por
exemplo, Mucolipidoses tipo II, IIIA e IIIC); 4) defeito na protecdo das enzimas
lisossomicas (por exemplo, Galactosialidose); 5) defeito das proteinas ndo enzimaticas
soluveis (por exemplo, doenga de Niemann-Pick tipo C subtipo 2, Lipofuccinose neuronal
cerdide tipo 5 e Gangliosidose tipo 2 variante AB); 6) Defeito (ndo enzimatico) de
proteinas transmembrana (por exemplo, doenca de Danon, doenga de Niemann-Pick tipo C
subtipo 1 e Lipofuccinose neuronal cerdide tipo 6) e 7) Sem classificagdo até o presente
momento (por exemplo, Lipofuccinose neuronal cerdide tipo 7). Muitas hidrolases nao sao
especificas para cada substrato e doencas diferentes causadas por deficiéncias enzimaticas
diversas podem apresentar o mesmo tipo de substrato acumulado, como por exemplo, a
Mucopolissacaridose tipo I (MPS I) e a MPS II. Ainda nesse sentido podem existir doengas
lisossomicas que apresentam a mesma deficiéncia enzimatica e sdo entidades clinicamente
distintas como, por exemplo, a Gangliosidose GM1 e a Mucopolissacaridose tipo IVB

(MPS IV B).

As conseqiiéncias celulares do acuimulo do substrato sdo determinadas por varios
fatores: 1) tipo de material armazenado; 2) quantidade do acumulo; 3) tipo celular que
contém o deposito; 4) processos celulares envolvidos, tais como o trafego intracelular, a

autofagia e a transdugdo de sinais (BALLABIO; GIESELMANN, 2009).

2.2 AS MUCOPOLISSACARIDOSES
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As MPS sdo um grupo de DLDs caracterizadas pela atividade reduzida de enzimas
responsaveis pela degradagdo dos GAGs. O acumulo dos GAGs ndo degradados ou
parcialmente degradados ocorre nas células, tecidos e 6rgdos levando ao conjunto de sinais
e sintomas que os pacientes apresentam. Esses substratos serdo excretados em quantidades
aumentadas na urina. As MPS sdo classificadas de acordo com o(s) tipo(s) de GAGs
excretado(s) e com a deficiéncia enzimatica envolvida. Existem onze deficiéncias

enzimaticas para sete subtipos de MPS (Quadro 1) (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Os GAGs sao constituintes da superficie das células e da matriz extracelular,
constituindo-se de polissacarideos sulfatados formados de residuos alternados de &cido
urdnico L-urdnico e/ou D-glicuronico) e de hexosamina (D-galactosamina) (NEUFELD;
MUENZER, 2001). Ao todo existem sete tipos de GAGs, classificados de acordo com a sua
estrutura bioquimica em: sulfato de heparan e sulfato de dermatan, sulfato de condroitin I e

II, &cido hialurdnico, heparina e sulfato de queratan.

As MPS sao doengas raras, apresentando incidéncia diversa entre paises, a qual
pode variar de 1,9 a 4,5:100,000 em recém-nascidos vivos (MEIKLE et al., 1999;
POORTHUIS et al., 1999; APPLEGARTH et al., 2000; NELSON et al., 2003; BAEHNER

et al., 2005).



Quadro 1. As Mucopolissacaridoses
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MPS/ Epdnimo Deficiéncia Gene/Locus GAGs excretados em
enzimatica maior quantidade na
urina
I o-L-iduronidase IDUA/ 4p16.3 Sulfato de heparan
Sindromes de Hurler, Sulfato de dermatan
Hurler-Scheie e Scheie
II Iduronato-2-sulfatase IDS/ Xq28 Sulfato de heparan

Sindrome de Hunter

Sulfato de dermatan

I A
Sindrome de Sanfilippo A

Heparan N-sulfatase

SGSH/ 179253

Sulfato de heparan

1B
Sindrome de Sanfilippo B

a-N-acetil-
glicosaminidase

NAGLU/ 17q21

Sulfato de heparan

1IC
Sindrome de Sanfilippo C

Acetil-CoA: o-
glicosaminidase-N-

HGSNAT/8pl11.1

Sulfato de heparan

acetiltransferase
111D N- GNS/ 12ql14 Sulfato de heparan
Sindrome de Sanfilippo D aceti{%{i:;i‘zltl;isréidase
IVA N- acetil- GALNS/ 16q24.3 Sulfato de condroitin
Sindrome de Morquio A galag;;;:::siga-& Sulfato de queratan

IVB

Sindrome de Morquio B

3-galactosidase

GLB1/3p21-33

Sulfato de condroitin

Sulfato de queratan

VI

Sindrome de Maroteaux-Lamy

N-acetil-
galactosamina-4-
sulfatase

ARSB/ 5q11-13

Sulfato de dermatan

Sulfato de condroitin

Vil B-glicuronidase GUSB Sulfato de dermatan
Sindrome de Sly 7q21.1 Sulfato de heparan

Sulfato de condroitin
IX Hialuronidase HYALI Acido hialurdnico
Sindrome de Natowicz 3p21.3-21.2

[Adaptada de Neufeuld e Muenzer (2001)]

A Rede MPS Brasil, uma iniciativa para promoc¢ao do diagnostico das MPS em

nosso pais coordenada pelo Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
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Alegre (SGM-HCPA) tem um total de 796 pacientes brasileiros com MPS cadastrados
desde 2004 até junho de 2009, sendo 177 com MPS I, 217 com MPS II, 110 com MPS III
(MPS IIIA: 26; MPS IIIB: 55; MPS IIIC: 29; MPS IIID: 0), 100 com MPS IV (MPS IV-A:

91 e MPS IV-B: 09); 182 com MPS VI; e 10 com MPS VII.

As MPS sdo caracterizadas fenotipicamente pela presenca de: face grosseira,
contraturas articulares, hepatoesplenomegalia, disostose multipla, surdez, opacificacdo de
cornea, diarréia, cardiopatia, doen¢a pulmonar obstrutiva cronica, apnéia do sono e retardo

mental (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Os quadros clinicos sdo cronicos e progressivos. O diagnostico preciso de qual tipo
especifico de MPS ¢ dificil e as vezes até impossivel de ser realizado somente pelo exame

clinico.

A partir da suspeita clinica, o diagnéstico das MPS ¢ estabelecido através da
realizacdo de exames bioquimicos especificos (Figura 1). Na maioria, das vezes a suspeita
diagnoéstica ndo € especifica para um tipo de MPS e, entdo, o primeiro exame realizado ¢ a
analise dos GAGs na urina através de dosagem e de cromatografia (ou eletroforese). Esses
exames iniciais permitem orientar a dire¢ao dos estudos enzimaticos. A maioria das MPS
pode ser triada por esses métodos, mas somente a medida da atividade da enzima especifica

permitira o diagnostico definitivo do tipo de MPS (NEUFELD; MUENZER, 2001).

2.2.1 A MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO II (SINDROME DE HUNTER)

A MPS II (MIM 309900) foi descrita pela primeira vez por Charles Hunter em



28

1917. Os pacientes, além da deficiéncia da iduronato-2-sulfatase (IDS; EC 3.1.6.13),
apresentam excrecao urinaria aumentada, em niveis variaveis, dos GAGs sulfato de heparan

e sulfato de dermatan.

A incidéncia da MPS 1II tem se situado entre 1:110,000 e 1:320,000 em recém
nascido vivos (YOUNG; HARPER, 1982; MACHILL ef al., 1991; NELSON et al., 1997;
MEIKLE et al., 1999; POORTHUIS et al., 1999; APPLEGARTH et al., 2000; NELSON et
al., 2003; BAEHNER et al., 2005). Em Israel, parece haver uma maior incidéncia
(SCHAAP; BACH, 1980), em torno de 1:68,000 em recém nascidos vivos; possiveis
explicagdes para este achado seriam a existéncia de vantagem seletiva para as heterozigotas
(SCHAPP; BACH, 1980) ou deriva genética (CHAKRAVATTI; BALE, 1983). Em termos
de freqiiéncia relativa, a MPS II parecer ser o tipo de MPS mais freqiiente em Taiwan e no
norte da Asia (LIN ef al., 2006). No Brasil, nio temos dados epidemioldgicos a respeito da
incidéncia da MPS II, mas de acordo com os resultados da Rede MPS Brasil ela é a MPS

mais freqiientemente diagnosticada (REDE MPS).



Suspeita clinica de MPS

Cromatografia e dosagem normais

Provavelmente ndo ¢ MPS*

v

/ Dosagem quantitativa de GAGs |—
Exames de triagem na urina \

Cromatografia de GAGs —

ou

Cromatografia e/ou dosagem alteradas

Enzimas especificas

Padrdo de MPS III > para subtipos’

Solicitar enzimas conforme a cromatografiaf

g N- acetil-
galactosamina-6-

Figura 1. Fluxograma para o diagnostico das MPS (Adaptado da Rede MPS Brasil)

*nas MPS IIl e MPS IV os exames urinarios podem ser normais. Nos demais tipos de MPS, isto ocorre de forma menos freqiiente. No entanto, a investigacdo

deve ser continuada caso a suspeita clinica seja muito forte.

Padrdo de MPS IV \ sulfatase

B-galactosidase

< Padrdo de
_—W o-L-iduronidase

MPS 1, II,VII*
— Iduronato-2-sulfatase

Sy

~ N-acetil-
Padrao de MPS VI galactosamina-4-

\ sulfatase

-glicuronidase

tmedir sempre mais de uma enzima de referéncia; se uma sulfatase estiver deficiente medir pelo menos outra sulfatase.
# na MPS VII pode excretar sulfato de condroitin em quantidades aumentadas na urina

MPS (mucopolissacaridoses), GAGs (glicosaminoglicanos)

Enzimas especificas para subtipos’: Heparan N-sulfatase (MPS IIIA), a-N-acetil- glicosaminidase (MPS I1IB), Acetil-CoA: a- glicosaminidase-N-
acetiltransferase (MPS IIIC) e N-acetilglicosaminidase-6-sulfatase (MPS IIID).
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2.2.1.1 MANIFESTACOES CLINICAS DA MPS I

Os pacientes com MPS II possuem manifestacdes clinicas semelhantes as demais
MPS, como por exemplo, hepatomegalia associada ou ndo a esplenomegalia (WRAITH et
al., 2008). No entanto, algumas caracteristicas podem ser encontradas mais especificamente
na MPS II. Alguns pacientes podem apresentar lesdes de pele conhecidas como lesdes
papulares esbranquicadas, que se distribuem principalmente e de modo simétrico nas
escapulas, nas linhas axilares posteriores, no toérax, na regido cervical e nos membros

superiores (DEMITSU et al., 1999; KNOEL; TUNNESTEN, 2000).

Um diferencial em relagdo as MPS I e VI € a auséncia de opacificagdao de cornea nos
portadores de MPS II. Além disso, a MPS II, acomete quase que exclusivamente pacientes
do sexo masculino (YOUNG et al., 1982a; YOUNG et al., 1982b; YOUNG; HARPER,
1982; YOUNG; HARPER, 1983; MUENZER, 1986; NEUFELD; MUENZER, 2001;

OMIM, 2009).

Os pacientes com MPS II sdo classificados em forma grave/neuronopata e
atenuada/ndo neuronopata, de acordo com a presenga de regressdo neuroldogica. Ambas as

formas encontram-se abaixo sumarizadas:

a) a forma grave (MPS IIA) — ¢ a forma mais freqiiente, detectada clinicamente ao
redor dos dois anos de idade, sendo caracterizada por face grosseira, baixa estatura,
disostose multipla, surdez, hepatoesplenomegalia, deterioragdo mental progressiva e morte

ao redor da segunda década de vida;



31

b) a forma atenuada (MPS IIB) - caracterizada por se manifestar mais tardiamente,
com leve ou nenhum retardo mental (YOUNG, 1982a). As demais manifestacdes clinicas
se distribuem de modo varidvel entre os pacientes. Ha relatos de pacientes sobrevivendo até

a quinta ou sexta década (WRAITH et al., 2008).

Ainda em relacdo as alteragdes neurologicas, os pacientes podem também
apresentar comprometimento periférico (sindrome do tunel do carpo, por exemplo)
(SANJURIJO-CRESPO, 2007; MARTIN et al., 2008; WRAITH et al., 2008) e lesdes no
sistema nervoso central (SANJURIJO-CRESPO, 2007; MARTIN et al., 2008; WRAITH et
al., 2008). Os pacientes com MPS II parecem apresentar um maior grau de atrofia cerebral
e de hidrocefalia do que as das demais MPS. As lesdes na substancia branca estdo
difusamente distribuidas e geralmente afetam mais de trés lobos cerebrais (VEDOLIN et
al., 2007). A ocorréncia de sindrome de compressdo medular também ja foi relatada

(MARTIN et al., 2008).

As manifestacdes Osseas nao sao especificas dos pacientes com MPS 1II, e o
conjunto das manifestagdes 0sseas € chamado de disostose multipla. Entre as alteragdes que
podem ser encontradas figuram macrocefalia, sela tircica em J, redugdo do didmetro
antero-posterior das vértebras, coxa valga, irregularidade da diafise dos ossos longos e

displasia da epifise dos ossos tubulares curtos (MARTIN et al., 2008).

As principais causas de morte estdo relacionadas as complicagdes respiratorias
(JONES et al., 2009). Entretanto, outras causas também sao relatadas como: morte subita,
caquexia, cardiomiopatia, hemorragias durante procedimentos cirurgicos e aspiracdo, entre

outras causas (SCHWARTZ et al., 2007; JONES et al., 2009).
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2.2.1.2 DIAGNOSTICO DOS PACIENTES COM MPS II

O diagnoéstico laboratorial de um paciente com MPS II ¢ baseado na suspeita
clinica. Na pratica, quando se trata de um caso Unico na familia, raramente esse diagndstico
¢ suspeitado diretamente. Os exames laboratoriais, geralmente, seguem o0s passos

apresentados na Figura 1.

2.2.1.3 MANEJO DOS PACIENTES COM MPS 11

Os principais tratamentos sdo focados na prevengdo e manejo dos sinais e sintomas da
doenga (MARTIN et al., 2008; WRAITH et al, 2008). Cirurgias sdo muito comuns nos
pacientes com MPS II, e as mais freqiientemente realizadas sdo: herniorrafias inguinais e
umbilicais, adenoidectomia, amigadalectomia, colocacdo de tubos de ventilagdo, corre¢ao
da sindrome do tunel do carpo, derivacdo ventriculo peritoneal, entre outras (NEUFELD;
MUENZER, 2001; MARTIN et al.,, 2008; VIEIRA et al., 2008). Devido aos riscos
anestésicos que eles apresentam, devem ser tomadas medidas que possam minimizar os
riscos e prevenir as complicagdes no pos-operatorio (MARTIN et al., 2008; WRAITH et
al., 2008). Idealmente os pacientes devem ser operados somente em centros especializados

para esse tipo de patologia (WRAITH et al., 2008).

Em relagdo ao tratamento especifico, varias tentativas de reposicdo da enzima

deficiente j& foram descritas na literatura: transplante de medula dssea (BERGSTROM et
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al., 1994; MARTIN et al., 2008), implantacgdo de membrana amniotica humana,
(MUENZER et al., 1992; MARTIN et al., 2008), transplante de fibroblastos, infusdo de
soro ou plasma, infusdo de leucocitos (MARTIN et al, 2008), terapia génica (STRONCEK
et al., 1999; TOMANIN et al., 2002; CARDONE et al., 2006; MARTIN et al., 2008),
implantagdo intraperitoneal de mioblastos superexpressando IDS (FRISO et al., 2005;
MARTIN et al, 2008), e a terapia de reposi¢ao enzimatica (TRE) (MUENZER et al., 2006;
MUENZER et al., 2007; MARTIN et al., 2008). Dentre esses tratamentos, somente a TRE,
com a enzima recombinante idursulfase, foi testada em ensaios clinicos randomizados
(MARTIN et al., 2008). Com a TRE, levanta-se a possibilidade de reduzir os danos
decorrentes do acimulo de GAGs e diminuir ou até prevenir a progressao da doenca nos

orgaos e tecidos afetados (WRAITH et al., 2008).

A TRE ¢ um tratamento novo que pode ajudar muitos pacientes se iniciado
precocemente. O maior desafio ainda € o tratamento da doenga do sistema nervoso central,
tendo em vista que a enzima nao ultrapassa a barreira hematoencefalica. Outros métodos de
tratamento que possibilitem a chegada da enzima ao cérebro necessitam ser desenvolvidos.
Para a MPS II, ainda ndo existem estudos com a administracdo direta da enzima no liquido
cefalorraquidiano ou nos ventriculos. Talvez a combinacdo com outras terapias como
terapias baseadas em células, incluindo o aumento da expressdo génica ou a sua reposi¢ao,

possam ser Uteis no tratamento da doenca neurologica (WRAITH et al., 2008).

Até o momento, ndo esta claro se o transplante de medula 6ssea ou de células de
cordao umbilical sdo realmente efetivos na MPS II (COPA et al., 1995; VELLODI et al.,
1999; PETERS er al., 2000; NEUFELD; MUENZER, 2001; MUENZER et al., 2006;

MARTIN et al., 2008; WRATIH et al., 2008). As evidéncias sao fracas, existindo somente
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relatos de casos na literatura ¢ ndo estudos sistematicos e controlados (PETERS et al.,

2000; MUENZER et al., 2006; MARTIN et al., 2008).

Estudos com terapia génica estdo em fase pré-clinica, mostrando resultados promissores
até¢ o momento (STRONCEK et al., 1999; TOMANIN et al., 2002; SLEEPER et al., 2004;

CARDONE et al., 2006; MARTIN et al., 2008; ZAREBA, 2007; WRAITH et al., 2008).

As criangas com MPS II necessitam ser inseridas precocemente em um ambiente
com estimulo educacional para permitir o melhor desenvolvimento adequado de suas
potencialidades. O manejo adequado desses pacientes exige uma equipe multidisciplinar
com avaliagdes periddicas que serdo determinadas de acordo com a necessidade individual,
principalmente nos casos de maior gravidade. O tratamento das complicagcdes da doenga
pode melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Nesse sentido, o diagnostico precoce €
essencial (WRAITH et al., 2008). O contato com outros pacientes com a mesma doenga € o
apoio dos grupos de suporte, juntamente com o aconselhamento genético, devem fazer

parte do manejo dos pacientes com MPS II e de suas familias.

2.2.1.4 DIAGNOSTICO PRE-NATAL NA MPS 11

Em relagdo ao diagnodstico pré-natal, a medida da atividade de IDS pode ser
realizada em biopsia de vilosidade coridonica e em células do liquido amnidtico
(NEUFELD; MUENZER, 2001; KEULEMANS et al., 2002). Também ¢ possivel fazer a
analise qualitativa e quantitativa de GAGs no liquido amniético (NEUFELD; MUENZER,

2001; KEULEMANS et al., 2002). Segundo, Zlotogora e Bach (1986) a dosagem da
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atividade da IDS em gravidas de fetos masculinos com MPS II tem valores mais baixos do

que mulheres gravidas na populacao em geral.

O diagnéstico de certeza ¢ idealmente baseado na anélise da mutagdo, previamente
identificada no caso indice, no DNA fetal para a confirmacao ou exclusdao do diagndstico

de MPS II (LAKE et al., 1998).

Por outro lado, a dosagem bioquimica da IDS deve ser realizada somente em fetos
do sexo masculinos devido as diretrizes para a realizacdo de aconselhamento genético
(FRYER, 2000). Entdo esta indicado nesses casos de doencas de heranca ligada ao
cromossomo X a realizagdo de sexagem fetal anterior a dosagem enzimatica

(KEULEMANS et al., 2002).

2.2.1.5 A ENZIMA IDS

A IDS ¢ uma glicoproteina monomérica composta por 550 aminoacidos e 8 sitios
potenciais de glicosilagdo. A fungdo principal dessa enzima ¢ de remover o grupo sulfato da
posicdo 2 do acido L-idurdnico presente no sulfato de dermatan e no sulfato de heparan
(BOND et al., 1997). Em individuos saudaveis a IDS esta presente no plasma e em todos
os tecidos, inclusive em células amnioticas e coridonicas (LIEBAERS; NEUFELD, 1976;

DEAN, 1983).

O diagnostico diferencial deve ser realizado ndo somente entre as MPS, mas
também com algumas das outras doencas lisossomicas, o que clinicamente nem sempre €

possivel, exigindo exames complementares e medida das atividades enzimaticas
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especificas. A possibilidade da deficiéncia multipla de sulfatases também deve ser
considerada quando se encontra a deficiéncia de uma sulfatase isolada como, por exemplo,

a de IDS.

Esta distingdo pode ser feita pela medida da atividade de outra sulfatase como, por
exemplo, a arilsulfatase A, que estaria normal no caso da MPS II (deficiéncia isolada de

IDS) e diminuida na deficiéncia multipla de sulfatases.

2.2.1.6 O GENE IDS

O gene IDS esta no cromossomo Xq28 (Figura 2) e possui 9 éxons englobando 24kb
(WILSON et al., 1993; OMIM, 2009). O cDNA de 2.3kb codifica um polipeptideo de 550
aminoacidos incluindo uma seqiiéncia sinal de 25 aminoacidos (WILSON et al., 1990).
Também existe um pseudogene formado por seqiiéncias homologas aos éxons 2 € 3 € ao

intron 7, que esta localizado aproximadamente a 20kb do gene ativo.

Até julho de 2009 tinham sido identificadas 332 mutagdes sendo a maioria
mutagdes sem sentido ou de sentido trocado (HGMD, 2009; KIM et al., 2003; CHANG et
al., 2005). Apesar das mutagdes estarem distribuidas de forma randomica, existe uma alta
propor¢ao de mutagdes de ponto localizadas nos éxons 3, 8 ¢ 9 (RATHMANN et al., 1996;
TIMMS et al., 1998). A andlise de haplotipos revelou que essas mutagdes ocorrem mais
freqlientemente na meiose masculina (RATHMANN et al., 1996; FROISSART et al.,

1998; LIN et al., 2006).
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2.2.1.7 ASSOCIACAO GENOTIPO-FENOTIPO NA MPS II

Em 20 a 25% dos pacientes com MPS 1l sdo encontradas dele¢des parciais ou totais
e rearranjos do gene da /DS (TIMMS et al., 1997; LIN et al., 2006). A delecdo total quase
sempre leva ao fenotipo mais grave e as vezes atipico por envolver outros genes adjacentes
como, por exemplo, o gene FMR2 (TIMMS et al., 1997). Um feno6tipo mais grave também
tem sido descrito nos pacientes com recombinagdo homdloga entre o gene da /DS e o seu
pseudogene (TIMMS et al., 1997). Entretanto, até o presente momento, ndo ¢ possivel
realizar uma correlagdo genotipo-fenotipo em todos os casos (GIESELMANN, 1995; LI et
al., 1999). Alguns pacientes mesmo com niveis enzimaticos extremamente reduzidos
podem apresentar fendtipos mais leves, o que sugere que outros fatores genéticos ou

epigenéticos possam contribuir para o fendtipo (SCHWARTZ, 2004).

Dessa forma, a identificagdo das mutagdes, na maioria dos casos, acaba nao sendo
util para predizer o fenétipo. Também deve ser frisado o fato de que a expressao do defeito
enzimatico pode ser diferente nos diversos tecidos e os resultados in vitro podem nao ser

reprodutiveis in vivo (GIESELMANN, 1995).

Estudos adicionais de associagdo genotipo-fendtipo sdo necessarios para um melhor
entendimento do prognostico e da escolha das possiveis intervengdes terapéuticas (CHANG

et al.,2005; SUKEGAWA et al., 2006).
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Figura 2. Localizacio dos genes em algumas doencas que apresentam heranca ligada ao
cromossomo X (Adaptada de National Library of Medicine).

2.2.1.8 DETECCAO DE HETEROZIGOTAS PARA MPS 11

Segundo Neufeld e Muenzer (2001), apds a solicitagdo de tratamento, o diagndstico
de heterozigotos/heterozigotas ¢ o segundo pedido mais freqiientemente solicitado pelas
familias com MPS (SCHWARTZ, 2004), sendo, portanto, de suma importancia para as

familias com MPS II a identificacdo das mulheres em risco de serem heterozigotas.

Uma mulher ¢ considerada heterozigota obrigatoria para MPS 1II se preenche algum

dos seguintes critérios: 1) ser mde de um individuo afetado e apresentar histéria familiar
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positiva (ou seja, outro familiar também afetado por MPS 1II), desde que o heredograma seja
compativel com heranga ligada ao cromossomo X; 2) ser uma mae de pelo menos dois
individuos com MPS II; 3) ter mutacdo patogénica identificada em um dos alelos do gene

IDS.

A realizagdo de aconselhamento genético em uma familia na qual a mae nao
preenche os critérios acima relacionados para ser heterozigota obrigatoria (ou porque a
historia familial ndo ¢ informativa, ou porque ela nao pode ser submetida a analise do gene
IDS), ndo ¢ uma tarefa facil. De acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg, e
considerando genes letais ligados ao cromossomo X, ¢ estimado que 2/3 das mulheres maes
de casos isolados de MPS II sejam heterozigotas (HALDANE, 1935). Entretanto, estudos
em familias com MPS II (MACHILL et al., 1991; BUNGE et al., 1994; FROSSAIRT et
al., 1997) encontraram uma proporcao de heterozigotas superior a esperada, ao redor de 78-
93%. As explicagdes possiveis para esse achado seriam: 1) as mutagdes teriam surgimento
preferencial na espermatogénese (RATHMANN et al., 1996) ou 2) a selegdo da amostra de
mulheres investigadas pode ndo ter sido aleatdria ou ter sido realizada de forma pouco
adequada (por exemplo, podem ter sido incluidas, na analise, mulheres que tinham um filho

e um irmao com MPS II), contribuindo, entdo, para um viés nos resultados.

2.2.1.8.1 METODOS DE IDENTIFICACAO DE HETEROZIGOTAS PARA MPS II

Ao longo dos anos varios métodos de identificagdo de heterozigotas foram
desenvolvidos (Quadro 2) e¢ foram subseqiientemente abandonados em prol do teste

considerado hoje padrao-ouro (identificagdo da presenca de mutacdes patogénicas no gene
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IDS). Todas essas técnicas mais antigas utilizavam material que necessitava estar em
cultura, sendo dispendiosas e consumindo muito tempo para a obten¢ao de resultados.
Além disso, independentemente do tecido estudado, da técnica, ¢ do substrato pesquisado,

geralmente nem todas as possiveis heterozigotas eram identificadas (ADINOLFI, 1993).

As primeiras técnicas utilizadas para a medida da IDS em soro e plasma foram
desapontadoras por identificarem somente ao redor de 50% das possiveis heterozigotas
(LIEBAERS; NEUFELD, 1976; ARCHER et al., 1981; ARCHER et al., 1982; ARCHER
et al., 1983). Trabalhos posteriores (ZLOGOTORA; BACH 1984; SCHRODER et al.,
1993) discriminaram heterozigotas em até aproximadamente 86% dos casos através das
dosagens de IDS em soro e linfocitos. No entanto, a identificacdo das heterozigotas para
MPS II ¢ mais confidvel quando a dosagem da atividade enzimética for realizada em
leucocitos (SCHWARTZ, 2004) e também mais sensivel quanto mais baixa estiver a

atividade enzimatica (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Embora 10% das heterozigotas para MPS II possam nao ser identificadas por esses
métodos em soro e linfocitos, falsos positivos, por outro lado, ndo foram até o momento

descritos (dados nao publicados SCHRODER et al., 1993).



Quadro 2. Métodos de identificacido de heterozigotas para MPS 11
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Autor

Método

Resultados
verdadeiro-positivos

DANES; BEARN,
1967

Analise clonal de fibroblastos através da medida do
acumulo intracelular de GAGse e identificagdo de
metacromasia celular
(Método de Wessler e Método de Carbazol)

72%

NWOKORO;
NEUFELD,
1979

Razio entre atividades da IDS e beta-hexosaminidase em
bulbos capilares
(Método radioativo)

7/8 (87,5%)

BOOTH; NADLER,
1974

Analise clonal de fibroblastos em mistura de células
naturais e artificiais apds congelamento e cultura
prolongada medindo a incorporagdo de sulfato radioativo
(Medida de pH)

5/5 (100%)

DONNELY; DI Analise de cultura de fibroblastos em mistura de células
FERRANTE, naturais e artificiais medindo a incorporacdo de sulfato 2/3 (66,6%)
1975 radioativo pré e pds congelamento
(Método radioativo)
CAPOBIANCHI; Medida da incorporagdo sulfoiduronato em clones de
ROMEQO, fibroblastos 2/2 (100%)
1976 (Método radioativo)
MIGEON et al., Medida da incorporagdo sulfoiduronato em clones de
1977 fibroblastos 1/1 (100%)
(Método radioativo)
YUTAKA et al., Medida da atividade da IDS por método radioisétopo em
1978 combinagdo através da medida da desulfatacdo e 1/1 (100%)
incubacdo extendida em bulbos capilares e de IDS em
leucocitos e plasma.
(Método radioativo)
ARCHER et al., Medida da atividade da IDS em soro
1981 (Cromatografia de troca i6nica em papel) 11/11 (100%)
TONNENSEN et al., Taxa de incorporagdo de sulfato radioativo dentro dos
1983 fibroblastos na presenga de frutose-1-fosfato, e diferenca 24/25 (96%)
da incorporagdo na presenc¢a e na auséncia de frutose-1-
fosfato
(Método radioativo)
TONNENSEN et al., Taxa de incorporagdo de sulfato radioativo dentro dos
1984 fibroblastos na presenga de frutose-1-fosfato, e diferenca 14/15 (93%)
da incorporag@o na presenca e na auséncia de frutose-1-
fosfato
(Método radioativo)
ZLOGOTORA; Dosagem da IDS em soro e linfocitos
BACH, 1984 (Método de Hall) 13/15 (86,6%)
CHASE et al., Razio entre atividades da IDS e 3-hexosaminidase em
1986 bulbos capilares 5/5 (100%)

(Método radioativo)

* nuimero de heterozigotas confirmadas/niimero de heterozigotas totais.
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Adicionalmente, ¢ esperado que as heterozigotas para MPS II apresentem
aproximadamente 50% de atividade da IDS a encontrada em mulheres ndo heterozigotas
(SCHWARTZ, 2004), mas isso nem sempre ocorre devido as seguintes possibilidades: 1) a
inativagdo do cromossomo X pode ndo ser randdomica; 2) pode haver sobrevivéncia
preferencial das células com determinado cromossomo X ativo; 3) a IDS pode ser
endocitada pelas células que produzem essa enzima em quantidade insuficiente

(ADINOLFTI, 1993).

A partir de 1990, com a clonagem do gene /DS (WILSON et al., 1990), varios
métodos foram desenvolvidos para que fossem identificadas as alteragdoes do DNA
envolvidas na patogénese da doenga (STONE; ADINOLFI, 1992; ADINOLFI, 1993). Na
maioria dos casos, a alteragdo molecular ndo era identificada somente por Southern Blot e
nessas familias era necessario realizar outras técnicas como o uso dos Restriction fragment
length polymorphisms (RFLPs) proximas ao sitio da mutacdo. A confiabilidade desse teste
estava baseada no fato de que a chance de recombinagdo entre os sitios da mutacdo e os

RFLPs era baixa (SCHRODER et al., 1993).

2.3 O CROMOSSOMO X

O cromossomo X em mamiferos consiste em aproximadamente 100Mb de DNA e
parece conter 1400 genes (OMIN, 2009). Somente 1,7% dos genes localizados no

cromossomo X codificam proteinas sendo o restante formado por seqiliéncias nao
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codificantes, introns, pseudogenes ¢ RNA (ROSS et al, 2005). Sdo conhecidos 208
fenotipos com base molecular conhecida que apresentam padrdao de heranca ligado ao

cromossomo X (OMIM, 2009).

2.4 CLASSIFICACAO DAS DOENCAS LIGADAS AO CROMOSSOMO X

As doengas de heranga ligadas ao cromossomo X tradicionalmente podem ser
classificadas em recessivas ou dominantes (Quadro 3), sendo que maioria delas ¢

classificada como de heranga ligada ao cromossomo X recessiva.

As doengas que apresentam heranca dominante ligada ao cromossomo X ocorrem
preferencialmente em mulheres. Nessas doencas uma expressividade varidvel inter e intra
familiar podem ser verificadas (HEDERA; GORSKI, 2003; MORLEO; FRANCO, 2008).
Nas doengas ligadas ao cromossomo X dominante o fendtipo parece ser influenciado pelo
desvio da inativagdo do cromossomo X e pelos niveis de expressdo dos transcritos ligados

ao cromossomo X (MORLEO; FRANCO, 2008).

No entanto, tem sido proposta uma revisao nas regras tradicionais para a classificagao
das doengas ligadas ao cromossomo X, evitando-se a divisdo em doencgas recessivas e

dominantes (DOBYNS et al., 2004).

Os principais fatores envolvidos na heterogeneidade clinica das doencas ligadas ao
cromossomo X sdo: a redugdo da penetrancia, a expressividade variavel, o mecanismo de

inativa¢ao do cromossomo X e o tipo de produto génico envolvido (MIGEON, 2007).
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Quadro 3. Classifica¢ao tradicional das doencas ligadas ao cromossomo X *

Tipo de heranga
ligada ao
cromossomo X

Caracteristicas principais

Exemplos

Recessiva

Afeta quase que exclusivamente o sexo masculino
A incidéncia € mais alta nos homens que nas mulheres

As mulheres geralmente ndo sdo afetadas, mas a
expressividade ¢ variavel podendo ser determinada pelo
padrdo de inativagdo do cromossomo X

As mulheres podem apresentar um fenétipo mais brando,
mas geralmente também mais variavel

A transmissao ocorre através de heterozigotas mulheres
ndo afetadas ou afetadas para seus filhos homens

Nao ocorre transmissdo do sexo masculino para o sexo
masculino

Homens tém risco de transmitir a doenga para o netos
através das heterozigotas obrigatdrias

Uma proporgdo significativa de casos novos é devido a
mutagdo nova

Distrofia Muscular de
Duchenne

Mucopolissacaridose
tipo II

Hemofilia A

Dominante

Filhas de homens afetados sempre herdam a doenca

Filhos de homens afetados ndo herdam a doenca dos seus
pais
Heterozigotas afetadas podem transmitir aos filhos de

ambos 0s sexos

Para fenotipo raros as mulheres afetadas sdo cerca de
duas vezes mais comumente acometidas

As mulheres podem apresentar um fen6tipo mais brando,
mas geralmente também mais heterogéneo

Pode ser observado um excesso de mulheres afetadas na
historia familiar

Raquitismo
hipofosfatémico

Incontinéncia
pigmentar tipo 2

*Adaptada de Dobyns ef al., (2004) e Nussbaum et al.., (2008)
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2.5 A INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

2.5.1 HISTORICO DAS PESQUISAS DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

Em 1949, Barr e Bertram (DAVIDSON et al., 1963) descreveram uma estrutura que
denominaram de “‘satélite nucleolar”, sendo visivel sob a luz de microscopio no ntcleo de
células fémeas, mas ndo no de machos de varias espécies de animais. Essa identificacao
inicial foi devida ao fato dessa estrutura estar proxima ao nucleo, mas, logo apods, foi
chamada de cromatina sexual ou corpusculo de Barr. Mas somente em Ohno et al., (1959)
(OHNO, 1967) identificaram que essa estrutura era derivada de um dos cromossomos X de

fémeas.

Em 1961, Lyon descreveu experimentos para a expressdo de genes ligados ao
cromossomo X referentes a cor da pelagem em fémeas de camundongos. A partir disso foi
postulado que: 1) a cromatina sexual poderia ser herdada de modo paterno ou materno em
diferentes células do mesmo animal e 2) a cromatina sexual seria geneticamente inativada
(LYON 1961). A partir da observagdao do padrao em mosaico na pelagem das fémeas de
camundongos que eram ocasionadas por genes mutados ligados ao cromossomo X, Lyon
criou a hipotese de que um dos cromossomos X estaria inativado de modo precoce no
desenvolvimento embrionario (Figura 3). Na mesma ¢€poca, Beutler et al., (1962)
confirmou a hipdtese da inativacdo do cromossomo X através de experimento com o gene
da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Foi observado que nas mulheres normais a

atividade enzimatica ndo era duas vezes maior do que nos homens normais, mas sim com
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valores semelhantes. Enquanto que, nas mulheres heterozigotas para a deficiéncia de
G6PD, o mecanismo de compensacdo de dose resultava em valores de atividade

intermediaria em relacdo a dos homens normais.

A testagem moderna da clonalidade no cromossomo X iniciou com Beutler em 1967
(CHEN; PRCHAL 2007) através da hipotese de que mulheres inativavam um dos
cromossomos X para que ocorresse 0 mecanismo de equalizacdo da dose génica entre os

SCXO0S.

Ohno, (1962) (CHEN; PRCHAL, 2007) incorporou ao mecanismo de inativacao do

cromossomo X o fato de ser randomico, levando esse conceito para a citogenética.

Zigoto

Primeira clivagem

Mosaicismo

Figura 3. Hipétese de Lyon. A inativagdo do cromossomo X tem inicio precocemente no zigoto escolhendo
de forma aleatéria o cromossomo X materno ou paterno para ser inativado. A partir da escolha o
cromossomo X paterno inativado (nessa ilustracdo) todas as suas células descentes apresentardo o mesmo
cromossomo [Adaptado de Nussbaum et al., (2002)].
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A regra conhecida como “n-1” para a contagem do numero de cromossomos X que
serdo inativados determina que para cada conjunto celular diploide em fémeas humanas

somente um cromossomo X sera inativado (OHNO, 1967).

2.5.2 EVOLUCAO DO MECANISMO DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

A complexidade do mecanismo de inativacdo do cromossomo X dos animais, em
relacdo as outras espécies que também utilizam deste mecanismo para a equalizacdo da
dosagem génica, como a D. melanogaster, M. musculus e o C. elegans, esta relacionada a
evolucdo. No caso da Drosophila, a expressdao do cromossomo X dos machos estd em
dobro em relacdo a das fémeas, enquanto no C. elegans, as fémeas tém uma expressao
reduzida em relagao a dos machos (LEWIN, 2001). Como a monossomia dos cromossomos
geralmente ¢ letal nos animais, atribui-se que alteragdes cromossOmicas acumuladas
durante o processo evolutivo tenham permitido que os machos tolerassem a presenca de um

unico cromossomo X (HEARD; DISTECHE, 2006; MIGEON, 2006).

Os cromossomos sexuais teriam entdo evoluido de uma regidao homomorfica, de um
par de cromossomos que progressivamente se tornou heteromorfica (DISTECHE, 1995)
sendo que uma das evidéncias reside no fato de que o cromossomo Y possui um menor
numero de genes, cerca de 100 genes, enquanto o cromossomo X possui aproximadamente

1400 genes (ROSS et al., 2005).
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2.5.3 O MECANISMO DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

Em embrides de camundongos fémeas pré-implantados, ambos os cromossomos X
paterno e materno estdo ativos. A inativagdo ocorre de modo diferencial nos tecidos extra-
embrionarios como o trofoderma e o endoderma primitivo do blastocisto e nas células da
massa interna que dardo origem ao embrido propriamente dito. Em todas as células de
marsupiais e nos tecidos extra-embriondrios de roedores, a inativacdo do cromossomo X
estd coordenada pelo mecanismo de imprinting, no qual o cromossomo X paterno ¢ o que
estd sempre programado para ser inativado (SALIDO et al., 1992; MARAHRENS et al.,
1997; BROCKORFF; TURNER, 2006; HEARD; DISTECHE, 2006; CHUVA DE SOUZA
LOPES et al., 2008). Nos tecidos extra-embrionarios do trofoderma e nas células primitivas
endodérmicas dessas espécies, o cromossomo X paterno esta inativado; no entanto, ele ¢
reativado na massa celular interna, que dara origem ao embrido propriamente dito. Embora
existam evidéncias para a inativagdo preferencial do cromossomo X paterno em humanos
nas células trofoblésticas (ROPERS et al.,1978; HARRISON et al., 1986; HARRISON,
1989; DANIELS et al., 1997; GOTO et al., 1997; GOTO et al., 1998; MLYNARCZYK-
EVANS et al., 2006) outros estudos da inativagdo em vilosidades coridnicas demonstram
que esse processo ¢ randomico (MIGEON et al., 1985; MOHANDAS et al., 1989; LAU et
al., 1997; SHEN et al., 2008), ndo existindo até o presente momento um consenso para a

espécie humana.

O mecanismo de inativagdo do cromossomo X possibilita que tanto os niveis de

expressao dos genes ligados ao cromossomo X como os autossomos sejam na verdade uma
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mistura de genes herdados do pai e da mae, sendo que a taxa esperada deve ser ao redor de

1:1 (HEARD, 2005; MIGEON, 2006; NGUYEN; DISTECHE, 2006).

O processo de compensacdo de dose nos mamiferos pode ser dividido em duas
etapas: a primeira ¢ a escolha de qual cromossomo X sera ativo, o que ¢ um mecanismo
trans, e a segunda ¢ o silenciamento de todo o cromossomo X, que ¢ primariamente um
mecanismo cis. A inativagdo cis € um mecanismo que realiza modificagdes no ldécus ou na
cromatina no mesmo cromossomo ¢ se dispersa de modo seqiiéncia especifica por esse
cromossomo, através de proteinas que sdo sintetizadas no citoplasma e entram no nucleo
para regular outros genes. Por outro lado, no mecanismo trans o produto génico ¢
codificado em um cromossomo, mas a agao ocorre em outros /oci ou, mais freqiientemente,
em outro cromossomo, através da ligagdo ao DNA ou a cromatina (MOHANDAS et al.,

1987).

A inativacdo do cromossomo X em camundongos ocorre na final da fase de
blastocisto (ao redor de 4 a 5 dias pos-fertilizacdo) quando existem apenas duas células
presentes (LYON, 1971; PUCK et al., 1992; BELMONT, 1996; KAARE et al,. 2008). Em
humanos, a inativacao cis ocorre na gastrulacdo (na segunda semana apds a fertilizagao)
quando o embrido ¢ composto de uma massa de células que dara origem aos trés folhetos

embrionarios (MIGEON; KENNEDY, 1975; MIGEON, 2007; AVNER; HEARD, 2001).

Embora a inativagdo seja reconhecidamente um processo irreversivel, a reativagao
do cromossomo X pode ser encontrada de forma programada nas células germinativas
garantindo que o cromossomo X seja ativo novamente nos gametas (MAK et al., 2004;

OKAMOTO et al., 2004; BROCKORFF; TURNER, 2006; MIGEON, 2007). Também
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precocemente foi evidenciado que na placenta humana existe a possibilidade de reversao da
inativacdo (MIGEON e¢ al., 2005). Também em tumores pode ocorrer a reativagdo de
genes ligados ao cromossomo X (WAREHAN et al., 1987; SPATZ et al., 2004; HEARD;
DISTECHE, 2006) sugerindo que esse processo esteja envolvido com a perda das “marcas

epigenéticas” (HEARD; DISTECHE, 2006).

2.5.4 GENES ENVOLVIDOS NO MECANISMO DA INATIVACAO DO
CROMOSSOMO X

A 1nativacdo cis em camundongos parece ser dependente dos seguintes elementos:
1) Xist (X inactivation-specific sranscript, OMIM 314670), localizado em Xql3.2,
(BORSANI et al., 1991); 2) Xite (X inactivation intergenic transcription element; OMIM
30074) (OGAWA; LEE, 2003) ou Xce, (X chromosome-controlling element; OMIM
30074) (CATTANACH; ISAACASON, 1967). Xce, esta localizado a jusante de Xist
(CHADWICK et al., 2006) e 3) Tsix, localizado em Xql3.2, (X inactivation-specific
transcript-antisense;, OMIM 300181) (CHAO et al., 2002). Além desses 3 elementos,
existem pelo menos outros dois genes que também participam do mecanismo de inativagao
do cromossomo X: Brx e Cdx4 (BROWN et al, 1992; PENNY et al, 1996;
MARAHRENS et al., 1997; LEE; LU, 1999; OGAWA; LEE, 2003; MONKHORST et al.,
2008).

O principal local de controle da inativagao do cromossomo X ¢ conhecido como Xic
(Figura 4) (X inactivation center) estando localizado em Xq13.2 em humanos e na regiao D

em camundongos (MIGEON, 2007) A partir do Xic a inativagdo ¢ iniciada e se dispersara



51

de modo bidirecional ao longo do cromossomo X (RUSSEL, 1963). No entanto, Xic ndo ¢
somente o local de controle da inativagdo do cromossomo X, mas ele também tem o
importante papel de proteger o futuro cromossomo X ativo de ser silenciado (MIGEON,
2007).

Adicionalmente, novos elementos estdo surgindo e que parecem ser fundamentais
como o lécus DxPas34 que atua conjuntamente com o 7six participando do controle da
regulacdo da inativagdo e provavelmente do mecanismo de imprinting e da escolha do
cromossomo X (AVNER; HEARD, 2001).

A 1nativagdo em trans, por sua vez, parece ser dependente de fatores de transcri¢dao
como o CTCF (fator de ligacao-CCTC; OMIM 604167). O CTCF, localizado em 16q22.1,
¢ uma proteina ubiquamente expressada como anéis de zinco envolvida na ativagdo e
repressao transcricional a insuladores ligados a cromatina (OHLSSON et al., 2001;
CUDDAPAH, 2009) e que auxilia a maquinaria funcional de Xic em frans juntamente com
o Isix.

O gene Xist presente em camundongos ja foi descrito em humanos (XIST) ¢
expresso unicamente no cromossomo X inativo (BORSANI et al., 1991; BROCKDORFF
et al., 1991; BROWN et al., 1991; HERZING et al., 1997) sendo composto de 17 kb.
Devido ao fato de ndo apresentar fase aberta de leitura para a traducdo de proteina atribui-
se a ele a fungdo de RNA. Ao todo sdo oito éxons apresentando também seqiiéncias
repetitivas conservadas (BROCKDOREFF et al., 1992; BROWN et al., 1992). O gene XIST
¢ fundamental para a inativacao cis em humanos (MIGEON et al., 1994; DIAZ-PEREZ et
al., 2005). A presenca de XIC também ja foi descrita, no entanto Xce até o momento nao
foi identificado em humanos. E importante ressaltar que, embora os genes XIST (em

humanos) e Xist (em camundongos) apresentem estrutura e posicdo conservadas no
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cromossomo X, ¢ provavel que eles ndo compartilhem todas as fungdes em comum.

(MIGEON, 2007).

—

Xist
L ﬁ l DXPas34 Tsx Brx Cdx4
< Tsix

Escolha ‘ i B =] oo
= —————
Contagem I ]

80 kb transgene

Figura 4. Estrutura do Xic. As etapas do mecanismo da inativagdo do cromossomo X em camundogos e
os respectivos genes que estdo envolvidos. [Adaptada de Boumile Lee (2001)].

2.5.5 ETAPAS DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

Os passos para a inativacdo do cromossomo X sdo: contagem, escolha, iniciagdo,
estabelecimento ¢ manutencdo. Todos esses passos sdo controlados geneticamente e de
modo distintos (RASTAN; ROBERTSON, 1985; LEE, 1996; HEARD et al., 1999). E
importante ressaltar que o mecanismo de inativacdo somente inicia com a presenca de dois

“Xics” (RASTAN; ROBERTSON, 1985).

2.5.5.1 CONTAGEM
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Esse ¢ o processo caracterizado pela contagem do nimero de cromossomos sexuais

considerando o numero de autossomos. A contagem parece ser controlada por uma
seqliencia a 3'do gene Xist (CLERC; AVNER, 1998; BOUMIL; LEE, 2001) que teria a
funcao de “fator bloqueador” e um candidato seria 0 DXPas34 (DEBRAND et al., 1999).

De forma interessante Xist ndo parece participar dessa etapa (PENNY et al., 1996).

E no Xic que serd determinado quais e quantos cromossomos X serdo inativados
(WUTZ; GRIBNAU, 2007) sendo ele essencial para a inativagdo participando tanto da

contagem como da proxima etapa: a da escolha (AVNER; HEARD, 2001).

No entanto, os verdadeiros mecanismos moleculares que norteiam a contagem ainda

permanecem desconhecidos (WUTZ; GRIBNAU, 2007).

2.5.5.2 ESCOLHA

A escolha compreende a etapa pela qual um tUnico cromossomo X deve ser
escolhido para se manter ativo, em um conjunto celular diploide. A escolha de qual
cromossomo serd inativado parece ser um evento mais complexo por necessitar de varios
fatores para a sua regulacdo como, por exemplo, a presenca de seqiiéncias dentro de Xisz,
Tsix e Xce (COURTIER et al., 1995; HENDRICH et al., 1997; PLENGE et al., 1997; LEE;
LU, 1999; MARAHRENS et al., 1998; HEARD; AVNER, 2001; LEE, 2005). O proprio
Xist participa da decisdo da selecdo dos cromossomos X (CLERC; AVNER, 1998). Em

humanos ja foi demonstrado que a delecdo do principal promotor XIST pode levar ao
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desvio da inativagdo do cromossomo X demonstrando o seu papel crucial na escolha de

qual cromossomo serd inativado (PLENGE et al., 1997).

No entanto, para a escolha de qual cromossomo X serd ativo as ultimas evidencias
apontam que deve existir um gene que nao esta localizado no cromossomo X, isso porque a
delecdo de Xist ndo parece afetar a escolha de qual cromossomo X serd ativo (CLERC;

AVNER, 1998; MIGEON, 2007).

2.5.5.3 INICIACAO

Essa etapa ¢ caracterizada pela dispersao da inativagdo ao longo do cromossomo X
que foi escolhido para ser inativado. O processo de dispersao ocorre a partir do locus de
Xist presente no Xic e que pode ser visto pelo acimulo de RNA Xist ao longo do
cromossomo X escolhido para ser o inativado. Esse processo coincide com a regulacao
positiva dos altos niveis do Xist no cromossomo X escolhido para ser o inativo e
concomitantemente com a repressao do Xist no cromossomo X escolhido para ser ativo
(KAY et al.,1993; BEARD et al., 1995; PANNING et al., 1997; SHEARDOWN et al.,

1997).

O gene Tsix possui um padrdo de expressao que ¢ regulado juntamente com Xist
durante uma determinada etapa do desenvolvimento (BOUMIL; LEE, 2001) e que em
camundongos ocorre durante as primeiras 48 horas da diferenciacdo celular (WUTZ;
JAENISCH, 2000). Tsix, por sua vez, ¢ também um RNA de funcdo regulatoria agindo

predominantemente no nucleo sendo transcrito de modo antisenso ao Xistz. A transcri¢ao de
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Tsix no futuro cromossomo X ativo parece ser necessaria para prevenir o aumento da
expressao de Xist e por outro lado a repressdo de Tsix ocorre no mesmo tempo em que Xist
RNA se acumula em cis (COURTIER et al., 1995; LEE et al., 1999). No entanto, para Tsix
funcionar adequadamente outros elementos parecem ser necessarios como o DXPas34 e o

CTCF (VIGNEAU et al., 2006; COHEN et al., 2007).

2.5.5.4 ESTABELECIMENTO

O estabelecimento da inativagdo do cromossomo X ¢ até o presente momento a
etapa meos esclarecida. A fungdo de silenciamento do gene Xist tem sido relatada como
restrita no desenvolvimento precoce e em células somaticas especificas como as células
precursoras do tecido sanguineo (SAVARESE et al., 2006) sugerindo que o silenciamento

génico possa ser regulado de modo célula tecido-especifica (WUTZ; GRIBNAU, 2007).

2.5.5.5 MANUTENCAO

Essa etapa se caracteriza pelo estabelecimento da manutencdo do estado inativo
através das futuras divisdes celulares. O que pode ser observado € que existem
modificagdes sucessivas na estrutura da cromatina do cromossomo X inativo que por serem
epigenéticas, ndo alterarem o codigo do DNA, mas serdo transmitidas para as células

somaticas (HEARD, 2005; NAVARRO et al., 2005).
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Essa etapa parece ser independente de Xist ¢ Tsix (BROWN; WILLARD, 1996;
CSANKOVSKI et al., 1999; BOUMIL; LEE, 2001). Embora o Xist ndo seja essencial para
a manutencdo do estado inativo, a sua sintese continua parece garantir a estabilidade do
mecanismo da inativagdo no cromossomo X inativo (CSANKOVSKI et al., 1999;
BOUMIL; LEE, 2001; BROWN; WILLARD, 1996; SADO, 2001). Em camundongos o
verdadeiro papel do Xist na manuten¢do ndo esta tdo claro (GOTO; MONK, 1998;
BOUMIL; LEE, 2001) assim como em humanos, nos quais, a presenca de XIST ndo parece
ser essencial para a manutencdo da inativagdo do cromossomo X (RACK et al., 1994;

BROWN; WILLARD, 1996).

O principal mecanismo para garantir a transmissao da inativacao através da mitose ¢
pela metilagdo das ilhas CpG no cromossomo X inativado (BOLDUC et al., 2008). Existe
um efeito sinérgico da expressdo de Xist, da metilagdo do DNA e da desacetilacdo das

histonas (CSANKOVSKI et al., 1999; BOUMIL; LEE, 2001; CSANKOVSKI ef al., 2001).

2.5.6 GENES QUE ESCAPAM DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

Existem regides localizadas nos cromossomos X e Y que realizam troca de material
genético sendo chamadas de regides pseudoautossomicas. As duas regides
pseudoautossomicas sao a PAR1 presente no braco curto dos cromossomos X ¢ Y ¢ a
PAR?2 localizada no brago longo de ambos os cromossomos X e Y. Os genes da regido de
PARI1 estdo expressos em ambos os cromossomos X nas mulheres e nos cromossomos X €

Y nos homens. J4, a regido PAR2 diferentemente de PARI ndo participa na meiose € nem
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todos os seus genes estdo expressos em ambos os cromossomos sexuais (DISTECHE,

1995; MIGEON, 2007).

Segundo Talebizadeh er al., (2006) ao redor de 25% dos genes ligados ao
cromossomo X devem escapar da inativagao estando a maioria localizados no brago curto
do cromossomo X. Carrel e Willard (2005) ap6iam a idéia de que 15% dos genes ligados ao
cromossomo X escapam da inativa¢do em algum grau. Os 10% adicionais sdo oriundos dos
genes ligados ao cromossomo X e que possuem um padrdo de inativacdo varidvel no
cromossomo X inativo. Talebizadeh et al., (2006) acreditam que esses genes que escapam
ou que sdo expressos do cromossomo X inativo sdo potencialmente contribuidores para as
dismorfias sexuais, para as diferencas fenotipicas entre as mulheres heterozigotas nas
condigdes ligadas ao cromossomo X, e para as anormalidades clinicas nos pacientes
portadoras de alteragdes cromossomicas do X. Adicionalemente as diferengas na expressao
desses genes poderiam ser responsaveis pelo fenotipo relacionado ao sexo nas doengas

complexas (CARREL; WILLARD, 2005).

No entanto, um fator limitante na interpretacdo dos resultados do mecanismo da
inativacdo do cromossomo X talvez seja que essas observagdes in vitro (CARREL,;
WILLARD, 2005; TALEBIZADEH et al, 2006) como nos hibridos em culturas de
fibroblastos, ndo sejam iguais aos in vivo ja que outros fatores devem ter interferéncia nesse
processo como, por exemplo, influéncia hormonal, idade do individuo, especificidade e
composicdo do tecido e a producdo e ou degradagio do RNAm nas células

(TALEBIZADEH et al., 2006).
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MIGEON, 2007 acredita que os genes que ndo sdo totalmente inativos estdo em
maior numero dos que estdo completamente silenciosos. A maioria dos genes que escapa da
inativagdo do cromossomo nao sdo totalmente expressos no cromossomo X inativo
demonstrando que o escape ¢ parcial ou incompleto. A expressdao pode apresentar atividade
ao redor de 15%, como por exemplo, o gene da esterdide sulfatase estd expresso no
cromossomo X inativo com cerca de 30% da expressdo do cromossomo X ativo (MIGEON,
1982; HEARD; DISTECHE; 2006). E interessante observar que os genes que escapam da
inativagdo nao estdo distribuidos de forma aleatéria no cromossomo X (CARREL;

WILLARD, 2005).

2.5.7 0 DESVIO DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

O desvio da inativagdo do cromossomo X pode ser primario ou secundario (PUCK;
WILLARD, 1998). O desvio primario ocorre no momento da inativacdo e pode ser
decorrente de eventos estocasticos, fatores genéticos como mutagdes em XIST ou em outros
genes responsaveis pelo mecanismo de inativagdo (BELMONT, 1996; LEE; JAENISCH,
1997; BROWN; ROBINSON 2000). Por outro lado, a inativagdo nao randomica secundaria
ocorre apos 0 mecanismo da inativagdo e pode ser decorrente de uma selegao celular contra
as células que possuem uma mutagdo deletéria no cromossomo X ativo (LANASA et al.,

1999b).

O valor do desvio da inativa¢do do cromossomo X considerado como anormal na
maioria dos estudos se situa entre >80:20 ou <80:20 (KUBOTA ef al., 1999). No entanto,

ndo existe at¢ o momento um consenso sobre qual a percentagem da inativacdo do
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cromossomo X que ¢ considerada como idealmente nio randomica. E encontrada na
literatura a ampla variacao de 70-95% (PEGORARO et al., 1997; LANASA et al., 1999a;
LANASA et al., 2001; ROBINSON et al., 2001; UEHARA et al., 2001; HOGGE et al.,
2007). Em outros estudos a classificagdo utilizada ¢ a do desvio extremo da inativagdo
quando se situa > 90:10 (HARRIS ez al., 1992; SANGHA et al., 1999; MAIER et al., 2002;

BUTLER et al., 2007; TALEBIZADEH et al., 2005).

Estéd descrito na literatura que 1 a 23%, das mulheres normais podem apresentar
desvio da inativagdo do cromossomo X. O encontro de valores tdo diversos pode ser
decorrente do emprego de metodologia diferentes pelos autores (RIGGS;GARTLER,
1983; ALLEN et al., 1992; HARRIS et al., 1992; PUCK et al., 1992; ALTERMAN et al.,
1993; NAUMOVA et al., 1996; GALE et al., 1997, PEGORARO et al, 1997; PLENGE et
al., 1997; KUBOTA et al., 1999; LANASA et al., 1999a; PLENGE et al., 1999; SANGHA
et al., 1999; LANASA;HOGGE, 2000; SHARP et al., 2000; UEHARA et al., 2001;
PLENGE et al., 2002; BEEVER et al., 2003; SULLIVAN et al., 2003; HATAKEYAMA et
al., 2004; KIM et al., 2004; SANDOVICI et al., 2004; AMOS-LANDGRAF et al., 2006;

BAGISLAR et al., 2006; HOGGE et al., 2007; PASQUIER et al., 2007).

Nas mulheres nao afetadas para as doengas ligadas ao cromossomo X um desvio da
inativacdo do cromossomo X pode nao ter nenhuma importancia clinica, mas uma taxa alta
de desvio pode ser um indicativo do estado de heterozigota para as doengas ligadas ao
cromossomo X ou para alteracdes cromossomicas (BROWN; ROBINSON 2000;

WILLARD, 2001).
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O desvio da inativacdo do cromossomo X tem sido associado a varias situacdes

como:

1) Em algumas mulheres portadoras de translocagdes balanceadas entre o

cromossomo X/autossomo (ZABEL et al,. 1978);

2) Mulheres com abortamento espontaneo idiopatico recorrente (SANGHA et al.,

1999);

3) Heterozigotas afetadas com retardo mental ligado ao cromossomo X (PLENGE et

al., 2002);

4) Algumas pacientes do sexo feminino com autismo apresentam importantes taxas de

desvio da inativacao do cromossomo X (TALEBIZADEH et al., 2005);

5) A gravidade das mulheres portadoras da pré-mutagdo para a sindrome do X fragil
tem sido correlacionada com o padrdo do desvio da inativagdo do cromossomo X
com expressdo a favor do alelo pré mutado no gene FMRI (Fragile X Mental

Retardation Protein;, OMIM 309550) (BERRY-KRAVIS et al., 2005);

6) Em pacientes com a sindrome de Rett, a gravidade pode estar correlacionada com o
grau do desvio da inativacao do cromossomo X (ARCHER et al., 2007; BITTEL et

al., 2008);

7) Pacientes do sexo feminino com a sindrome de Prader-Willi causada por dissomia
uniparental materna do cromossomo 15 podem apresentar desvio da inativa¢do do
cromossomo X maior do que as pacientes que apresentam a mesma sindrome por

delegdo paterna em 15q11-q13 (BUTLER et al., 2007);
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8) Em tumores através das mutagdes somaticas (BOLDUC et al., 2008);

9) Mulheres que apresentem redugdo da reserva ovariana com conseqiiente menopausa

prematura (KLINE et al., 2000; MINKS et al, 2008).

2.5.8 ETIOLOGIA DO DESVIO DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

Jé foi relatado na literatura familias que apresentavam padrao herdavel do desvio da
inativacdo do cromossomo X. Nesses casos a etiologia encontrada foi uma mutagdo na
regido promotora do gene XIST que conferiu uma inativacdo preferencial do X em cis
(PENNY et al., 1996; PANNING et al., 1997; LANASA et al., 1999a.). Pegoraro et al.,
(1997) descreveu 16 mulheres que possuiam historia familiar positiva para distrofia
muscular de Duchene e 32% delas apresentavam desvio extremo da inativacdo do
cromossomo X. Os autores sugerem que portadoras de doengas ligadas ao cromossomo X
para tragos recessivos letais possam apresentar um “fenotipo molecular” herdavel do desvio
da inativacdo do cromossomo X (ORSTAVIK et al., 1996; NAUMOVA et al., 1998; c et
al.,2003; HERDERA; GORSKI, 2003). No entanto, essa afirmacao ¢ contestada por outros
autores que nao acreditam que o desvio da inativagdo do cromossomo X seja causado pela
desregulacdo de um tnico gene somente, mas que talvez seja herdado de forma complexa

(BAGISLAR et al., 2006; BOLDUC et al., 2008; MINKS et al., 2008).

A etiologia mais freqliente do desvio da inativagdo do cromossomo X sdo as
mutagdes que afetam a proliferagdao celular (MIGEON, 1998; BICOCCHI ef al., 2005). As

mulheres que sdo heterozigotas para varios loci localizados no cromossomo X podem
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apresentar competi¢do entre as linhagens celulares. Como por exemplo, nas heterozigotas
para Adrenoleucodistrofia, de heranca ligada ao cromossomo X, que apresentam
freqlientemente desvio do padrao de inativagao do cromossomo X devido a selegao celular

(MIGEON, 2007).

A reducdo das células embriondrias precursoras e a selegdo posteriormente contra
essas células podem ser decorrente de uma desvantagem de crescimento pela presenca de
um rearranjo cromossomico envolvendo o cromossomo X ou nas heterozigotas para
doencas ligadas ao cromossomo X (BELMONT 1996; PLENGE, 1997; PUCK;WILLARD,
1998; BROWN; ROBINSON, 2000; BUTLER et al., 2007). Entretanto, também ¢é possivel
que essa limitagdo celular ocorra ao acaso ¢ no momento da inativagao do cromossomo X
apenas uma pequena populacdo de células dé origem a um determinado tecido (MINKS et
al., 2008). Caso essa pequena proporcao de células embriondrias esteja presente no
cromossomo X que foi selecionado como nao inativado podera ocorrer desvio do padrdo da
inativagdo considerado como normal através das sucessivas divisdes celulares

(SANDOVICl et al., 2004).

De outra forma o desvio da inativagdo do cromossomo X também pode ser
adquirido devido a deple¢do do conjunto das células tronco hematopoéticas em adi¢do aos
fatores estocasticos ou seletivos (ROSSEAU et al., 1991; FILOSA et al., 1996; KELLER et

al., 1999; SANDOVICI et al., 2004).

Em resumo, as principais etiologias do desvio extremo da inativagdo do cromossomo X:

1) Uma mutagao no gene XIST (PLENGE et al., 1997);
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2) Selecdo celular contra as células por uma desvantagem de crescimento das
células mutantes ou deletadas em um dos cromossomos X (PEGORARO et al.,

1997);

3) Reducao das células precursoras embrionarias (SANGHA et al., 1999);

4) Presenga de uma translocagdao X/autossomo (SANGHA et al., 1999);

4) Ao acaso (SULLIVAN et al., 2003);

5) Outras: gemelaridade, mosaicismo confinado a placenta, insultos ambientais

entre outros (BAGISLAR et al., 2006).

2.5.9 AS TAXAS DE DESVIO DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X E IDADE

Virios estudos relatam que a freqiiéncia do desvio do padrao da inativacdo do
cromossomo X aumenta com a idade (ALLEN et al., 1992; BUSQUE et al., 1996; GALE
etal., 1997; EL KASSAR et al., 1998; SHARP et al., 2000; HATAKEYAMA et al., 2004;
SANDOVICI et al., 2004) e os valores podem se situar entre 3-4% em mulheres com
idades entre 18 a 50 anos. A partir dos 75 anos 33%-75% das células derivadas das
linhagens mieloides (FEY et al.,1994; BUSQUE et al,.1996; CHAMPION et al.,1997,
GALE et al., 1997) e 9% das células da linhagens linfoéides podem apresentar um desvio
extremo da inativacdo (GALE et al., 1997; LANASA et al., 2001). Segundo Busque et al.,
(1996) 2% dos recém-nascidos e 4.5% das mulheres com idade de 28 a 32 anos podem
apresentar desvio extremo da inativagdo do cromossomo X. Para outros autores as taxas de

desvio extremo da inativacdo do cromossomo X em mulheres abaixo de 25 anos ficam



64

entre 1-7% e em maiores de 60 anos 2-16% (ALLEN et al., 1992; BULLER et al., 1999;

BAGISLAR et al., 2006).

De forma interessante, foi observado que recém nascidos apresentaram desvio maior
nas células hematopoéticas do que das células epiteliais, mas em mulheres jovens essa
diferen¢a ndo foi identificada entre esses tecidos. Por outro lado, em mulheres acima dos 60
anos as cé¢lulas sanguineas apresentam taxas maiores de desvio (SANDOVICI et al., 2004;
KRISTIANSEN et al., 2005; BOLDUC et al., 2008). Bittel ef al., (2008) demonstraram
ndo existir diferengas significativas no padrao de inativagdo do cromossomo X entre 34
tipos de tecidos estudados, em uma amostra de 26 mulheres. No entanto, uma tendéncia foi
obtida com o avancar da idade para o aumento da variabilidade no padrao de inativagao do
cromossomo X principalmente em mulheres acima de 60 anos. Outros autores (HOGGE et
al., 2007) sugerem que a associacdo com o aumento do desvio da inativagdo também se

correlaciona positivamente com idade, mas ja pode ser encontrada a partir dos 30 anos.

Viérias etiologias tém sido sugeridas para o aumento das taxas de desvio da
inativa¢dao do cromossomo X com o avangar da idade: 1) eventos ao acaso como replicacao
das células tronco hematopoéticas, apoptose ¢ o inicio da diferenciagdo e maturagdo celular
(BUSQUE et al, 1996; BITTEL et al, 2008); 2) deple¢do das células tronco
hematopoéticas e diferenciagdo randdémica das células residuais (BUSQUE et al., 1996;
BITTEL et al., 2008); 3) selegdo das células tronco hematopoéticas que exibiriam uma
inativagao preferencial de um dos cromossomos X (ABKOWITZ et al., 1996; BUSQUE et

al., 1996; GALE et al., 1997).
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Nos estudos de determinacdo do padrdo de metilagio do DNA em gémeos
monozigdticos foi observado que, embora eles sejam idénticos epigeneticamente em idades
mais jovens, com o avangar da idade as diferencas no contetdo e distribuicdo das
metilcitosinas e acetilagdo das histonas associadas a expressdo génica se tornam
divergentes (FEARON et al., 1988; PUCK, 1998; FRAGA et al., 2005; KRISTIANSEN e?

al., 2005).

Nao se sabe se existe diferenca nas taxas dos desvios da inativagdo do cromossomo

X entre os grupos raciais (SULLIVAN et al., 2003).

2.5.10 HETEROZIGOTAS PARA DOENCAS LIGADAS AO CROMOSSOMO X E
ABORTAMENTO DE REPETICAO

O abortamento espontaneo ¢ definido com a perda da gravidez antes da 20* semana
de idade gestacional (HEFFNER, 2004; WARREN; SILVER, 2008). Aos 20 anos a taxa ¢
de 10%, ao redor de 15% entre 30-34 anos, enquanto que, apds 45 anos alcanga os niveis de

75% a 90% (HEFFNER, 2004).

As perdas gestacionais podem ser esporadicas e recorrentes. O abortamento
recorrente tradicionalmente ¢ definido a partir da perda de 3 ou mais gravidezes
consecutivas anteriormente a viabilidade fetal ou com peso fetal < 500g (CARRINGTON
et al., 2005; HOGGE et al., 2007). Alguns estudos utilizam esse termo a partir de duas
perdas gestacionais ou a partir de trés nao consecutivas (PEGORARO et al., 1997;
SANGHA et al., 1999; LANASA et al., 1999a; LANASA et al., 2001; ROBINSON et al.,

2001; UEHARA et al., 2001; SULLIVAN et al., 2003; KIM et al., 2004). A incidéncia do
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abortamento de repeticao ¢ variavel na literatura, mas estudos apontam para valores entre 1-
5% (STEPENHSON, 2002; CARRINGTON et al, 2005; PASQUIER et al, 2007;

HOGGE et al., 2007; KUO et al., 2008).

Existem multiplas etiologias para o abortamento espontaneo: defeitos congénitos,
alteracdes genéticas, endocrinolodgicas, agentes teratogénicos, fatores imunoldgicos,
anormalidades uterinas estruturais e infeccdes (LANASA et al., 1999b; HEFFNER, 2004;
CARRINGTON et al., 2005; KAARE et al., 2008). A principal causa sdo as aneuploidias
cromossOmicas podendo ocorrer em cerca de 25-50% das gestacdes (STEPHENSON et al.,
2002; GREENWOLD; JAUNIAX, 2002). A idade materna no momento da concepg¢ao ¢ um
forte fator de risco independente para o abortamento devido ao aumento na taxa de
ocorréncia para cromossomopatias (NYBO et al., 2000). Entretanto, em 37-79% dos casos
ndo se chega a um diagndstico etiologico especifico (CLIFFORD et al., 1997
PEGORARO et al.,1997; CARRINGTON et al, 2005; RAI; REAGAN et al, 2006;

KAARE et al., 2008).

Na literatura, estudos apontam para o aumento de incidéncia de abortamento em
heterozigotas para doengas genéticas ligadas ao cromossomo X. Alguns autores afirmam
que o desvio da inativagdo do X pode ser um fator etioldgico no abortamento de repeti¢ao
(PEGORARO et al., 1997;; LANASA et al., 1999a; SANGHA et al., 1999; LANASA;
HOGGE, 2000; HOGGE et al., 2001; LANASA et al., 2001; UEHARA et al.,
2001;BEEVER et al., 2003; KIM et al., 2004; BAGISLAR et al., 2006). A taxa de
abortamento na populagdo de uma forma geral ¢ ao redor 15%, mas para heterozigotas de
doengas ligadas ao cromossomo X poderia chegar a 40% (soma dos 15% da populagdo com

25% da recorréncia para o risco das doengas recessivas ligadas ao cromossomo X)
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(LANASA et al., 1999a). No entanto, esses autores referem que o excesso de heterozigotas
encontrados pode ter sido decorrente de fatores confundidores como a idade e a associagao
com o desvio da inativagdo do cromossomo X. A opinido de que heterozigotas para
doencas ligadas ao cromossomo X apresentariam um aumento na taxa de abortamento nao
¢ uniforme (SULLIVAN et al., 2003; KIM et al., 2004; HOGGE et al., 2007;PASQUIER

et al.,2007).

Por outro lado as discrepancias entre os estudos podem ser devidas a uma auséncia
de uma metodologia uniforme: niimero pequeno de pacientes e controles, diferentes
critérios de inclusdo e a idade das pacientes (PASQUIER et al., 2007; KAARE et al.,

2008).

2.5.11 HETEROZIGOTAS PARA GENES LIGADOS AO X E A INATIVACAO DO
CROMOSSOMO X

A inativagdo do cromossomo X permite que as heterozigotas para genes ligados ao
X sejam consideradas como mosaicos para a expressao de tais genes. Elas apresentam uma
mistura de duas populagdes celulares e cada uma contém um cromossomo X ativo de
origem parental diferente (MIGEON, 2006). O mosaicismo que caracteriza tais
heterozigotas € Unico porque a variabilidade ndo ¢ somente entre as mulheres, mas,
também, entre tecidos e células (MIGEON 2007). Esse mosaicismo € importante para a
diversidade fisiologica dos genes ligados ao cromossomo X, mas, por outro lado, contribui
para uma vulnerabilidade biologica nos homens em relacio as doencas ligadas ao

cromossomo X (MIGEON, 2006).
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Ao analisarmos as conseqiiéncias da inativacdo do cromossomo X podemos
observar as seguintes diferencas entre os sexos: 1) o cromossomo Y possui um menor
numero de genes do que o X; por outro lado, possui genes que ndo sdo encontrados nesse
ultimo cromossomo; 2) no minimo 15% dos genes que escapam da inativagdo sdo
expressos em quantidade maior e variavel nas mulheres; 3) 10% dos genes tém uma
inativagdo do cromossomo X heterogénea levando a expressdao diferencial entre as
mulheres e os homens; 4) a natureza randomica da inativacdo do cromossomo X determina

que as mulheres sejam mosaicos (LYON 1961; CARREL; WILLARD, 2005).

2.6 MULHERES SINTOMATICAS NAS DOENCAS LIGADAS AO
CROMOSSOMO X

As mulheres podem ser sintomaticas para doengas ligadas ao cromossomo X se

apresentarem alguma das situagdes abaixo relacionadas (MIGEON et al., 1993):

1) Apresentarem alguma alteragdo citogenética que desfavoreca o estado de
heterozigose. Como por exemplo, a presenca de um tnico cromossomo X ou de

uma translocagdo nao balanceada entre o X/autossomo;
2) Possuir em ambos os cromossomos X uma mutagdo causadora da doenga;

3) Apresentarem desvio da inativacdo do cromossomo X a favor das células

mutadas;

4) Possuir células normais incapazes de suprir a necessidade metabolica das células

mutadas;
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Em algumas das doencas ligadas ao cromossomo X as mulheres afetadas podem
apresentar igual ou menor niimero de sinais € sintomas que os homens quando hemizigotos

para a mesma mutagao (MIGEON, 2007).

Gémeas monozigoticas podem ser discordantes para algumas doencas ligadas ao
cromossomo X e de maneira ndo muita explicada apresentar desvio da inativacdo do

cromossomo X (NANCE, 1990; VALLEIX et al., 2002).

Em poucas situagdes a inativacdo do cromossomo X pode ndo ser randomica e
modular o fenétipo nas mulheres heterozigotas para genes ligados ao cromossomo X. O
desvio da inativag¢do pode ser decorrente da sele¢ao celular agindo a jusante do processo de
inativagdo. A composi¢dao de cada cromossomo X pode levar a uma vantagem seletiva o
que pode vir a resultar na sobrevivéncia clonal e proliferativa. Normalmente a sele¢dao nas
doencas ligadas ao cromossomo X ¢ negativa para o gene afetado, o que leva a redugdo ou
a abolicdo dos sinais e sintomas das mulheres heterozigotas para as mutagdes ligadas ao
cromossomo X. Por outro lado, raramente a inativagdo do cromossomo X pode ocorrer
contra o alelo selvagem resultando em doenca clinicamente significativa ou no aumento da

gravidade dos sinais clinicos (MARTINEZ et al., 2005; MORLEO; FRANCO, 2008).

A selegdo negativa pos-inativagdo favorecendo o alelo tém sido documentada em
doencas ligadas ao cromossomo X, como por exemplo, na Adrenoleucodistrofia ligada ao
cromossomo X (MIGEON et al., 1979; MIGEON et al., 1981; MIGEON, 2007). Por outro
lado, na deficiéncia de G6PD e na sindrome de Lesch-Nyhan a sele¢do ¢ a favor do alelo
normal (MIGEON et al., 1979; MIGEON, 2007) e, dessa maneira, o efeito das células

mutantes € eliminado na maioria das vezes.



70

2.6.1 HETEROZIGOTAS E SINAIS E SINTOMAS DE MPS 11

Na literatura estd descrito que as heterozigotas de MPS II sdo assintomaticas
(CLARKE et al., 1993). Schwartz (2004), em sua tese de doutorado avaliou 52 mulheres,
com 16 anos ou mais e historia familiar positiva para MPS II. A amostra foi estudada do
ponto de vista bioquimico através da coleta de GAGs urinarios e dosagens enzimaticas de
IDS em plasma e leucocitos, bem como anamnese e exame fisico (realizado por varios
examinadores). Nas 40 heterozigotas a excrecdo de GAGs urinarios foi normal, a atividade

da IDS estava reduzida em leucocitos e plasma e todas eram assintomaticas.

No entanto, faltam trabalhos na literatura que estudem a relagdo da possivel
presenca de sinais clinicos sutis sugestivos da doenga nessas mulheres com a identificacao
de marcadores biologicos que permitam uma suspeita inicial das heterozigotas com o

objetivo de triagem para aconselhamento genético nas familias com historia de MPS 1I.

Para algumas doencas, como a doenga de Fabry, que possuem o mesmo mecanismo
de heranca da MPS II, as heterozigotas apresentam sintomas e sinais da doenga em uma
propor¢ao maior que o esperado para uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X

(DESNICK, 2001; MAIER et al., 2006; WANG et al., 2007).

2.6.2 PACIENTES DO SEXO FEMININO COM MPS 11

A ocorréncia de MPS II em mulheres é muito rara, e desde 1977 foram relatados

cerca de 10 casos na literatura (Quadro 4).



Quadro 4. Dados disponiveis na literatura sobre a caracterizacio clinica e molecular das mulheres

sintomaticas com Mucopolissacaridose tipo IT *
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Referéncia Mutagdo Caridtipo Inativagdo Quadro Clinico
do cromossomo
X
NEUFELD Nao 46,XX Nao ADNPM, face tipica,
etal, 1977 Identificada Testado surdez,
hepatoesplenomegalia
NEUFELD Nao 46,XX Nao ADNPM, face tipica, surdez,
etal., 1977 Identificada Testado hepatoesplenomegalia,
hipertrofia de adenodides
MOSSMANN t(X;5) 46,XX Nao ADNPM, face tipica,
etal., 1983 t(X;5)** Rand6mica disostose multipla,
contraturas articulares,
surdez,
hepatoesplenomegalia,
hipertrofia de adendides
BROADHEAD del Xqg25 delXqg25 Nao ADNPM, face tipica,
etal., 1986 Randomica disostose multipla,
contraturas articulares,
surdez,
hepatoesplenomegalia,
hipertrofia de adendides
CLARKE 3-5cM-modelo delXq27-28 Nao ADNPM, face tipica,
etal., 1991 Randomica disostose multipla,
contraturas articulares,
hepatoesplenomegalia
WINCHESTER Nao 46,XX Nio ADNPM, face tipica,
etal., 1992 Identificada Randomica contraturas articulares,
surdez
SUKEGAWA p-R468Q 46,XX Nao ADNPM, face tipica,
etal., 1997 Randomica disostose multipla,
contraturas articulares,
surdez,
hepatoesplenomegalia
SUKEGAWA p-R468L 46,XX Nao ADNPM, face tipica,
etal., 1998 Randomica disostose multipla
CUDRY p.L41P/ L41P 46,XX Nao Disostose multipla e
et al., 2000 Randomica hepatoesplenomegalia
CUDRY g.17419 46,XX Nao ADNPM, face tipica,
et al., 2000 del3254+g.17418 Randomica disostose multipla,
ins20 contraturas articulares,
surdez,
hepatoesplenomegalia
TUSCHL ¢.706_719 del + 46,XX Nao ADNPM, face tipica,
etal., 2004 ¢.706insG Randomica disostose multipla,

contraturas articulares,
surdez,
hepatoesplenomegalia,
hipertrofia de adenodides

*4daptado de Tuschl et al., (2004); “ADNPM= atraso do desenvolvimento neuropsicomotor; ‘uma das

pacientes posteriormente foi sugerida como tendo o diagnostico de deficiéncia multipla de sulfatases
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Discute se a possibilidade de que um dos casos de Neufeld et al., (1977) talvez
apresentasse deficiéncia multipla de sulfatases (CLARKE ef al., 1991). Os sintomas
apresentados em mais de 50% das pacientes foram: retardo mental, face grosseira, disostose
multipla, contraturas articulares, surdez e hepatoesplenomegalia, sendo que a maioria das
afetadas apresentava o fenotipo grave. (NEUFELD et al., 1977, MOSSMANN et al., 1983;
BROADHEAD et al, 1986; CLARKE et al, 1991; WINCHESTER et al., 1992;
SUKEGAWA et al., 1997, SUKEGAWA et al., 1998; CUDRY et al., 2000; TUSCHL et
al., 2004). Vérios mecanismos sdo sugeridos para o acometimento de MPS II em
heterozigotas. Uma das possiveis explicagdes seria a presenca de alteracdes estruturais no
cromossomo X de modo a permitir que um rearranjo cromossomico interfira no processo da
inativacdo; um segundo mecanismo seria a inativagdo preferencial do cromossomo X
normal e, por fim, outra explicacdo seria a ocorréncia de 2 mutagdes, uma em cada alelo do
gene da IDS, conferindo o estado de homozigose. Dentre os mecanismos citados
anteriormente, o mais freqiientemente observado ¢ a inativagdo preferencial do

cromossomo X que contem o alelo selvagem (TUSCHL et al., 2004).

Segundo TUSCHL et al., 2004, a maioria das pacientes teria herdado o gene mutado
da mae e a inativagdo ocorreu no cromossomo X paterno. No entanto, a causa dessa

inativagao preferencial do alelo ndo mutante ainda ndo est4 elucidada em todos os casos.

2.7 DETECCAO DO PADRAO DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X



73

O uso de polimorfismos como marcadores genéticos para estudo do padrio de
inativacdo do cromossomo X ¢ baseado nas seguintes observagdes: 1) um unico
cromossomo X ¢ ativo por célula somatica em adultos; 2) a inativagao randomica do
cromossomo X ocorre em cada célula, em um estagio precoce da embriogénese, sendo que
o padrao da inativacdo do cromossomo X ¢ transmitido de cada célula progenitora de

maneira estavel para a prole.

A taxa das células que contém o cromossomo X ativo de origem paterna ou materna
varia entre as mulheres porque a inativacdo ocorre ao acaso, mas ¢ esperado que cada
cromossomo X contribua com 50% da sua expressao (GARTLER; RIGGS 1983; FEARON

et al., 1988).

2.7.1 DETECCAO DAS TAXAS DE DESVIO DA INATIVACAO DO
CROMOSSOMO X

As mulheres que sdo heterozigotas para genes situados no cromossomo X possuem
polimorfismos de nucleotideos que estdo amplamente dispersos de maneira diversa em cada
cromossomo X. A medida de heterozigose nos genes ligados ao cromossomo X pode ser
identificada por essas seqiiéncias. Adicionalmente, eles também podem ser marcadores para

a pesquisa de doengas genéticas nas familias (ROSS et al., 2005).

A taxa do desvio da inativagdo do cromossomo X ou do padrdo de inativagdo pode
ser obtida através de varios métodos: 1) andlise da expressdao (BEUTLER et al., 1962); 2)
analise da transcricio (PRCHAL et al, 1993); 3) andlise do padrao de metilacao

(VOGELSTEIN et al., 1987) e 4) pesquisa de genes polimoérficos ligados ao cromossomo
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X (ALLEN et al., 1992). O Quadro 5 apresenta um resumo das varias técnicas descritas na

literatura.

As técnicas mais utilizadas atualmente sdo as descritas por Allen et al., (1992),
Frommer et al., (1992), Allen et al., (1994) e Herman ef al., (1996). O gene do receptor de
andrégeno humano (HUMARA) esta localizado em Xqll. Ele ¢ altamente polimdrfico
contendo de 11 a 31 repeticdes CAG no primeiro éxon, sendo que ao redor de 90% das
mulheres possuem alelos diferentes. A investigagdo do padrdo de inativagdo do
cromossomo X somente ¢ possivel em mulheres que apresentem dois alelos diferentes
(heterozigotas), através da digestdo do DNA utilizando uma enzima de restricdo metilacao
sensivel, como por exemplo, a Hpa II. Essa enzima ndo ira digerir os alelos metilados e,
portanto inativos. Numa segunda etapa, ¢ realizada a amplificagdo por PCR (reacdo em
cadeia de polimerase). Segue-se a eletroforese, por capilaridade, e os picos resultantes
determinam a taxa de desvio. A taxa de intensidade do sinal ¢ diretamente relacionada a
quantidade de produto de PCR produzido. Se a inativacdo for randomica a paciente
apresentard o mesmo numero de alelos paternos e maternos metilados (ALLEN et al.,

1992).

O padrao de inativagdo do cromossomo X segue a distribuicao da Curva de Gauss

na populagao das mulheres normais (MIGEON et al.,1998; BITTEL et al., 2008).

A principal limitagdo da técnica HUMARA reside no fato de que a enzima pode nao
ser tao sensivel e os alelos inativos nem sempre estdo suficientemente metilados em todas

as células para resistirem a digestdio (KUBOTA et al, 1999), o que pode levar a uma
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subestimativa do grau verdadeiro de desvio da inativagdo (SHARP et al., 2000; KIM et al.,

2004).

Quadro 5. Métodos de identificacdo do padrao da inativacdo do cromossomo X

Tipo de identificacao Aplicagao/Problemas/ Autor
Solugdes
Comparagao do padrao de Técnica que utiliza VOGELSTEIN et al., 1987
metilagdo entre os duas enzimas de
cromossomos X ativo e inativo restricao

com enzima de restri¢do e o
método de Southern Blot

Comparagdo entre tempo de Quando existe uma KUBOTA et al., 1999;
replicagdo dos cromossomos X alteracdo estrutural PERRY;WOLF, 1974
ativo e inativo
Produgao de hibridos de Técnica cara ¢ mais KUBOTA et al., 1999
roedores/humanos demorada PUCK et al., 1987
Distingao entre o padrao de Necessaria o uso da ALLEN et al., 1992
metilagdo paterno e materno enzima de restrigdo e ALLEN et al., 1994
através de polimorfismos do nem sempre o DNA
gene HUMARA* estd completamente

ndo metilado

Metilagao especifica por Nao precisa da enzima FROMMER et al., 1992
PCR** de restrigdo HERMAN et al., 1996

*HUMARA gene do receptor de androgeno
**PCR reagdo em cadeia da polimerase

O padrao de metilagdo pode variar entre os individuos e também no mesmo
individuo, que pode apresentar diferencas nos tecidos e células. O fato de que as células
sangliineas sdo as mais estudadas por serem de facil acesso, pode ser uma limitagdo na
interpretacao dos resultados, ja que elas apresentam um alto grau de reposi¢ao celular. Essa
capacidade de renovagao celular pode conferir uma maior predisposi¢ao a selecao celular e
dessa forma o grau de desvio pode estar sendo subestimado. O ideal seria realizar estudos

de expressdo génica ou de RNA (MIGEON, 2007).
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A determinagdo do padrao de inativagdo do cromossomo X em portadoras de
doengas ligadas ao X ¢ de importancia para um melhor entendimento da patogénese da

doenca e para a realizagdo do aconselhamento genético.
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3 JUSTIFICATIVA

O Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ¢ centro de
referéncia para diagnostico e manejo das Doengas Lisossomicas de Deposito. A Rede MPS
Brasil presta servigo aos pacientes com MPS, aos seus familiares e aos profissionais da area
da satde. Ao acompanharmos pacientes com MPS II e seus familiares foi verificada a
escassez de estudos sobre heterozigotas com MPS II, e a auséncia de informagdes
publicadas sobre a presenga de sinais e sintomas sutis nessas mulheres. Um melhor
entendimento sobre eventuais manifestagdes sutis dessa doenca em heterozigotas para MPS
I, além de preencher uma lacuna na literatura ¢ importante para fornecer orientagdo

adequada as familias acometidas por MPS II.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a presenca de sinais e sintomas possivelmente relacionados a heterozigose
para MPS 11, contribuindo para estimar o impacto desta condi¢do nessas mulheres através

da identificacdo de marcadores sensiveis e especificos.

4.2 ESPECIFICOS

4.2.1 Avaliar a freqliéncia de alteracdes no cromossomo X nas heterozigotas para

MPS 1I;
4.2.2 Avaliar o padrdo de inativagdo do cromossomo X nas heterozigotas para MPS

IT;

4.2.3 Avaliar a presenca de marcadores bioquimicos sensiveis e especificos,

potencialmente relacionados com a heterozigose para MPS II;

4.2.4 Avaliar a ocorréncia de possiveis marcadores de imagem nas heterozigotas

para a MPS II;

4.2.5 Avaliar a possivel ocorréncia de uma maior freqiiéncia de abortamento

espontaneo na prole de heterozigotas para MPS II.
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5 METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO

Esse foi um estudo transversal observacional.

5.2. POPULACAO DO ESTUDO

A amostra selecionada foi de conveniéncia, proveniente do ambulatério de MPS
SGM-HCPA e foi composta por mulheres com histoéria familiar positiva para MPS 1I. Foi
projetada a inclusdo de 50 mulheres nesse estudo, nimero estimado a partir do

acompanhamento de 25 pacientes com MPS II no ambulatério.

Foram convidadas a participar as maes e familiares de pacientes masculinos com
MPS II avaliados no ambulatério de MPS do SGM-HCPA, ao longo dos anos de 2007 e

2008.

As familiares foram inicialmente classificadas em 2 grupos: o das heterozigotas
obrigatorias, se ela 1) tivesse pelo menos dois filhos afetados ou 2) tivesse um filho afetado
e histéria familiar positiva compativel com heranga ligada ao cromossomo X; e o das
possiveis heterozigotas caso elas ndo preenchessem os critérios anteriores. A classificacao

definitiva em heterozigota foi baseada de acordo com o resultado da anélise molecular apds
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a identificagdo da mutagdo especifica no caso indice, quando possivel. A classificagdo em
ndo heterozigota foi estabelecida de acordo com a auséncia da mutagdo previamente

identificada no probando.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Apresentar historia familiar positiva para MPS 1I;

e Ser do sexo feminino;

e Possuir mais de 16 anos;

e Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo 2) para

participacao do estudo e um Termo de Autorizagdo para Uso de Imagens (Anexo 3);

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Nao ser possivel a defini¢do do estado de heterozigota porque a analise molecular
no probando ndo possibilitou o achado da mutagdo patogénica no caso-indice ou porque a

historia familiar ndo era compativel com heterozigota possivel.

5.5 VARIAVEIS ESTUDADAS



81

Apo6s a assinatura do TCLE foi realizada anamnese e o exame fisico. Ambos os
procedimentos foram realizados sempre pelo mesmo examinador. As informagdes coletadas
foram: idade, grau de parentesco com o caso-indice MPS II, consangiiinidade, estado de
heterozigota ou ndo, idade da menarca, nimero de gestacdes, nimero de partos e de
abortos. A anamnese foi focada principalmente nos seguintes Orgdos e sistemas:
cardiovascular, pulmonar, osteoarticular e gastrointestinal. No exame fisico foram
realizadas as medidas antropométricas habituais bem como a avaliacdo semioldgica
habitual (Ficha de anamnese e exame clinico - Anexo 4). Tanto a anamnese quanto o exame

fisico foram focados nos sinais e sintomas relacionados com MPS II.

5.6 ANALISE BIOQUIMICA

5.6.1 DOSAGEM DA EXCRECAO URINARIA DE GAGS

Os GAGs foram coletados e analisados a partir de uma amostra ocasional de urina
coletada pela manha. A andlise foi realizada no Laboratério de Erros Inatos do
Metabolismo do SGM-HCPA (LREIM) de acordo com as técnicas padrao ja estabelecidas
(de JONG et al., 1992). Os valores normais de referéncia estabelecidos para adultos pelo

LREIM sao de 13-45mg/mmoL creatinina.



82

5.6.2 MEDIDA DA ATIVIDADE DE IDS

Nas mulheres participantes a medida da atividade enzimatica da IDS foi realizada
em leucocitos e plasma (VOZNYI et al., 2001). Os valores considerados como de
referéncia para adultos pelo LREIM sao de 122-463 nmoles/4h/ mL para IDS em plasma e

31-110 nmoles/4h/mg proteina para a IDS em leucdcitos.

5.7 ANALISE DO CARIOTIPO

A andlise do caridtipo foi realizada a partir da coleta de sangue periférico das
mulheres participantes. Um total de 20 células foram analisadas em amostra das
participantes. A metodologia utilizada seguiu protocolos descritos na literatura

(MOORHEAD et al., 1960; SEABRIGHT, 1970).

5.8 ANALISE DO GENE IDS

Todas as mulheres que aceitaram participar deste estudo foram submetidas a sangue
periférico para a extracdo de DNA genomico de leucdcitos pelo método de precipitagdo de
sais (MILLER et al., 1988). A identificagdio da mutacdo patogénica foi inicialmente
realizada no caso indice, de acordo com o protocolo de investigacao abaixo descrito (REDE

MPS):
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1) Pesquisa da inversdo entre o gene e o pseudogene /DS, e que ocasiona disrup¢ao
do gene IDS, por meio de PCR. Caso essa etapa fosse negativa, a proxima etapa

era realizada (nimero 2);

2) Amplificagdo dos nove éxons do gene da /DS. Caso ndo houvesse amplificacao
de um ou mais éxons, constatar-se-ia a presenca de delecdo do éxon(s)
envolvido(s). Mas, se os €xons amplificassem normalmente, era necessario ir

para a proxima etapa (nimero 3);

3) Seqiienciamento do éxon IX do gene IDS. Se, apés a realizagdo do
seqilienciamento deste éxon ainda ndo fossem encontradas alteracdes, a proxima

etapa era necessaria (numero 4);

4) Realizacdo de SSCP dos demais éxons seguido de sequenciamento do éxon que
apresentasse o padrao alterado. Caso nenhum éxon mostrasse padrao alterado no

SSCP, a ultima etapa era realizada (numero 5);

5) Sequenciamento dos éxons I a VIII do gene IDS.

A pesquisa da mutacdo nas heterozigotas foi realizada de acordo com o tipo de
mutagdo encontrada no probando. Por exemplo, se o probando apresentasse uma inversao
ou disrupc¢ao do gene da IDS, a mesma alteracdo era pesquisada por PCR na familiar. No
entanto, se o caso indice apresentasse uma dele¢do do gene da /DS, identificada por PCR,
era necessario confirmar a pesquisa por Southern Blot. Essa técnica nao ¢ realizada no
SGM-LREIM e dessa forma, as amostras (probandos e possiveis heterozigotas) foram
enviadas para a equipe do Dr. Maurizio Scarpa, Laboratori Diagnosi e Studio Malattie

Rare, Universita Degli Studi Di Padova, Padova Itélia.
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5.9 ANALISE DO PADRAO DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

O padrao polimorfico CAG do locus HUMARA (Xqll-ql2) foi analisado em
produtos amplificados a partir de amostras de DNA gendmico, através da técnica de PCR
com iniciadores do gene do receptor de andrégeno, e posterior genotipagem de
microssatélites em seqiienciador. Nesta etapa, tivemos como objetivo identificar as
mulheres informativas (heterozigotas) para este polimorfismo, cujos padrdes de inativacao
foram posteriormente determinados. As condi¢des utilizadas foram as descritas por
Delabesse et al., (1995). O padrao de inativagdo dos cromossomos X foi determinado para
todas as mulheres heterozigotas para a repeticdo CAG do locus HUMARA, através do
padrao de metilagdo dos sitios de restricdo para a enzima Hpall situados proximos a esta
repeticao. A andlise do padrao de metilagdo foi feita em produtos amplificados de amostras
de DNA digeridas ou ndo digeridas com Hpall, através da técnica de PCR ecom um par de

iniciadores especificos para a o locus HUMARA.

A presenca de desvio extremo de inativagao foi considerada apenas quando a
amplifica¢do de um dos alelos apds a digestdo com Hpall foi >80% (KUBOTA et al.,

1999).

A técnica HUMARA foi realizada em colabora¢ao com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), no Rio de Janeiro com o auxilio dos pesquisadores Dr Juan Clinton

Llerena e a Dra Lucia de Fatima Marques de Moraes.
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5.10 EXAMES DE IMAGEM

Os exames de imagem foram realizados no Hospital Mae de Deus Center, Porto
Alegre, por 2 avaliadores que desconheciam o estado de heterozigotas ou nao heterozigotas
das mulheres avaliadas. As analises realizadas foram feitas de modo independente entre os
mesmos. Todos os exames foram realizados sem contraste sem qualquer procedimento

sedativo.

5.10.1 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA ABDOMINAL DE FiGADO E DE
BACO

A mensuracdo do figado e baco foi realizada qualitativa e quantitativamente,
utilizando imagens axiais de tomografia computadorizada helicoidal, com espessura de

corte e intervalo de reconstru¢do com 3 mm.

A mensuragdo qualitativa para classificagdo de hepatomegalia foi realizada
utilizando uma escala de 4 graus: ausente (limite inferior do figado acima do rebordo do
rim direito, leve (limite inferior do figado a menos de 2 cm abaixo do rebordo do rim

direito), moderado (entre 2-4 cm) e grave (maior que 4 cm).

A mensuragdo qualitativa para classificagdo de esplenonmegalia foi realizada
utilizando uma escala de 4 graus: ausente (bago com didmetro craniocaudal menor que 12

cm), leve (12-14 cm), moderado (14-16 cm) e grave (acima de 16 cm).

Os volumes quantitatiamente foram obtidos a partir de imagens axiais com

espessura de 3 mm. Os dados obtidos foram transferidos para estagdo de trabalho auxiliar
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para pos-processamento. O pos-processamento foi feito por um fisico treinado utilizando o
programa de computador /mage J do National Institute of Health (NIH). Os volumes foram
quantificados em nimero de voxels ¢ cm’ utilizando a ferramenta Voxel Counter do
programa Image J. Todos os volumes obtidos do figado e bago foram normalizados usando

como referéncia o volume abdominal total.

5.10.2 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DA COLUNA LOMBAR

A andlise da morfologia da coluna foi realizada através de cortes tomograficos da
coluna lombar obtidas no plano axial e reformatadas no plano sagital para posterior revisao.
Para padronizagao foi escolhido o corpo vertebral de L3 e classificada em 2 tipos: normal
ou alterada. As alteragdes que poderiam ser encontradas e que foram consideradas como
sugestivas de MPS II: sinais de platispondilia, reducdo da altura ou outra deformidade do

corpo vertebral.

5.10.3 RESSONANCIA MAGNETICA DO CRANIO

A mensuracdo dos volumes cerebrais foi realizada utilizando imagens de
ressonancia magnética (RM) de alto campo (1.5 T). O protocolo de imagem de RM
consistiu na aquisi¢ao de 2 imagens transversas obtidas paralelas a linha que se situa entre
as partes infero anterior e infero posterior do corpo caloso: 1) FLAIR (fluid attenuated

inversion recovery) com tempo de repeticdo (TR) de 9000 mseg e tempo de eco (TE) de
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114 mseg, tempo de inversao (TI) de 2500 msec, e 2) T2, com TR de 4000 mseg e TE de

99 mseg. As fatias realizadas tinham 5 mm e o campo de variacao foi 180 a 230.

Para a andlise das varidveis da RM foram realizadas as seguintes medidas: volume
cerebral normalizado, volume normalizado do liquor e carga de lesdes normalizadas em
FLAIR. Para pré-processamento, segmentacdo e analise quantitativa ndés usamos o
programa de computador image J do NIH. Esse programa de computador utilizou
ferramentas automaticas e semi-automaticas. Os volumes (liquérico, ventricular, cerebral e
cerebral total) foram contados em voxels usando o programa Voxel Counter plugin do
Image J e normalizados pelo perimetro cefalico (caixa craniana) para comparar diferentes
tamanhos de cranios na analise estatistica. Os volumes cerebral, liquérico e ventricular
também foram contabilizados em cm’. O volume cerebral normalizado foi medido com o
uso da técnica semi-automatica com corre¢do manual de areas ndo-cerebrais. O volume
normalizado do liquor e carga de lesdes normalizadas foram realizadas através de uma
técnica de segmentacdo automatica. Para a carga de lesdes normalizadas as imagens em
FLAIR foram selecionadas para mensuragao. O volume normalizado do liquor foi medido
somente através dos ventriculos laterais e dessa forma os ventriculos III e IV foram
excluidos. Os volumes foram quantificados em numero de voxels e cm’ utilizando a

ferramenta Voxel Counter do programa Image J.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram tabuladas numa planilha Microsoft Excel e posteriormente .
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analisadas por SSPS (Statistical Package for Social Sciences- version 16.0). As variaveis
categoricas foram sumarizadas por meio de freqiiéncias e percentagens. Para testar o padrdo
de distribui¢do das variaveis foram realizados os testes de Ko/mogorov—Smirnov e teste de
Shapiro-Wilk. As variaveis continuas com distribui¢do assimétrica foram sumarizadas por
mediana e intervalos interquartis, enquanto que aquelas com distribui¢do normal foram
sumarizadas por media e desvio-padrdo. As heterozigotas e nao-heterozigotas foram
comparadas em relacdo as seguintes variaveis: 1) na anamnese: idade no momento da
avaliacdo, idade da menarca, idade da menopausa, nimero e idade dos abortamentos
espontaneos, comorbidades, cirurgias e internagdes; 2) no exame fisico: perimetro ceféalico,
peso e estatura; 3) na tomografia computadorizada abdominal: volume hepatico (cm’),
volume hepatico normalizado (%), esplenomegalia, volume esplénico (cm’) e volume
esplénico normalizado (%); 4) na ressonancia magnética de cranio: volume cerebral
normalizado (%), lesdes normalizadas (%) e volume ventricular normalizado (%). Foram
ainda comparadas as seguintes varidveis entre os grupos: IDS em leucdcitos, IDS em
plasma e excre¢ao urinaria da GAGs. As variaveis foram definidas a priori por meio do
teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia inicialmente adotado foi 0,05, sendo

posteriormente aplicada a corre¢dao de Bonferroni.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

6.1 AUTORIZACAO PARA PESQUISA

O projeto bem como a ficha de anamnese e de exame fisico foram aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa do HCPA pelo ntimero de protocolo 07-392 (ANEXO 1).

6.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O TCLE foi aplicado as mulheres com histdria familiar positiva sempre pelo mesmo
pesquisador. Apds o esclarecimento das dividas quando houve concordancia em participar

foi solicitada a assinatura da participante (ANEXO 2).

Em relagdo a idade das possiveis heterozigotas investigadas a idade minima prevista
foi de 16 anos, mas excegdes (de 14 e de 15 anos) foram permitidas tendo em vista a
necessidade de realizagdo de aconselhamento genético nessa familia em particular. Essas
excecdes foram baseadas em um dos objetivos principais de todas essas avaliagdes
realizadas nas mulheres com histéria familiar positiva para MPS II, a realizacdo do

aconselhamento genético.
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O aconselhamento genético e o diagndstico de heterozigotas sdo motivos de
freqiientes consultas nas familias com MPS (NEUFELD; MUENZER, 2001).
Especificamente para as familias com MPS II, ndo existem recomendacdes publicadas. Ja
para as heterozigotas para a doenca de Fabry existe na literatura um consenso internacional
(BENNET et al., 2002) sugerindo algumas diretrizes. Para o processo de aconselhamento
ser desenvolvido, este deve ter sido solicitado pelo familiar em risco de modo voluntario e
tem como objetivo fornecer todas as informacdes sobre a doenca desde a etiologia, manejo,
progndstico, tratamento e riscos para a futura prole. A idade da realizacdo da testagem
genética em pessoas saudaveis, mas em risco de apresentarem a mesma doenga familiar, ¢
motivo de controvérsia, particularmente quando ndo existe terapia disponivel ou, se existe
quando ndo se tem uma idade ideal estabelecida para a intervencao terapéutica (CLARKE

et al.,1994).

A idade minima para a realizagdo da testagem genética na maioria dos estudos ¢é
citada usualmente como a partir dos 18 anos (BORRY et al., 2006). No entanto outros
estudos (CLARKE, 1994; BENNET et al., 2002) sugerem que a testagem ja poderia ser
realizada em uma adolescente, que apresentasse entendimento para a realizagao de testagem
para o estado de heterozigota assim que essa se tornasse sexualmente ativa. Dessa maneira,
essa consideragdo foi aplicada na nossa amostra nas mulheres com historia familiar positiva

para MPS I1.

Acreditamos, porém que cada familia deva ser avaliada e que sejam respeitados
todos os preceitos da bioética e, em particular o “principio da autonomia” que estd
intimamente relacionado ao processo de maturidade no entendimento do processo da

doenga e suas potenciais decisdoes em relagdo a vida reprodutiva.
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E importante ressaltar que a detecgdo de heterozigotas para MPS II com historia
familiar positiva ndo ¢ considerado um teste preditivo tendo em vista que essas mulheres

nao se tornardo sintomadticas com o avangar da idade (LOPES-CENDES et al., 2001).

Cada paciente foi identificada com um cddigo e posteriormente as familias foram

também codificadas para que se pudesse manter o sigilo e a privacidade das informacdes
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ABSTRACT

Most lysosomal diseases are inherited as recessive traits, but two important
conditions of this group have X-linked inheritance: Fabry disease and
Mucopolysaccharidosis II (MPS II). These two diseases show a very different pattern

regarding expression on heterozygotes. While MPS II heterozygotes are asymptomatic in
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most instances, in Fabry disease the majority of the female carriers show some disease
manifestation, sometimes severe. In this paper we review these two X-linked lysosomal
disorders in order to discuss the mechanisms which could explain the different rates of
penetrance and expressivity observed in these conditions, which could be helpful to better

understand the expression of X-linked traits.

INTRODUCTION

The lysosomal disorders (LDSs) are a heterogeneous group of approximately 50
disorders [1,2] with prevalence around 1:5.000 to 1:7.000 in live births [3,4]. The disease
may be due to the deficiency of a specific hydrolase, to a defect on the post-translational
processing of the enzyme, to a transport defect across the lysosomal membrane, among
other mechanisms involved in the degradation of macromolecules in lysosomes [2,5]. The
deficiency of a single enzyme or protein causes the blockage of an entire pathway making
the substrate inaccessible for further hydrolysis by other lysosomal enzymes. In most
lysosomal diseases more than one compound is accumulated, as in Mucopolysaccharidosis
IT (MPS II) in which the main storage materials are dermatan sulphate and heparan
sulphate, but other substrates like ganglioside GM2 and GM3 and subunit ¢ of
mitochondrial ATP synthase are also accumulated in brain [6]. The new concepts in cell

biology led to the proposal of a new classification of LSD by Platt and Walkley [2] (Table
1).

Among the more than 600 human X-linked diseases described so far, only three are
lysosomal disorders: Fabry disease (MIM 301500), MPSII II (MIM 30900), and Danon
disease (MIM 300257). This review will focus on the two most frequent: Fabry disease and

MPS 1II (Hunter disease). We will not include Danon disease, the rarest of them.

Fabry disease

Fabry disease is a rare X-linked lysosomal inborn error of glycosphingolipid
catabolism resulting from the deficient activity of lysosmal hidrolase o galactosidase A (o-

GAL; EC 3.2.1.22). The estimated incidence of this rare disease is 1:40.000-117.000 live
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male births [4,7,8]. This figure may be underestimated, as newborn screening performed in
newborn males in a Northwestern Italian region showed an incidence 1 in ~4.000 males [9].
The a-galactosidase gene (GLA 300644) is located in Xq22.1 and spans 12kb of DNA
comprising 7 exons [8]. More than 400 mutations in the GLA gene have been described in
Fabry patients, being most of them private [10,11,12]. The enzyme deficiency leads to a
progressive  accumulation of  globotriaosylceramide (Gb3) and deacylated

globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3).

It is a multisystemic disorder that affects the vascular endothelium, renal glomeruli
and tubules, dorsal root ganglia, cardiac myocytes, conduction tissue and valves, cornea
and skin. Signs and symptoms are: angiokeratoma, progressive renal impairment,
proteinuria, acropharestesia of hands and feet, cardiac hypertrophy and conductions
abnormalities, ischemic events, corneal dystrophy, hypohidrosis and impaired temperature
regulation [8,11,12,13]. Figure 1 shows, respectively, a son hemzygote with Fabry disease

and his mother also clinically affected.

The prevalence of females carrying the Fabry mutation was estimated as 1:339.000
in the UK [14]. Heterozygote females were usually described as asymptomatic or as
exhibiting intermittent and mild symptoms of the disease [7,8]. The most common signs
and symptoms found the heterozygotes for Fabry disease are shown in Table 2 [8,14,15-
19]. Deegan et al. [16] showed that 70% of the heterozygote females may display signs
and/or symptoms. The disease in females can be severe as in male patients [7,20,21];
however, a slow rate of progression and a high phenotypic variability is more common

[14,22]. Life expectancy is reduced in about 20 years in heterozygous females [23].

The measurement of the a-GAL activity cannot always allow the identification of
the heterozygotes [8,23], and it is believed there is no correlation between a-GAL activity
in plasma or leukocytes, genotype and severity of the clinical pictures presented by
heterozygotes [2]. However, some authors stated that females with classic Fabry disease
usually have lower a-GAL activity and increased urinary Gb3 levels [24]. On women
suspected of presenting Fabry disease due to symptomatology or findings on a tissue
biopsy, but with a negative family history, DNA analysis is often required for the definitive
diagnosis [15,25]. On the other hand, Wilcox et al. [18] showed that leukocyte a-GAL
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activity can achieve the diagnosis in 88% of females suggesting that this test, used in
conjunction with urinary Gb3 measurement [26], may be an efficient way to screen females

at high risk to be carriers.

Mucopolysaccharidosis type 11

The incidence of MPS II is estimated between 1:110.000 and 132.500 live births
[27,28]. MPS 11 is an X-linked recessive inborn of metabolism resulted from the deficiency
of lysosomal iduronate-2-sulfatase (IDS; EC 3.1.6.13). The impaired IDS function leads to
the storage of glycosaminoglicans (GAGs) in many organs and tissues. The partially
degraded GAGs are heparan sulfate and dermatan sulfate, which are present in increased
concentrations in patients’ urine. The /DS gene was mapped to Xq28 and contains 9 exons
that spread over 24kb [29,30]. More than 300 mutations have been described [10]. There is

also a pseudogene located 20kb from the active gene [31].

This is also a multisystemic disorder, which includes the following main
manifestations: coarse facies, short stature, hepatosplenomegaly, dysostosis multiplex, joint
contractures, obstructive airway disease, deafness, hydrocephaly, recurrent sinopulmonary
infections, valve disease and, in part of the patients, mental impairment [32]. The disease is
classified as mild or severe according to the absence or presence of mental retardation
[33,34]. The disease is chronic, progressive and, in its severe form, death can occurs early
as age 15. Cardiac and pulmonary diseases are the most common cause of death [32]. Figue

2 shows a son with MPS II disease and his non-clinically affetecd heterozygote mother.

In MPS 1II clinical disease in females is very rare but most of the cases reported in
literature have the severe phenotype [35-43] (Table 3). At least ten female cases have
already been described [43].

The identification of heterozygote females for MPS II, only by measuring IDS
activity, is not reliable in many cases [32,44,45]. It is suggested that the lower the value of
IDS, the higher the probability that these women will be MPS II heterozygotes [32].
Unfortunately, the GAG measurement in urine is not helpful to identify carriers either [46].
Usually, the only way to achieve the definitive diagnosis is through molecular analysis

[47].
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X-linked inheritance was first described by Morgan [48,49] and one of the first
diseases to be recognized as having this pattern of inheritance was colorblindness [48]. The
classic type of an X-linked disorder usually shows a vertical transmission in which
heterozygote females transmit the allele to her sons and daughters; daughters of affected
males are always heterozygotes; and sons of affected males are always normal.
Traditionally, these X-linked disorders are classified as having recessive or dominant
inheritance. The vertical transmission through asymptomatic heterozygote women to her
affected sons is recognized as X-linked recessive inheritance. On the other hand, the X-
linked dominant inheritance is recognized with the vertical transmission by symptomatic

daughters of affected males which transmit to both his sons and daughters [48,11].

It is true that the vast majority of mutations in X-linked genes will lead to diseases
only in males [50]. However, many of the X-linked diseases show different rates of
penetrance and expressivity in both genders. The following situations can be observed: 1)
for some conditions, as Fabry disease, heterozygotes usually are affected, but tend to have a
milder and more variable phenotype than hemyzogotes; 2) for other diseases, as MPS 1I,
penetrance in heterozygotes is very low and, consequently, very few heterozygotes are
affected; 3) on the other hand, as in Vitamin D resistant rickets, penetrance and severity are
high in both genders; 4) finally, as in Rett syndrome, penetrance is high in both genders,
but males usually die very soon (intra-uterus) and usually only females are affected at birth

[21,48,51].

Classification of X-linked disorders

According to Dobyns et al.[48], the traditional classification of X-linked diseases
(dominant or recessive) should not be used for humans. The authors made this statement
due to the fact that this classification was originally based on the Drosophila model, and
some concepts cannot be applied to humans, since there are differences in sex
determination and dosage compensation for genes on the X chromosome between the two
species (Table 4). The mechanism that is responsible for dosage compensation in

Drosophila is based on the X transcription speed, which is higher in males, and not in X-
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inactivation. Therefore, a Drosophila female that is heterozygous for a null mutation in an
X-linked gene will not present cell mosaicism as would be expected in female human cells.
Based on a literature review, Dobyns et al.[48] classified 32 X-linked diseases according to
penetrance (high, intermediate and low) and severity index (proportion of all symptomatic
individuals with a phenotype classified as severe among all symptomatic carriers), both for

males and females.

Fabry disease was classified as presenting high penetrance (100%) and severity
index (84%) for males; for females; however, the penetrance was high (70%), unlike the
severity index (4%). For MPS II, males were also found to present high penetrance (100%)
and severity index (81%); females, however, were classified with both low penetrance and
severity index rate. Due to the clinical heterogeneity found, these authors suggested X-
linked disorders should be classified taking in account other biological mechanisms than X-

inactivation and mosaicism (Table 5).

TWINNING AND X-LINKED DISEASES

Discordant phenotypes in monozygous twin females (MZF), who were
heterozygous for X-linked disorders, have already been reported for many diseases,
including Duchenne Muscular Dystrophy, G6PD deficiency, Haemophilia B, Fragile-X,
Green-color deficiency, MPS II and Fabry disease [39,52-8]. Interestlingy a concordant

expression between MZF heterozygotes has never been reported [58].

Only one Fabry monozigotic female twin pair with discordant phenotype were
described in literature. At age 26, the affected MZF was presented with severe signs and
symptoms: renal proteinuria, angiokeratotic lesions in pelvic region and thighs, verticillate
cornea and acroparesthesia in all four limbs. Both MZF were heterozygous for c.G10182A
(exon5) mutation. The phenotype was attributed to the skewed X- inactivation favoring the
GLA allele mutant on the affected MZF, showing an opposite direction in the normal MZF
[52-54]. For female MZF MPS II twins also only one case has been described in literature
and the affected twin demonstrate normal karyotype and skewed X- inactivation also

favoring the IDS allele mutant [39].
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Tiberio [58] reviewed some characteristics which are common to X-linked diseases
in MZF: 1) karyotypes were normal; 2) one twin is severely affected and the other is
spared; 3) intermediate phenotypes have not been described; 4) the X inactivation pattern is
opposite to skewing (abnormal allele inactivated in most cells of the normal twin, and the
normal allele inactivated in most cells of the affected twin; or skewing in one twin and
random in the other twin) and 5) the disease maps into regions Xq27-28, Xp21, Xq22 and
Xp22. Due to these observations three hypothesis came up to explain the discordant
phenotype in these cases: 1) casual aggregation of cells carrying the same inactive
chromosome that predisposes twining [59]; 2) a “sampling effect” through early symmetric
or asymmetric splitting of the inner cell mass occurring after the X inactivation [59,60] and
3) early mitotic crossing over, segregation of one crossed and one uncrossed chromatid in
the daughter’s cells, and obligate inactivation of the uncrossed chromatid [61].
Unfortunately, it seems that none of these three hypothesis can completely explain the MFZ
discordant for X-linked diseases [58].

The X inactivation occurs very early in embryonic life in the late blastocyst stage of
embryogenesis [41,61] and one possible explanation of the variable expression of an X-
linked abnormality in MZF lies on the fact that X inactivation precedes the twinning event
[54,55,59,62-64].1t was also observed that in MZF who are dichorionic, twinning occurs
prior or around the onset of X inactivation and, in monochorionic twins, twinning occurs
later [65]. So it might be expected that discordant phenotype should be more frequent in
twins dichorionic; however, anedoctal cases of discordant X-linked diseases in dichorionic
MZF have already been reported [39,56]. A new explanation proposed by Monteiro et al.
[63] is that monochorionic MZF are a heterogeneous group that differs in the timing of the

twinning event after the onset of X inactivation [57].

There are many other possible explanations for discordant phenotypes between
monozygotic twins: environmental causes, several embryologic mechanisms, vascular
abnormalities, defect of midline structures and post-zygotic changes in the genetic material,

including somatic mutations [60].
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X-INACTIVATION, FABRY DISEASE AND MPS 11

The main question to be answered is if skewed X inactivation is the main
mechanism responsible for the different rates of penetrance and expressivity presented by

heterozygous for Fabry and MPS II diseases (Table 5).

X inactivation process

The X inactivation was first described by Lyon [66,67] who suggested that the X
inactivation was based on the pattern of patches in heterozygote female mice. Lyon [66,67]
proposed the general rules for X inactivation: 1) normal females have just one active X
chromosome; 2) X inactivation occurs early in development; 3) the X inactive can be
maternal or paternal and the choice is random; d) X inactivation is irreversible in somatic
cells and through all descendants. Because females have two X chromosomes and males
only one, the X-inactivation provides a mechanism called “compensation dose” as a result,

females are mosaic [21].

The X inactivation process is dependent on many factors and is tissue specific [50].
It is initiated on the X inactivation Center (Xic) located at Xq13.2 [68]. The X inactivation-
specific transcript (Xist; MIM 314670) gene is the responsible for the process of cis
inactivation [69] and it is transcribed only in the inactive X chromosome. In Xic, it is also
transcribed, in the antisense orientation, the X-inactive-specific transcript-antisense (75ix;
MIM 300181) that has the function of regulating the early expression and the choice of
which X chromosome will be inactivated [70]. As the X inactivation pattern is established,
all descendents cells will have the same pattern. X inactivation in somatic cells is very
stable [71] permanent and irreversible except in oogenesis and in spermatogenesis [72].
The main steps of inactivation are: counting, choice and initiation [73]. Actually, the first
step is to maintain one of the X chromosome active [21] and this is attributed to the
existence of an autosomal limited factor [71]. Many epigenetics modifications are
necessary to guarantee the maintenance and the herdability of the X inactivation [74].
However, not all genes present in the X chromosome are inactive and about 25% of the
genes [75] escape from the inactivation and most of them are located in the X chromosome

short arm.
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Lyonization follows the Gaussian distribution in the female population and it is
expected that females must be 50:50 for genes that underwent X inactivation, but ratios
60:40 or 70:30 are the most common [76] and even 80:20 or 90:10 can be considered
normal [50,65]. However, at least 5-10% of normal females present extreme skewing of X
inactivation [77], while some studies showed a range between 4% to 33% [78]. Extreme
skewed X inactivation is defined as affecting more than 90% of one allele [79] and may be
a consequence of: 1) biases in the choice of which X chromosome to inactivate; 2) X
chromosome mutations or rearrangements which affect the viability of cells with one or the
other active X; or 3) stochastic factors [71,76]. Highly skewed X inactivation, defined as
more than 80:20 are considered to be pathogenic [80].

Studies in peripheral blood cells show that skewing of inactivation increases with
age but the practical significance is uncertain. However, it is possible that the skewing in an
advanced age is correlated with the presence of a pathogenic allele in the X chromosome
[76]. The age-skewing process can be caused by stochastic clonal loss of hematopoietic
cells [81] or competitive advantage for hematopoietic stem cells with a specific genotype of

X-linked genes [82].

Skewed X-inactivation and diseases

Traditionally, the main mechanisms that are said to influence the expression of the
X-linked disorders are: skewed inactivation [43,67,83,84], clonal expansion and somatic
mosaicism [85]. Therefore, heterozygote females for X-linked diseases can manifest signs
and symptoms if: 1) the mutation confers a proliferative advantage to the mutant cells; 2)
the mutant is in the X chromosome active [36,43,85]; 3) full X monosomy is present; 4)
uniparental disomy for the mutant X chromosome is present [39]; 5) the mutation is located
at the XIST gene [65] and 6) there is no cross-correction between cells that present normal

or deficient enzyme activity [21].

As mentioned before, skewed X inactivation has been show to be responsible for
clinical manifestations in female carriers of X-linked diseases such as Duchenne muscular
dystrophy [55]. However, skewed X inactivation also seems to be involved in other

situations such as: recurrent pregnancy loss [86,87] and breast cancer [88]. Deviation from
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X inactivation can be primary or secondary. Primary as result of the deviation of X
inactivation itself, e.g. a mutation in XIST gene; or secondary if the non-random X

inactivation has a consequence like cell selection [22,89].

It is possible to identify four X inactivation patterns in heterozygotes for X -linked
diseases: 1) random inactivation is usually associated with normal phenotype; 2) random
inactivation leads to manifestations in a continuum spectrum and normal phenotype
requires skewing favoring the normal allele in the expressing tissue; 3) skewing always
extreme as mutant cells dies or fails to develop, or migrate to destination; or 4) gradual
skewing because of cell selection due to a proliferative advantage of wild type (or mutant)

cells expressing tissue [21].

Unbalanced X inactivation can occur as stochastic variation, or due to genetic
factors influencing the X inactivation itself or due to post-inactivation selection mechanism
[22]. The first two are rare and occur independent of the kind of mutation in the gene of the

disease [22,65].

FABRY DISEASE- EXPLANATIONS FOR THE FEMALE PHENOTYPE

Symptomatic heterozygous females for Fabry disease can be as frequent as 60-70%
[22,90]. Sometimes, symptoms are as severe as in males [7,90]. It has been suggested that
X inactivation studies could be helpful in predicting the female phenotype in Fabry disease
[11,22]. For some authors [8,15,23] skewed X inactivation plays an essential role in the
phenotype expression in heterozygotes of Fabry disease. Dobrovolny et al. [11] showed
that some females with preferential X inactivation have more rapid disease progression, and
suggested that X inactivation is the major factor for determining the severity of clinical

involvement and the morbidity in Fabry heterozygotes.

However, for other authors [51], the phenotype was not due to skewed X
inactivation and the severity was not correlated with the deviation either. They concluded
that the X inactivation in leukocytes in females with Fabry disease is not useful to predict

the prognostic and should not be used to determinate therapeutic options. Also the disease
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progression was related to the cross correction with a decreasing efficiency throughout the
years, which would explain the fact that heterozygote females for Fabry disease are more

symptomatic as time goes by [22].

The cross-correction mechanism is also called metabolic cooperation. The
lysosomal enzymes freely enter and leave the lysosomes and are transferred from one cell
to another by manose-6-phosphate-mediated endocytosis. When the enzyme is deficient,
the non digested products accumulate in the lysosome [85]. In Fabry disease, either the
amount of active enzyme secreted may be insufficient or the secreted enzyme is not

adequately taken up by normal cells, thus this is not enough to an adequate cross-correction

[16,21,85].

The last observation is suggested by the fact that the activity of the enzyme in
plasma or leukocytes may not reflect the situation within the lysosome of relevant cell types
of Fabry disease, which suggests that the uptake of normal cells may be defective [12,16].
It seems that a distinct pattern of recaptation due to the mannose-6-phosphate receptors and
the localization in the enzyme can be responsible for a lower-uptake enzyme and
consequently some females will manifest the disease [85]. Another hypothesis is related to
a new concept (“cross-induction”): increased levels of plasma lyso-Gb3 (a deacylated form
of Gb3) were found in symptomatic heterozygotes for Fabry disease, and appear to be
positively correlated with the severity of the clinical picture [91]. If this is true, maybe lyso-
Gb3 is widely diffusible, and has the capacity to inhibit a-GAL activity produced by cells
which have an active non-mutated X-chromosome, therefore leading to clinical

symptomatology in most heterozygotes.

Other factors affect the expression in Fabry disease: 1) the nature of the mutation —
and correlation with enzyme activity [15] and 2) the blood group - patients of blood groups
B and AB are more severely affected than individuals of other groups [8], probably because
these patients accumulate, in addition to globotriaosylceramide and galabiosylceramide,

two further glycosphingolipids [15].

MPS I1 DISEASE — EXPLANATION FOR FEMALE PHENOTYPE
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Different from the Fabry carriers, heterozygote MPS Il females are spared from the
disease. But why? It may be attributed to the cross-correction of cells in which the active X
is the one with the mutation by the functional enzyme secreted by cells in which the non-
mutant gene is active [92]. Schwartz, 2008 [93] suggested that in some cells of MPS Il
carriers, like chondrocytes or hepatocytes, the X chromosome carrying the mutant allele
would be preferentially inactive or would reduce the cell viability. Consequently MPS 11
heterozygous females are rarely affected unless a coincidental genetic defect happens, such
as X-chromosome translocation or a simultaneous presence of two mutant alleles. In fact, in
MPS II the most likely explanation is that skewed X inactivation is the responsible for the
clinical and biochemical phenotypes presented by the severe affected female patients [32],

but there is not enough data in literature to confirm this hypothesis.

CONCLUDING REMARKS/THE FUTURE

Most females are mosaics, having a mixture of cells expressing either their mother’s
or father’'s X-linked genes. Often, cell mosaicism is advantageous, ameliorating the
deleterious effects of X-linked mutations and contributing to the physiological diversity.
Although sometimes mosaicism brings a significant biological advantage, the outcome is

never certain [85].

It is interesting that although Fabry disease and MPS II are both lysosomal X-linked
disorders, they show many differences in the clinical expression of heterozygous females.
The main differences, at the moment, can be explained by: 1) the cross-correction or cross-

inducing mechanisms; 2) the skewed X inactivation [21].

As proposed by Dobyns et al. [48] the X-linked diseases show a continuum in
penetrance and new rules must be established to explain the various phenotypes observed.
Despite the fact that there has been more than 30 years since the discovery of the existence
of the X inactivation mechanism, we still have a lot to learn, and new information about
cell biology is still needed to allow us to provide a more precise genetic counseling to

affected families.
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Figure 1. Male patient with Fabry disease (left, child) and a heterozygote for
Fabry disease (right, mother). The male patient is 21 years old and presents with
pain in hands and achroparestesias temperature intolerance, hypohidrosis and
proteinuria. He presents a 30delG in the oo GAL gene. The mother is 62 years old and
has diabetes mellitus, cardiopathy and proteinuria. She is a carrier for 30delG in the a
GAL gene. Images authorized by patients.

112



Figure 2. Male patient with MPS II (left, child) and a heterozygote
for MPS II (left, mother). The patient is 10 years olfd and presents
severe mental handicap, coarse face, hepatosplenomeagly, dysostosis
multiplex, joint contractures, obstructive airway disease, mitral
regurgitation, deafness and hydrocephaly. He presents a total deletion of
IDS gene. The mother is a MPS II carrier and is asymptomatic. Images
authorized by patients.
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Table 1. Classification of LSDs (adapted from Platt and Walkley, 2004)

Molecular defect Enzyme deficiency Disease example OMIM
number
Primary lysosomal a-Galactosidase A Fabry disease 301500
hydrolase defect
Iduronate-sulfatase MPS 11 309900
Post-translational Multiple sulphatase Multiple sulphatase 272200
processing defect of deficiency deficiency
lysosomal enzymes (12 sulphatases)
Trafficking defect for N-acetylglucosamine-1- | Mucolipidosis type II | 252500
lysosomal enzymes phosphotransferase
Defect in lysosomal 3-Galactosidase and Galactosialidosis 256540
enzyme protection Neuraminidase deficiency
Defect insoluble non- | Hexosaminidase activator GM2 type AB 272750
enzymatic lysosomal deficiency (Tay-Sachs disease
proteins variant AB)
Transmembrane (non- Lysosomal-associated Danon disease 300257
enzyme) protein membrane protein 2
defect
Unclassified Intracellular accumulation Neuronal ceroid 204300

of autofluorescent of
lipopigments storage
material

lipofuscinoses
(CLN4)
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Table 2. Signs and symptoms in Fabry heterozygotes: review of the literature

Report n X Age Neuropathic Angiokeratomas Proteinuria Cardiac Verticillate Isquemic
Inactivation (years) Pain (%) (%) (%) Abnormalities Cornea Events

(%) (%) (%)

Desnick er | 122 NI 1-85 <10 30 <]** <1 70 <1

al, 2001

MacDermo | 60 NI >18 70 35 31.5 90 NI 6.7

nt et al,

2001

Whybra et 20 NI 20 90 55 55 55 70 75 1

al, 2001

Deegan et 248 NI 38.2+/-18 77 40 35 59 40 7

al, 2005

Nagasaki 3 NI 43-55 100 100 66,6 NI NI 0

et al, 2007

Kobayashi 36 NI 4-68 50 5.6 38.9 38.97%k* 50* 8.3

et al, 2008

Wilcox et 1077 NI 0>50 433 17.8 10.6 10 12.5% 4.2

al, 2008

NI= not informed; *Non specified ocular abnormalities; ** renal failure; ***left ventricular hypertrophy,; 1 MRI was done in 4/20 women




Table 3. Female patients with Hunter syndrome (based on Tuschl et a/.2004)
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Reference X Inactivation Karyotype Mutation Twins Form
Neufeld et al. Not 46,XX Nd* No Neuronopathic
1977 Tested
Mossmann et Skewed? 46, XX Nd No Neuronopathic
al 1983 t(X;5)**

Broadhead ef Skewed” delXqg25 Nd No Neuronopathic
al. 1986
Clarke ef al. 1991 Skewed” delXq27-28 3-5¢M- No Neuronopathic
deletion
Winchester et al. Skewed” 46, XX Nd Yes Neuronopathic
1992 *ak
Sukegawa et Skewed” 46,XX p.R468Q/N No Neuronopathic
al 1997
Sukegawa et al. Skewed” 46,XX p-R468L/N No Neuronopathic
1998
Cudry et al. 2000 Skewed” 46,XX p.LAIP/ LAIP | No Non
(case a) Neuronopathic
Cudry et al. 2000 Skewed * 46,XX [g.17419del3 No Neuronopathic
(case b) 254+g.17418
ins20]
Tuschl et al. 2004 Skewed” 46,XX [c.706_719d No Neuronopathic
el+c.705 72
0insG]

Nd* not determined; ** 46,XX t(X;5)(q27?,q3?1)(q26?;q3?2) ***She was at school at age eleven, with an
average intellectual ability;! The author reported 2 cases that were initially diagnosed with MPS II but one of
them was further diagnosed with multiple sulfatase deficiency; Data not shownd”

Table 4 .Comparison between Drosophila and human regarding dose compensation mechanism*

Characteristics Drosophila Human
Female 6A+XX 46, XX
Male 6A+XY 46, XY
Fertile 6A+XX and 6A+XY 46, XX and XY
Infertile 6A+X0O 45, X

Dosage compensation in X

chromosome

Transcribing rate of
the X chromosome

X-inactivation

X inactivation

No

Yes

*Based on Dobyns et al. 2004
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Table 5. Summary of some biological mechanisms proposed by Dobyns et al. 2004 (based on

Dobyns et al, 2004)

Type of gene Gene product | Heterozygotes Probaly X- Diseases
product cause early cell Phenotype inactivation Pattern
death
Gene products that No Normal Random* or skewed Fabry disease
are cell-autonomous favorable to the Duchene Muscular
normal allele** Dystrophy
Random
Abnormal
Gene products that No Normal Random MPS 11
are non-cell-
autonomous 'or Abnormal Skewed favorable to

functionally non-
autonomous *

the abnormal allele

T Non-autonomous genes products would include primarily secreted proteins;
? Functionally non-autonomous would include proteins expressed in non-clonal multinucleated cells and
small molecules that pass freely between cells
*For females without affected children at diagnosi, but with affected relatives;
**For females with affected children
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7.2 EXPRESSAO DAS DOENCAS LISOSSOMICAS LIGADAS AO
CROMOSSOMO X NAS HETEROZIGOTAS: UMA BREVE REVISAO

1 — Local de realizagao do trabalho: Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, Brasil
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RESUMO

A maioria das doencas lisossomicas sdo herdadas de modo recessivo, mas duas
condigdes importantes deste grupo t€ém um modo de heranga ligada ao cromossomo X:
Doenga de Fabry e Mucopolissacaridose II (MPS II). Estas duas doengas apresentam um
padrao muito diferente de expressao nas heterozigotas. Enquanto heterozigotas para MPS 11
sdo assintomaticas na maioria dos casos, na doenga de Fabry a maioria das mulheres
heterozigotas apresentam alguma manifestacdo da doenca, algumas vezes com maior
gravidade. Neste artigo nds revisamos estas duas doengas lisossomicas ligadas ao

cromossomo X para discutir o mecanismo pelo qual as diferencas na penetrancia e
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expressividade observadas poderiam ser explicadas nessas condi¢des, levando a um melhor

entendimento da expressividade das doengas ligadas ao cromossomo X.

INTRODUCAO

As doengas lisossomicas (DLDs) sdo um grupo heterogéneo de aproximadamente
50 enfermidades [1,2] com prevaléncia em torno de 1:5,000 a 1:7,000 nascidos vivos [3,4].
A doenca pode ser causada pela deficiéncia de uma enzima hidrolase especifica, por um
defeito no processamento da enzima pos-traducao ou por um defeito de transporte através
da membrana lisossomal, entre outros mecanismos envolvidos na degradacdo de
macromoléculas nos lisossomos [2,5]. Na maioria dos casos, a deficiéncia de uma unica
enzima ou proteina causa um bloqueio de uma rota metabdlica inteira, tornando o substrato
inacessivel para futuras hidrolases por outras enzimas lisossdmicas. Na maioria das DLDs,
mais do que um componente ¢ acumulado,por exemplo, na MPS II, onde o principal
material armazenado € o sulfato de heparan e o sulfato de dermatan, mas outros substratos
como gangliosideo GM2 e GM3 e a subunidade ¢ do ATP sintase mitocondrial também sao
acumulados no cérebro [6]. Os novos conceitos em biologia celular levaram a propor uma

nova classificagdo das DLDs por Platt FM e Walkley, 2004 [2] (Quadro 1).

Cerca de mais de 600 doengas ligadas ao cromossomo X foram descritas até o
momento, e somente trés delas sio DLDs: doenca de Fabry (MIM 301500), MPSII (MIM
30900) e doenga de Danon (MIM 300257). Esta revisao sera focada nas duas condig¢des
mais freqiientes: doenca de Fabry e MPS II (Sindrome de Hunter).

Doenca de Fabry

Doenca de Fabry ¢ uma condig¢do ligada ao cromossomo X, sendo um raro erro
inato do catabolismo lisossomico dos glicoesfingolipideos, resultado de uma atividade
deficiente da hidrolase lisossomica a-galactosidase A (a-GAL; EC 3.2.1.22). A incidéncia
estimada desta doenga ¢ de 1:40,000-117,000 nascidos vivos do sexo masculino [4,7,8].
Estes valores podem estar subestimados, uma vez que a triagem neonatal realizada em

recém nascidos do sexo masculino em uma regido do nordeste da Italia mostrou uma
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incidéncia de 1:4,000 [9]. O gene da a-galactosidase A (GLA 300644) estd localizado em
Xg22.1 e se espande em 12kb do DNA compreendendo um total de 7 exons [8]. Mais de
400 mutagdes no gene GLA foram descritas em pacientes com doenca de Fabry, sendo a
maioria delas mutagdes privadas [10,11]. A deficiéncia enzimatica leva ao actimulo
progressivo de globotriosilesfingosina (Gb3) e globotriosilesfingosina desacetilada (liso-

Gb3).

Ela ¢ uma doenca multissistémica que afeta o endotélio vascular, glomérulo e
tubulos renais, ganglios dorsais, miocitos cardiacos, tecido conectivo e valvulas, cornea e
pele. Os principais inais e sintomas sdo: angioqueratomas, perda progressiva da funcao
renal, proteintria, acroparestesia das maos e pés, hipertrofia cardiaca e anomalias de
conducdo, eventos isquémicos, distrofia corneal, hipohidrose e dificuldade de regulacdo da
temperatura [8,11-13]. A Figura 1 apresenta, respectivamente, o filho hemizogoto com

doenca de Fabry e sua mae heterozigota também clinicamente afetada.

A prevaléncia de mulheres portadoras de mutagdo para doenga de Fabry ¢ estimada
em 1:339,000 no Reino Unido [14]. Mulheres heterozigotas sdo comumente descritas como
assintomaticas ou com sintomas leves e intermitentes [7]. Os sinais e sintomas mais
comuns da doenca de Fabry sdo apresentados na Quadro 2 [8,14,15-19]. Deegan et al.,
2006 [16] descreveram que 70% das mulheres heterozigotas podem apresentar sinais e/ou
sintomas da doenca. A doenca em mulheres pode ser tdo grave quanto em homens
[7,20,21]; entretanto, uma taxa de progressao mais lenta e uma alta variabilidade fenotipica
¢ mais comum [14,22]. A expectativa de vida ¢ reduzida em cerca de 20 anos nas mulheres

heterozigotas [23].

A medida da atividade da o-GAL nem sempre permite a identificagdo de
heterozigotas [8,23], e acredita-se ndo haver correlagdo entre a atividade da a-GAL em
plasma ou leucdcitos, gendtipo e a gravidade clinica apresentada por heterozigotas [2].
Entretanto, alguns autores declaram que mulheres com doenca cléssica de Fabry geralmente
tem baixa atividade da a-GAL e aumento do nivel urinario de Gb3 [24]. Em mulheres com
suspeita de apresentar doenca de Fabry devido a sintomatologia ou achados de bidpsia
tissular, mas com historia familiar negativa, a analise do DNA ¢ freqiientemente solicitada

para um diagnostico [15,25]. Por outro lado, Wilcox et al., 2008 [18] mostraram que a
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atividade da a-GAL em leucocitos pode levar ao diagnostico em 88% das mulheres,
sugerindo que este teste possa ser usado em conjunto com a medida de Gb3 urinario [26] e
que dessa forma poderia ser um caminho eficiente para a triagem de mulheres em risco de

serem heterozigotas.

Mucopolissacaridose tipo 11

A incidéncia da MPS 1II ¢ estimada entre 1:110.000 e 132.500 nascidos vivos
[27,28]. MPS 1II ¢ um erro inato de heranca ligada ao cromossomo X, resultado da
deficiéncia da enzima lisossomica iduronato-2-sulfatase (IDS; EC 3.1.6.13). A funcdo
deficiente da IDS leva ao deposito de glicosaminoglicanos (GAGs) em varios 6rgaos e
tecidos. Os GAGs parcialmente degradados sd@o o sulfato de heparan e o sulfato de
dermatan, os quais apresentam-se em concentragdes aumentadas na urina dos pacientes
com MPS II. O gene da /DS foi mapeado no cromossomo Xq28 e contém 9 exons os quais
se expandem em 24kb [29,30]. Mais de 300 mutacdes ja foram descritas [10]. Existe

também um pseudogene localizado 20kb do gene ativo [31].

Esta ¢ uma doenca multissistémica, a qual inclui as seguintes manifestacdes
principais: face grosseira, baixa estatura, hepatoesplenomegalia, disostose multipla,
contraturas articulares, doenga pulmonar obstrutiva, surdez, hidrocefalia, infec¢des
pulmonares recorrentes, doenga valvular cardiaca e, em alguns pacientes, retardo mental
[32]. A doenga ¢ classificada como leve ou grave de acordo com a auséncia ou presenca de
retardo mental [33,34]. A doenga € cronica, progressiva e, nos casos graves, a morte pode
acontecer antes dos 15 anos. Doenga cardiaca e pulmonar sdo as causas de morte mais
comuns [32]. A Figura 2 apresenta um filho com MPS II e sua mae heterozigota nao

afetada clinicamente.

Na MPS 1II, a doenga clinica em mulheres ¢ muito rara ¢ a maioria dos casos
relatados na literatura apresenta o fenotipo grave [35-43] (Quadro 3). Pelo menos dez casos

femininos ja foram descritos [43].
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A identificagdo de mulheres heterozigotas para MPS Il somente através da medida
da atividade da IDS ndo ¢ confidvel em muitos casos [37,44,45]. E sugerido que quanto
menor o valor da IDS, maior a possibilidade de mulher ser heterozigota para MPS II [46].
Infelizmente a medida de GAGs na urina também ndo auxilia na identificagdo de
portadoras [S1]. O unico modo de alcangar o diagndstico definitivo ¢ através da analise

molecular [47].

HERANCA LIGADA AO CROMOSSOMO X

A heranca ligada ao cromossomo X foi primeiramente descrita por Morgan [48,49]
e uma das primeiras doencas reconhecidas como tendo este padrdo de heranca foi o
daltonismo [48]. Classicamente uma doenca ligada ao cromossomo X apresenta uma
transmissao vertical na qual as heterozigotas transmitem o alelo para seus filhos e filhas;
filhas de homens afetados sao sempre heterozigotas e filhos de homens afetados sdo sempre
normais. Tradicionalmente, as doengas ligadas ao cormossomo X sdo classificadas como
tendo uma heranca recessiva ou dominante. A transmissao vertical através de heterozigotas
assintomaticas para o seu filho afetado ¢ conhecida como herancga ligada ao cromossomo X
recessiva. Por outro lado, a heranga ligada ao X dominante ¢ reconhecida como a
transmissao vertical por filhas sintomaticas de homens afetados, as quais transmitem para

ambos seus filhos e filhas [48,11].

E verdade que para a vasta maioria de mutagdes de genes ligados ao cromossomo X
implicard doenga somente em homens [50]. Entretanto, muitas das doencas ligadas ao
cromossomo X apresentam taxas de penetrancia e expressividade diferentes em ambos
sexos. As seguintes situagdes podem ser observadas: 1) para algumas condi¢des, como
doenca de Fabry, heterozigotas usualmente sdo afetadas, mas tendem a ter um fendtipo
mais leve e variavel do que os hemizigotos; 2) para outras doencas, como MPS II, a
penetréncia em heterozigotas ¢ muito baixa e, conseqiientemente, muito poucas
heterozigotas sdo afetadas; 3) por outro lado, no raquitismo resistente a vitamina D, tanto a
penetrancia quanto gravidade sdo altas em ambos sexos; 4) finalmente, como por exemplo,

na sindrome de Rett, a penetréncia ¢ alta em ambos sexos, mas 0s meninos comumente
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morrem muito precocemente (intra-itero) € somente as meninas sao afetadas ao nascimento

[21,48,51].

Classificacao das doencas ligcadas ao cromossomo X

De acordo com Dobyns et al., 2004 [48], a classificagdo tradicional das doengas
ligadas ao cromossomo X (dominante ou recessiva) nao deve ser aplicada para humanos.
Os autores estabeleceram essa afirmacao devido ao fato da classificagdo ser originalmente
baseada no modelo da Drosophila, e alguns conceitos ndo podem ser aplicados em
humanos, uma vez que ha diferencas na determinagdo do sexo ¢ na compensa¢ao de dose
dos genes localizados no cromossomo X entre essas duas espécies (Tabela 4). O
mecanismo que ¢ responsavel pela compensacdo de dose na Drosophila é baseado na
velocidade de transcrigdo do cromossomo X, o qual € mais alta no sexo masculino, € ndo na
inativagdo do cromossomo X. Entretanto, a Drosophila do sexo feminino que ¢
heterozigota para uma mutacdo nula num gene ligado ao cromossomo X ndo ird apresentar
mosaicismo celular como se poderia esperar nas células femininas humanas. Baseado na
revisdo da literatura Dobyns et al., 2004 [48] os autores classificaram 32 doencas ligadas ao
cromossomo X de acordo com a penetrancia (alta, intermediaria e baixa) e com o indice de
gravidade (proporc¢ao de todo individuo sintomético com um fenoétipo classificado como
grave em relagdo a toda portadora sintomatica), ambos para homens e mulheres. A doenca
de Fabry foi classificada como tendo uma alta penetrancia (100%) e indice de gravidade
(84%) para homens; para mulheres, entretanto, a penetrancia era alta (70%), ao contrario do
indice de severidade (4%). Para MPS II, também foi encontrada alta penetrancia (100%) e
indice de gravidade (81%) no sexo masculino; o sexo feminino, entretanto, foi classificado
com baixa penetrancia e indice de gravidade. Devido a heterogeneidade clinica encontrada,
estes autores sugerem que as doengas ligadas ao cromossomo X devam ser classificadas
levando em conta outros mecanismos biologicos, como inativagdo do cromossomo X e

mosaicismo (Quadro 4).

GEMELARIDADE E DOENCAS LIGADAS AO CROMOSSOMO X
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Fenotipos discordantes em gémeas monozigdticas (MZF), que eram heterozigotas
para doencas ligadas ao cromossomo X, ja foram relatadas para varias doencas
lisossdmicas, incluindo distrofia muscular de Duchene, deficiéncia de G6PD, hemofilia B,
sindrome do X fragil, daltonismo, MPS II e doenca de Fabry [39,52-58]. De forma
interessante uma expressao clinica concordante em MZF heterozigotas nunca foi relatada

[58].

Somente um par de gémeas monozigoéticas (MZF) com doenca de Fabry e fenotipo
discordante foi descrito na literatura. As pacientes apresentavam a mutagdo ¢.G10182A
(exon 5). Com 26 anos, a MFZ afetada apresentava sinais e sintomas graves: proteinuria
renal, angioqueratomas na regido pélvica e coxas, cornea verticilata e acroparestesia nos
quarto membros. O fendtipo foi atribuido a inativacdo randémica do cromossomo X
favorecendo o alelo da GLA na MZF afetada, demonstrando uma direcdo oposta [52-54].
Gémeas MZF com MPS II, também somente um caso foi descrito na literatura e a gémea
afetada apresentava caridtipo normal e uma inativacdo randomica do cromossomo X que

favorecia o alelo mutante da /DS [39].

Tibério (1994) [58] revisou algumas caracteristicas que sdo comuns para doencas
ligadas ao cromossomo X em MZF: 1) o cariotipo ¢ normal; 2) uma gémea ¢ gravemente
afetada e a outra ¢ poupada; 3) fendtipos intermedidrios ndo foram descritos; 4) o padrao de
inativacao do X € oposto para o desvio (o alelo anormal inativado na maioria das células da
gémea normal, e o alelo normal inativado na maioria das células da gémea afetada; ou um
desvio da inativacdo em uma gémea e inativagdo randomica na outra gémea); 5) a doenga
estd mapeada entre as Xq27-28, Xp21, Xq22 e Xp22. Devido a essas observacdes, trés
hipdteses sdo possiveis para explicar o fendtipo discordante nestes casos: 1) agregacgao
casual das células portadoras do mesmo cromossomo inativo que predispde a gemelaridade
[59]; 2) um efeito de amostragem ocorrendo uma divisdo simétrica ou assimétrica da massa
celular interna apos a inativacao do cromossomo X [59,60] e 3) durante o crossing-over, a
segregacdo de uma cromatide com a recombinagdo e a outra sem, nas células filhas levam
obrigatoriamente a inativagdo da cromdtide que estd sem o crossing- over [61].
Infelizmente parece que nenhuma dessas trés hipoteses responde completamente a

discordancia observada entre as gémeas MFZ para doengas ligadas ao cromossomo X [58].
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A inativagdo do cromossomo X ocorre muito precocemente na vida embrionaria, no
estagio tardio de blastocisto na embriogénese [41,61], sendo que uma das possiveis
explicagdes para variabilidade na expressdao de uma doenca ligada ao cromossomo X em
MZF residiria no fato de que o processo de inativagdo precederia o evento da gemeralidade
[54,55,59,62-64]. Também foi observado que em gé€meas MZF dicorionicas, a
gemelaridade ocorre antes ou ao redor da inativagdo do cromossomo X e, em gémeas
monocorionicas, a gemelaridade ocorre apds [65]. Entdo, deveria ser esperado que o
fenotipo discordante fosse mais freqiiente em gémeas dicorionicas; entretanto, poucos casos
de doencas ligadas ao cromossomo X discordantes em gémeas dicoridnicas ja foram
relatadas [39,56]. Uma nova explicagdo proposta por Monteiro et al., 1998 [63] € que
gémeas monocorionicas MZF sdo, de fato, um grupo heterogéneo que difere no momento

do evento de gemelaridade, apos o inicio da inativagao do cromossomo X [57].

Existem varias outras explicacdes possiveis para os fenotipos discordantes entre
gémeas monozigdticas: causas ambientais, varios mecanismos embrioldgicos,
anormalidades vasculares, defeitos nas estruturas de linha media e mudangas pos-zigoticas

no material genético, incluindo mutagdes somaticas [60].

INATIVACAO DO CROMOSSOMO X, DOENCA DE FABRY E MPS 11

A principal questdo a ser respondida ¢ se o desvio da inativagdo do cromossomo X €
o principal mecanismo responsavel por diferentes taxas de penetrancia e expressividade

apresentada nas heterozigotas para as doengas de Fabry e MPS II (Tabela 5).

Processo de inativacao do X

A inativagdo do cromossomo X foi primeiramente descrita por Lyon [66,67] que
sugeriu que a inativagdo do cromossomo X era baseada no padrio em mosaico de
camundongos de fémeas heterozigotas. Lyon [66,67] propds as regras gerais para
inativacao do cromossomo X: 1) fémeas normais tém somente um cromossomo X ativo; 2)
a inativacao do X ocorre precocemente no desenvolvimento; 3) o cromossomo X inativo

pode ser materno ou paterno e a escolha ¢ randomica; 4) a inativacdo do cromossomo X €
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irreversivel em células somaticas e através de todos os descendentes. Porque fémeas t€ém
dois cromossomos X e machos somente um, a inativagdo do cromossomo X estabelece um
mecanismo chamado de “compensa¢do de dose”, como resultado, as fémeas sdo mosaicos

[21].

O processo de inativagdo do X ¢ dependente de muitos fatores e € tecido-especifico
[50]. Ele ¢ iniciado no centro de inativagdo do cromossomo X (Xic) localizado em Xq13.2
[68]. O gene especifico da transcricdo da inativagdo (Xist; MIM 314670) € o responsavel
pelo processo de inativacdo em cis [69] e ele € transcrito somente no cromossomo X
inativo. Em Xic, ¢ também transcrito, numa orientagdo anti-sentido, o gene especifco da
transcricao inativagcdo anti-sentido (7six; MIM 300181) que tem a fungdo de regular a
expressao precoce ¢ a escolha de qual cromossomo sera inativado [70]. Quando o processo
de inativacdo ¢ estabelecido, todas as células descendentes apresentardao o mesmo padrdo. A
inativagao do cromossomo X em células somaticas ¢ muito estavel [71], permanente e
irreversivel, exceto na oogénese e na espermatogénese [72]. Os principais passos da
inativagdo sdo: contagem, escolha e iniciagdo [73]. O primeiro passo ¢ manter um dos
cromossomos X ativo [21] e isto € atribuido a existéncia de um fator limitante autossémico
[71]. Muitas modificagdes epigenéticas sdo necessarias para garantir a manutengdo € a
herdabilidade da inativacdo do cromossomo X [74]. Entretanto, nem todos os genes
presentes no cromossomo X sdo inativos e cerca de 25% dos genes escapam da inativacao e

a maioria deles estdo localizados no brago curto desse cromossomo [75].

A Lionizagdo segue a distribuicdo gaussiana na populacdo feminina e ¢ esperado
que mulheres sejam 50:50 para genes que sofreram a inativagdo do cromossomo X, mas
proporgdes 60:40 ou 70:30 sdo as mais comuns [76] € mesmo 80:20 ou 90:10 podem ser
consideradas normais [50,65]. Entretanto, pelo menos 5-10% das mulheres normais
apresentam um desvio extremo da inativagdo do cromossomo X [77], enquanto alguns
estudos mostram uma variagao entre 4% a 33% [78]. Um desvio extremo da inativagdo do
cromossomo X ¢ definido como afetando mais de 90% de um alelo [79] e pode ser a
conseqiiéncia de: 1) viés na escolha de qual cromossomo X sera inativado; 2) rearranjos ou

mutac¢do no cromossomo X os quais afetam a viabilidade de células com as quais uma ou
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outra ativa o X; ou 3) fatores estocésticos [71,76]. O desvio aumentado da inativagdo do

cromossomo X, definido como mais de 80:20, ¢ considerado como patogénico [80].

Estudos nas células periféricas do sangue mostram que o desvio da inativagdo do
cromossomo X aumenta com a idade, mas o significado pratico deste achado ¢ incerto.
Entretanto, ¢ possivel que o desvio em idades avancadas seja correlacionado com a
presenca de um alelo patogénico no cromossomo X [76]. O processo “desvio com a idade”
pode ser causado pela perda estocastica clonal de células hematopoéticas [81] ou vantagem
competitiva para células tronco-hematopoéticas com um genétipo especifico de genes

ligados ao cromossomo X [82].

Desvio da inativacao do X e patologias

Tradicionalmente, os principais mecanismos conhecidos por influenciar a
expressividade de doengas ligadas ao cromossomo X sdo: desvio da inativagdo
[43,67,83,84], expansdo clonal e mosaicismo somadtico [85]. Entretanto, mulheres
heterozigotas para doencas ligadas ao cromossomo X podem manifestar sinais e sintomas
se: 1) a mutacdo confere uma vantagem proliferativa para a célula mutante; 2) a mutacao
estd no cromossomo X ativo; [36,43,85]; 3) monossomia completa do X esta presente; 4)
dissomia uniparental para o cromossomo X mutante esta presente; [39]; 5) a mutagdo ¢
localizada no gene XIST [65] ou 6) ndo existe correcdo cruzada entre as células que

apresentam atividade enzimatica normal ou deficiente [21].

Como mencionado anteriormente, o desvio da inativagdo do cromossomo X tem
sido considerado como responsavel pelas manifestacdes clinicas em mulheres portadoras de
doencas ligadas ao cromossomo X, como por exemplo, na distrofia muscular de Duchenne
ou na hemofilia A [55]. O desvio da inativagdo do cromossomo X também parece estar
envolvido em outras situagdes como: abortamento de repeticdo [86,87] e cancer de mama
[88]. O desvio da inativagdo pode ser primario ou secundario. Primario como resultado do
desvio por si mesmo, por exemplo, uma mutacdo no gene XIST; ou secundario se a

inativagao nao randdmica apresentar como conseqiiéncia a selegao celular [22,89].

E possivel identificar quatro padrdoes de inativagdo do cromossomo X em

heterozigotas para doencas ligadas ao cromossomo X: 1) inativacdo randOmica ¢
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comumente associada a um fenotipo normal; 2) inativagdo randdmica leva a manifestagdes
em um espectro continuo e um feno6tipo normal requer o desvio da inativacao favorecendo a
expressao do alelo normal no tecido; 3) desvio extremo nas células mutadas leva & morte
celular ou ao nao desenvolvimento ou ainda a uma falha de migragao ou 4) desvio gradual
por causa da selecdo celular devido a vantagem proliferativa do tipo selvagem (ou mutante)

das células expressas no tecido [21].

A inativagdo nao balanceada do cromossomo X pode ocorrer como uma variagao
estocdstica ou devido a fatores genéticos influenciando a propria inativagdo do cromosomo
X ou devido ao mecanismo de selecdo pds-inativagdo [22]. As duas primeiras sdo raras e

ocorrem independentemente do tipo de mutagdo no gene da doenga [22,65].

POSSIVES EXPLICACOES PARA O FENOTIPO

Doenca de Fabry

Heterozigotas para doenca de Fabry podem ser sintomaticas em 60-70% [22,90].
Algumas vezes os sintomas sdo tdo graves quanto em homens [7,90]. Tem sido sugerido
que estudos da inativacdo do cromossomo X podem ajudar a predizer o fenotipo em
mulheres com doenca de Fabry [11,22]. Para alguns autores [8,15,23] o desvio da
inativagao do cromossomo X desempenha um papel essencial na expressao do fenotipo de
heterozigotas para doenca de Fabry. Dobrovolny et al., 2005 [13] descreverm que algumas
mulheres com inativagdo preferencial do cromossomo X tem uma progressdo da doenga
mais rapida e sugere que a inativagdo ¢ o prinicpal fator para determinar a gravidade do

envolvimento clinico e a morbidade em heterozigotas para doenga de Fabry.

Entretanto, para outros autores [51], nem o fendtipo e nem a gravidade estdo
associadas ao desvio da inativacdo. Eles concluem que a inativagdo do cromossomo X em
leucdcitos de mulheres com doenga de Fabry ndo ¢ 1til para predizer o prognostico € nao
deve ser utilizada para determinar as opgdes terapéuticas. A progressao da doenca foi

relacionada com a ndo corre¢do enzimatica ¢ a diminui¢ao da sua eficiéncia no decorrer dos
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anos, o que poderia explicar o fato das mulheres heterozigotas serem mais sintomaticas

com o passar do tempo [22].

O mecanismo de corre¢do enzimatica ¢ também chamado de cooperagao
metabolica. As enzimas lisossomicas entram e saem dos lisossomos livremente e sdo
transferidas entre as células mediadas pela endocitose através do receptor de manose-6-
fosfato. Quando a enzima ¢ deficiente, o produto ndo digerido acumula nos lisossomos
[85]. Na doencga de Fabry, a quantidade da enzima ativa secretada sendo insuficiente ou se,
a enzima secretada nao ¢ adequadamente aproveitada pelas células normais nao ird permitir
que a corre¢do cruzada ocorra adequadamente [16,21,85]. A tltima observacao ¢ sugerida
pelo fato de que a atividade enzimatica no plasma ou leucécitos pode ndo refletir a situacao
interna nos lisossomos dos tipos celulares relevantes para doenca de Fabry, o que sugere
que a absorcao de células normais pode ser deficiente [12,16]. Parece que o padrao distinto
de recaptagdo dos receptores da manose-6-fosfato e a localizacio na enzima pode ser
responsavel pela baixa absor¢do da enzima e conseqiientemente algumas mulheres irdo
manifestar a doenca [85]. Outra hipdtese ¢ relacionada a um novo conceito (“indugao
cruzada”): niveis aumentados no plasma de liso-Gb3 (uma forma desacetilda de Gb3)
foram encontradas em heterozigotas sintomaticas para doenca de Fabry e parecem ser
positivamente associados com a gravidade do quadro clinico [91]. Se isto ¢ verdade, talvez
liso-Gb3 ¢ amplamente difundivel, e tem a capacidade de inibir a atividade da a-GAL
produzida por células as quais sdo ativas no cromossomo X ndo mutado, portanto levando a

sintomatologia clinica na maioria das heterozigotas.

Outros fatores afetam a expressdao na doenga de Fabry: 1) a natureza da mutagdo — e
a correlacdo com a atividade enzimatica [15] e 2) o grupo sanguineo — pacientes com 0s
grupos sangiiineos B e AB sdo mais gravemente afetados do que individuos de outros
grupos, provavelmente porque esses pacientes acumulam, juntamente com a

globotriaosilceramina e galabiosilceramida, dois outros glicoesfingolipiedos[15].
MPS 11

Diferentemente das heterozigotas para doenca de Fabry, mulheres heterozigotas

para MPS II sdo poupadas da doenga. Mas por qué? Isto pode ser atribuido a corregao
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cruzada, das células nas quais o cromossomo X ativo ¢ aquele com a mutacao, pela enzima
funcional secretada pelas células nas quais o gene ndo mutante ¢ ativo [92]. Schwartz et al.,
2008 [93] sugeriram que em algumas células de heterozigotas para MPS II, como
condrdcitos ou hepatdcitos, o cromossomo X portador do alelo mutante poderia ser
preferencialmente inativado ou poderia reduzir a viabilidade celular. Conseqiientemente,
mulheres heterozigotas para MPS 1l sdo raramente afetadas a menos que um defeito
genético coincidente aconteca, como uma translocacdo do cromossomo X ou a presenga
simultanea de dois alelos mutados. De fato, na MPS II a explicagdo mais aceita € a de que o
desvio da inativagdo do cromossomo X seja responsavel pelo fenotipo clinico e bioquimico
apresentado por pacientes do sexo feminino gravemente afetadas [32], mas ndo ha dados

suficientes na literatura para confirmar esta hipotese.

CONCLUSOES

A maioria das mulheres sdo mosaicos, tendo uma mistura de células expressando
tanto seus genes maternos e paternos ligados ao cromossomo X. Freqiientemente, o
mosaicismo celular ¢ vantajoso, melhorado o efeito deletério das mutagdes ligadas ao
cromossomo X e contribuindo para a diversidade fisiolégica. Embora, algumas vezes o

mosaicismo traga uma vantagem biologica significante, o desfecho nunca ¢ certo [85].

E interessante, que apesar da doenga de Fabry e da MPS II serem ambas doencas
lisossomicas ligadas ao cromossomo X, elas mostram muitas diferencas na expressividade
clinica das mulheres heterozigotas. As principais diferengas, no momento, podem ser
explicadas por: 1) o mecanismo de correcao cruzada e de indugdo cruzada; 2) o desvio da

inativagdo do cromossomo X [21].

Como proposto por Dobyns et al., 2004 [48], as doencas ligadas ao cromossomo X
mostram um continuo em penetrancia e novas regras devem ser estabelecidas para explicar
os varios fenotipos observados. Apesar do fato de terem decorrido mais de 30 anos desde a
descoberta da existéncia do mecanismo de inativagdo do cromossomo X, nos ainda temos
muito a aprender, e novas informagdes sobre biologia celular ainda sdo necessarias para

permitir prover um aconselhamento genético mais preciso para as familias afetadas.
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Figura 1. Paciente do sexo masculino com doen¢a de Fabry (a esquerda, filho) e uma
heterozigota para doenca de Fabry (a direita, mie). O paciente masculino tem 21 anos e
apresenta dor e acroparestesia em maos, intolerancia a temperatura, hipohidrose e proteintria.
Ele apresenta a mutagdo 30delG no gene da a GAL. A mie tem 62 anos e tem diabetes
mellitus, cardiopatia e proteintria. Ela ¢ heterozigota para a mutagdo 30delG no gene da o-
GAL. Imagens autorizadas pelos pacientes.
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Figura 2. Paciente do sexo masculino com MPS II (a esquerda, filho) e uma
heterozigota para MPS II (a direita, mae). O paciente tem 10 anos e apresenta
grave comprometimento mental, face -caracteristica, hepatoesplenomegalia,
disostose multipla, contraturas articulares, doenca obstrutiva das vias aéreas,
regurgitacdo mitral, surdez e hidrocefalia. Ele apresenta delecdo total do gene da
IDS. A mae ¢ heterozigota para MPS II e clinicamente assintomatica. Imagens
autorizadas pelos pacientes.
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Quadro 1. Classifica¢do das DLDs (adaptado de Platt ¢ Walkley, 2004)

Defeito Molecular Defeito Enzimatico Exemplo de doenga | Numero
OMIM
Defeito primario de uma a-Galactosidase A Doenga de Fabry 301500
hidrolase lisossomica
Iduronato-sulfatase MPS 11 309900
Defeito do processamento | Fator Modificador de | Deficiéncia multipla | 272200
pos- tradugdo Sulfatases de sulfatases
das enzimas lisossOmicas
N-acetilglucosamina- | Mucolipidose tipo II 252500
Defeito de transporte das 1-fosfotransferase
enzimas lisossomicas
Defeito de protegao das Deficiéncia da Galactosialidose 256540
enzimas lisossdmicas Proteina Protetora da
Catepsina A
Defeito ndo enzimatico de Deficiéncia do GM2 tipo AB 272750
proteinas lisossdmicas ativador da (Doenga de Tay-
ndo-soluveis Hexosaminidase Sachs variante AB)
Defeito de proteina Proteina 2 de Doenga de Danon 300257
transmembrana associada a
membrana
lisossémica
Nao classificado Actmulo intracelular Lipofuscinose 204300
de material de ceroide Neuronal
lipopigmentos de (CLN4)

deposito
autofluorescentes
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Quadro 2. Sinais e sintomas em heterozigotas para Fabry: revisdo da literatura
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Proteinuria

Anormalidades

Cornea

Eventos

Artigo n Inativacdo do Idade Dor Angioqueratomas
cromossomo X (anos) neuronopatica (%) (%) cardiacas verticilata isquémicos

(%) (%0) (%) (%)

Desnick et 122 NI 1-85 <10 30 <I** <1 70 <1

al, 2001

MacDermot 60 NI >18 70 35 31.5 90 NI 6.7

et al, 2001

Whybra et 20 NI 20 90 55 55 55 70 75 1

al, 2001

Deegan et al, | 248 NI 38.2+/-18 77 40 35 59 40 7

2005

Nagasaki et 3 NI 43-55 100 100 66,6 NI NI 0

al, 2007

Kobayashi et | 36 NI 4-68 50 5.6 38.9 38.9%#* 50% 8.3

al, 2008

Wilcox et al, | 1077 NI 0->50 433 17.8 10.6 10 12.5% 4.2

2008

~ . . ~ ’. P . . . 7 . .
NI= ndo informado, *Anomalias oculares ndo especificas; ** faléncia renal; ***hipertrofia ventricular esquerda;” RMI foi feita em 4/20 mulheres




Quadro 3. Pacientes do sexo feminino com MPS II
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Referéncia Inativagdo do X Cariotipo Mutacao Gemelaridade Forma
Neufeld et al. 1977 ! Nio testada 46,XX Nd* Nao Neuronopatica
Mossmann et Desviada® 46,XX Nd Nao Neuronopatica
al.1983 t(X:5)**

Broadhead et Desviada’ delXqg25 Nd Nao Neuronopética
al.1986
Clarke ef al. 1991 Desviada® delXq27-28 3-5¢M- Nao Neuronopatica
deletion
Winchester et al. Desviada® 46,XX Nd Yes Neuronopatica
1992 HoHk
Sukegawa et al. 1997 Desviada® 46,XX p-R468Q/N Nao Neuronopatica
Sukegawa et al. Desviada® 46,XX p.R468L/N Nao Neuronopatica
1998
Cudry et al. 2000 Desviada® 46,XX p.L4IP/ LAIP Nao Nao
(case a) neuronopatica
Cudry et al. 2000 Desviada® 46,XX [g.17419del3 Nao Neuronopatica
(case b) 254+g.17418
ins20]

Tuschl et al. 2004 Desviada’ 46,XX [c.706_719d Nao Neuronopética

el+c.705_72

0insG]

Baseado em Tuschl et al. 2004

Nd* ndo determinado;

** 46, XX 1(X;5)(q2?7;9371)(q276,93?2)
***Fla estd na escola aos 11 anos, com habilidade intellectual mediana;

0 autor reportou 2 casos que foram inicialmente diagnosticados com MPS II, mas um deles foi posteriormente diagnosticado com

deficiéncia multipla de sulfatases.

~ 2
Dados ndao mostrados

Quadro 4. Comparagdo entre Drosophila e humanos em relagdo ao mecanismo decompensacao de dose

Caracteristicas Drosophila Humanos
Fémea 6A+XX 46, XX
Macho 6A+XY 46, XY
Fértil 6A+XX e 6A+XY 46, XX e XY
Infértil 6A+X0O 45, X
Compensagio de dose no cromossomo X Taxa de transcir¢do do X Inativagdo do X
Inativagdo do X Nio Sim

*baseado em Dobyns ef al. 2004




Tabela 5. Resumo dos mecanismo bioldgicos propostos por Dobyns et al. 2004
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Tipo de produto O produto Fenotipo das | Padrao de inativagdo Doengas
génico génico causa | heterozigotas do cromossomo X
morte celular
Os produtos génicos Nao Normal Rand6émico* ou Doenga Fabry
sdo células desvio favoravel para
auténomas o alelo normal **
Rand6émico Distrofia
Anormal muscular de
Duchene
Os produtos génicos Nao Normal Randbémico MPS I
sdo células ndo
auténomas' Desvio favoravel para
ou funcionalmente Anormal o alelo anormal

ndo autdnomas °

7 A . ~ A . ’, . .
Produtos génicos ndao auténomos incluem as proteinas primariamente secretadas,

2 A . ~ A . , , ~ .
Produtos génicos funcionalmente ndo autonomos incluem as proteinas expressas em células ndo clonais,

multinucleadas e pequnas moléculas que passam livremente entre as células;
* Para mulheres sem criangas afetadas no diagndtico mas com familiares afetados;

*Para mulheres afetadas
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ABSTRACT

Introduction: X-linked disorders are more prevalent in males, but for some of these diseases the
expressivity and penetrance in females are almost similar to those ones found in males. Regarding
mucopolysaccaridosis type II (MPS II), there are no studies in the literature trying to identify subtle
signs and symptoms of the disease in heterozygotes.

Objective: The objective of this study was to compare heterozygotes and non-heterozygotes for
MPS 1I in order to access the hypothesis that heterozygotes may present subtle manifestations of the
disease.

Material and Methodos: This observational and transversal study collected data of 40 Brazilian
women with a positive familiar history for MPS II regarding clinical data, physical exam findings,
karyotype, pattern of X inactivation, iduronate sulfatase (IDS) activities in leukocytes and plasma,
glycosaminoglycans levels in urine, computadorized tomography (CT) scans of abdomen and spine,
and brain magnetic resonance imaging.

Results: According to DNA analysis, twenty-two women were classified as heterozygotes and 18
as non-heterozygotes (median age 35 and 38.8 years, respectively). We did not found any
abnormality in physical examination (n=40), karyotype (n=31/40) or spine CT scans (n=31/40).
Applying the Bonferroni’s correction, both groups were found to differ only in relation to IDS
activities in plasma (p<0.001) and in leukocyte (p<<0.001), which were lower in heterozygotes. The
pattern of X-inactivation was skewed in 2 heterozygotes and in 9 non-heterozygotes.

Conclusions: We did not find any evidence of subtle clinical manifestations of MPS II in
heterozygotes. Our findings suggest that there is no relation between the absence of clinical signs in
these women and the occurrence of a favorable skewing pattern of X chromosome inactivation.
This data supports the view of MPS II as a disease which shows a low penetrance in heterozygotes.
Keywords: X-inactivation, carrier detection, iduronate sulfatase, glycosaminoglycans,

mucopolysaccharidosis type II.

INTRODUCTION

Mucopolysaccharidosis type II (MPS II; OMIM 309900) is an X-linked lysosomal
disease caused by the deficient activity of iduronate-2-sulphatase (IDS; EC 3.1.6.13). The
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IDS enzyme is responsible for the degradation of the glycosaminoglycans (GAGs) heparan
and dermatan sulphate. In patients with MPS II, there is accumulation of these partially
degraded GAGs in many organs and tissues [1]. The estimates of incidence for this disease
range from 1:68.000 to 1:320.000 live-births [2-10]. It is the most frequent MPS in Taiwan
and in North of Asia [11-12] and the most frequently MPS diagnosed in Brazil [13].

MPS 1II male patients are characterized by a chronic and progressive disease
characterized by severe airway obstruction, skeletal deformities (dysostosis multiplex),
hepatosplenomegaly, cardiomyopathy and in, 2/3 of the cases, by neurological decline (e.g.,
the severe phenotype) [1,2]. These patients need a multidisciplinary approach for their
management. Enzymatic replacement therapy is an important new therapy for patients with

MPS T1[14].

MPS 1I is an traditionally considered X-linked disease as a recessive condition, and
carriers are usually thought to be clinically healthy. [1,14]. At least ten females with MPS 11
have already been reported in the literature [15-23] and all of them show the typical signs
found in hemizygotes (usually the neuropathic phenotype). The development of the disease
in these women was associated with skewed X-inactivation in all of them. However, in
other X-linked disorders, such as Fabry disease [25-32], X-linked Adrenoleukodystrophy
[33-36], and Duchenne Muscular Dystrophy [37-40], a variable percentage of
heterozygotes may show some signs or symptom of the disease, usually in a milder degree
than that seen in hemizygotes. This phenomenon is explained, by the majority of experts, as

different degrees of inactivation in the X-chromosome [32,33,41-44].

This article reviews 40 potential heterozygotes for MPS II regarding the presence of

subtle signs and symptoms of this disease.

MATERIAL AND METHODS

This observational and transversal study was approved by the local Institutional
Ethics Committee of the Hospital de Clinicas Porto Alegre (HCPA), Brazil. The Medical

Genetics Service (MGS) of HCPA is a reference center for diagnosis and management of
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MPS disorders in Brazil. The mothers and other female relatives of male MPS 11 patients
were seen at MGS-HCPA outpatient clinics and invited to participate in this study.

Informed consent was obtained from these females before they enrolled in the study.

The interview and physical exam were performed always by the same physician,
and information regarding the following data was obtained: age, parental consanguinity,
degree of relationship, menarche, number of pregnancies and miscarriage. The anamnesis
was focused on cardiological, pulmonary, bone and gastric problems. Physical exam was

focused in the signs and symptoms of MPS II disease.

The women were classified as heterozygote or non-heterozygote based on molecular
analysis of the /DS gene (data not shown). Analysis of the plasma and leukocyte, IDS
activities and urinary levels of GAGs were performed at the laboratory of MGS-HCPA
(LREIM), which is a reference laboratory for the diagnosis of lysosomal diseases in Latin
America. The IDS activity was measured following the method described by Voznyi et al
2001 [45]. Normal values references were: 122-463 nmoles/4h per mL for assay in plasma
and 31-110 nmoles/4h per mg protein for the assay in leukocytes. The quantification of
GAGs in urine sample was performed according to de Jong et al, 1992 [46]. Normal
reference values for urinary GAGs were: 13-45mg/mmoL creatinine for adults. It was also
performed karyotype in blood cells using standard protocols [47,48]. Genomic DNA
extracted from peripheral lymphocytes was assayed for X inactivation at the androgen
receptor (HUMARA) locus [49]. A cut-off value of 80% for X-inactivation ratios was

defined as skewed inactivation [50].

Brain magnetic resonance imaging (MRI) was performed on a 1.5TMR system.
Liver, spleen and spine were evaluated on CT scans. For the analysis of cerebral MRI
variables we measured the normalized cerebral volume and normalized ventricular volume,
checked for brain lesions on FLAIR [51]. For liver and spleen volume we also used the
Image J software [52] from the National Institute of Health (NIH). This software has both
semi-automated and an automated segmentation tools. Volumes were counted in voxels
using the Voxel Counter plug-in of Image J software. For spine we analyzed the height of
the vertebral body to detected MPS bone changes and categorized scans in 2 groups

(normal and abnormal). Additionally, a radiological classification was done to categorize
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hepatomegaly (2 cm below the right kidney as mild; between 2-4cm as moderate and more
than 4 cm as severe) and splenomegaly (length between 12-14 cm as mild; between 14-
16cm as moderate or more than 16cm as severe). The interpretations were performed by
two independent imaging specialists and both were blind regarding the heterozygote or

non-heterozygote state of the subjects.

Data were grouped into a Microsoft Excel spreadsheet and further analyzed using
the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 16.0. Variables with data available to
more than 50% of the sample were analyzed. Categorical variables were summarized by
means of frequencies and percentages. Kolmogorov—Smirnov and Shapiro-Wilk tests were
applied to verify the distribution of the variables. Continuous variables with asymmetric
distribution were summarized by median and interquartile range values (25-75th). To
compare the groups, it was used the Mann-Whitney U-test, applying Bonferroni’s

correction.

RESULTS

Among the 40 women included in this study, from 24 families, 22 were
heterozygotes and 18 were non-heterozygotes, according to the DNA analysis. All women
had normal physical exams and karyotypes. Clinical data, biochemical and radiological
results are summarized on Figures 1-3 and Tables 1-2. Applying the Bonferroni’s
correction, the groups (heterozygotes and non-heterozygotes) differed significantly only

regarding the IDS activities in leukocyte and in plasma.

Miscarriage was observed in 4/22 heterozygotes and in 5/18 non-heterozygotes. A
non-heterozygote had 3 miscarriage events but she was found to present randomic X-

inactivation pattern. All women experienced the miscarriage below the age of 30 years.

It was not possible to obtain the imaging exams in all women due to technical and
logistic reasons. Out of 14 heterozygotes, that had performed abdominal CT, five were
classified as having hepatomegaly (4 mild and one moderate); in 17 non-heterozygotes, 3

had hepatomegaly (2 mild and one moderate). Splenomegaly was perceived in 2
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heterozygotes (both mild) and in 2 non-heterozygotes (one mild and one moderate). We did

not find any alteration in vertebrae which could be related to MPS II disease.

It was possible to perform the HUMARA assays in 31 women (10/14 heterozygotes
and 15/17 non-heterozygotes). Among the heterozygotes, 4 were non informative
(homozygotes), 8 presented randomic pattern of X inactivation and only 2 presented with
skewed X inactivation. Regarding non-heterozygotes, 2 were non informative, 6 had non-

skewed pattern and 9 had skewed X inactivation.

DISCUSSION

This is the first paper that reports results of imaging exams and the pattern of X

inactivation in a sample of MPS II carriers.

In the process of Lyonization, one of the X chromosomes is randomly inactivated
during early embryonic stages and becomes visible as Barr body. All descendants of each
cell will be inactivated on the same pattern and a heterozygote for a X-linked disease will
be a mosaic for these two cell populations. As a consequence, in some disorders it is found
a “mosaic” or “patchy” symptoms in heterozygote females. More often, variability in X
inactivation can lead to a milder and more variable clinical and biochemical phenotype in

females than males [53,54].

X-linked diseases are the most important genetic conditions for carriers detection so
the genetic counseling in these families are very challenging. Carriers are usually healthy
and likely to reproduce, with the high risk of giving birth to an affected male offspring. In
these families it is often unwise to give a definite risk until the information from testing is
available [55] However, new concepts are emerging due to the clinical heterogeneity
observed in some conditions not fit the traditionally X-linked recessive and dominant

concepts [55,56].

According to the literature, some MPS II heterozygotes that were clinically affected
had structural alterations in her karyotypes [16-18]. In our results, all women had normal

karyotypes and we did not perceive any association with the pattern of X inactivation. In
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eleven non-hterozygotes, from the same family, it was observed a skewed X inactivation

pattern in 8 women suggesting a heritable X inactivation pattern.

Also, some authors suggest a relation among the increase of miscarriage incidences

in heterozygotes for X-linked diseases [57,58] but we did not confirm this finding.

In this present study we did not find any correlation between the pattern of X-
inactivation and the heterozygote or non-heterozygote status. Due to these results, we
postulated that: 1) the sample size was too small to detect differences between the groups or
2) the pattern of X-inactivation in the “non affetected heterozygotes” does not influence the

expression of the disease in these females.

Although some heterozygotes showed hepatomegaly and/or splenomegaly, this was

also observed in non-heterozygotes. We postulate that this can be a spurious result.

We did not find any sign and/or symptom related with MPS II disease in the
heterozygote females. This can be attributed to the adequate cross-correction between the

IDS deficient and normal cells [53].

We found difference of IDS in leukocytes and in serum between the 2 groups.
However we do not recommend these enzymatic analysis to discriminate heterozygotes
from non-heterozygotes, as the overlap between these states (heterozygotes and non
heterozygotes) is quite significant. The molecular analysis of the IDS gene is still the gold

standard to correctly identify the carriers.

CONCLUSIONS

It seems that, unlike other X-linked diseases, MPS II heterozygotes usually do not
show any clinical sign of the disease. Our findings also suggest there is no relation between
the absence of clinical signs in these females and the occurrence of a skewing pattern
favorable of X inactivation. This study, which was the first to evaluate, in a comprehensive
way, a sample of MPS II heterozygotes looking for subtle signs and symptoms of this

disease, suggests that MPS II shows a low penetrance in heterozygotes. However, due to
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the small size of our sample, we suggest that additional studies should be performed to

confirm these results.
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Figure 1. Comparison between heterozygotes (group 1) and non-
heterozygotes (group 2) regarding levels of urinary GAGs
(Normal range values 13-45mg/mmoL creatinine; p=0.6)
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Figure 2. Comparison between heterozygotes (group 1) and non-
heterozygotes (group 2) regarding activity of IDS in leukocytes
(Normal range values 31-110 nmoles/4h per mg prot; p<0.001).
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Table 1. MPS II heterozygotes X non-heterozygotes regarding: age, height, weight, cephalic

perimeter and menarche

Heterozygotes Non-heterozygotes p-value
(n=22) (n=18)

Age (years)
Median 35 38.5 0.7
IR! 32.7-40.7 22.2-49.2 ’
Range 22-55 15-75
Height (cm)
Median 159.5 160.5 06
IR! 155.5-163.2 156.7-163 ’
Range 148-172 153-170
Weight (kg)
Median 60.5 60.5 09
IR! 55.5-71.2 54.7-73 ’
Range 48-119 47-82
Cephalic perimeter (cm)
Median 55 54 09
IR! 53-57 53-55 ’
Range 52-58 52-57
Menarche (years)
Median 12 11 0.3
IR! 11-13.2 12-14 )
Range 9-15 11-14

IR Interquartile range 25-75"




Table 2. Imaging results in MPS II heterozygotes and non-heterozygotes
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Heterozygotes Non-heterozygotes p-value
(n=22) (n=18)
Normalized Hepatic volume (%)
n 14 16
Median 14,6 15,4
IR’ 12.1-16.2 13.2-16.2 0.3
Range 10-18.5 10.8-19.2
Hepatic volume (cm’)
n 17 17
Median 1605.9 1498.1 0.3
IR? 1377.9-1701.3 1232.6-1682.6
Range 858.5-2892.2 822.1-2200.8
Normalized Spleen volume ° (%)
n 14 16
Median 2 1.5 0.03*
IR? 1.7-2.5 12-2.2
Range 1.3-3.9 0.6-3.2
Spleen volume (cm’)
n 12 16
Median 190.8 137.1 0.1
IR? 126.6-262.8 114.2-205.3
Range 56.3-421 87.1-257.2
Normalized cerebral volume * (%)
n 7 15
Median 46.5 46.7 05
IR? 42.4-48.7 44.1-49.1 '
Range 41.7-49 41.9-51.8
Brain Lesions (%)
n 7 15
Median 0.1 0.1 0.5
IR? 0.1-0.3 0-0.2
Range 0-0.7 0-1
Normalized Ventricular volume® ( %)
n 7 15
Median 0.6 0.3 01
IR? 0.4-0.6 0.2-0.6 :
Range 0.3-1.1 0.1-1.2

"Normalized hepatic volume= hepatic volume (voxels)/ abdominal volume (voxels),

’IR: Interquartile range 25-75™;

*Normalized spleen volume= spleen volume (voxels)/abdominal volume (voxels);
*Normalized cerebral volume= cerebral volume (voxels)/ total volume (voxels);
3Brain lesions= lesions (voxels/total cerebral volume (voxels);
SNormalized ventricular volume= ventricular volume (voxels)/ cerebral skull (voxels);
* Applying Bonferroni’s correction, this value is non statiscally significant.



163

82 AS HETEROZIGOTAS PARA MPS II SAO REALMENTE
ASSINTOMATICAS? UM ESTUDO BASEADO EM DADOS CLINICOS,
BIOQUIMICOS, ANALISE DA INATIVACAO DO CROMOSSOMO X E
AVALIACOES DE IMAGEM.

Louise Lapagesse de Camargo Pinto'?, Ida Vanessa Doerdelein Schwartz?3, Sharbel Maluf?, Sandra
Leistner-Segal®, Camila Zimmer da Silva®, Ana Brusius-Facchin 3, Silvia Brustolin®, Maira Graef

Burin?, Juan Llerena®, Lucia Moraes’, Leonardo Vedolin®, Alice Schuch®, Roberto Giugliani'?

Autor para correspondéncia e endereco:

Rua Ramiro Barcelos 2350 3° andar,Servigo de Genética Médica, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, RS, Brasil

CEP 90035-903
Fone 51 3359 8011
Fax +51 3359 8010

email:loulapagesse@ibest.com.br

! Programa de Pos Graduacao da Saude da Crianga e do Adolescente , UFRGS, Porto Alegre, Brasil
2 Departmento de Genética, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

3 Servigo de Genética Médica, HCPA, Porto Alegre, Brasil

* Instituto Fernandes Figueira, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil

> Instituto Nacional do Céncer, INCA, , Rio de Janeiro, Brasil

% Hospital Moinhos de Vento, HMV, Departamento de Radiologia, Porto Alegre, Brasil



164

RESUMO

Introducio: as doengas ligadas ao cromossomo X sdo mais prevalentes em homens, mas em
algumas delas a expressividade e a penetrancia nas mulheres sda praticamente semelhante as
encontradas no sexo masculino. Em relagdo a mucopolissacaridose tipo II (MPS II), ndo existem
estudos na literatura na busca da identificacdo de sinais e sintomas sutis nas heterozigotas.
Objetivos: comparar as heterozigotas com as ndo heterozigotas para MPS Il a fim de testar a
hipotese de que as heterozigotas podem apresentar manifestagdes sutis da doenca.

Material e métodos: estudo observacional e transversal que coletou dados de 40 mulheres
brasileiras com historia familiar positiva para MPS 11, obtidos a partir de anamnese, exame fisico,
caridtipo, padrdo de inativagdo do cromossomo X, atividade da iduronato sulfatase (IDS) em
leucocitos e plasma, niveis de glicosaminoglicanos na urina, tomografias computadorizadas (TC) de
abdomen e de coluna e ressonancia magnética de cranio.

Resultados: de acordo com a analise do DNA, 22 mulheres foram classificadas em heterozigotas e
18 em ndo heterozigotas (médias de idade de 35 e 38,8 anos respectivamente). Ndo foram
encontradas anormalidades no exame fisico (n=40), cariétipo (n=31/40) ¢ tomografia de coluna
(n=31/40). Ambos os grupos diferiram em relagdo a atividade da IDS em plasma (p<0,001) e
leucocitos (p<0,001), as quais foram mais baixas nas heterozigotas. Aplicando a correcdo de
Bonferroni, ndo foi encontrada nenhuma diferenga entre os grupos em relacdo as demais variaveis.
O padrao de inativagdo do cromossomo X apresentou desvio em 2 heterozigotas e em 9 nao
heterozigotas.

Conclusées: n3o foi encontrada evidéncia de presenca de manifestagdo clinica sutil ou sinal
radiologico sugestivo de MPS II nas heterozigotas. Os achados sugerem que ndo existe relagao
entre a auséncia de sinais clinicos nessas mulheres e a ocorréncia de um padrdo favoravel de
inativacao do cromossomo X. Esses dados corroboram a hipétese de que essa doenga apresenta uma

baixa penetrancia nas heterozigotas para MPS IL

Palavras chaves: inativagdo do cromossomo X, deteccdo de portadoras, iduronato sulfatase,

glicosaminoglicanos, mucopolissacaridose tipo II.
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INTRODUCAO

A Mucopolissacaridose tipo I (MPS II; OMIN 309900) ¢ uma doenga lisossomica
ligada ao cromossomo X causada pela deficiéncia da atividade da enzima iduronato-2-
sulfatase IDS; EC 3.1.6.13). Essa enzima ¢ responsavel pela degradagdo dos
glicosaminoglicanos (GAGs) sulfato de heparan e dermatan. Em pacientes com MPS 11
existe acumulo desses GAGs parcialmente degradados em varios 6rgaos e tecidos [1]. A
incidéncia estimada dessa doenca varia de 1:68,000 a 1:320,000 recém nascidos [2-10]. E a
MPS mais frequente em Taiwan e no Norte da Asia [11-12] e também a mais

frequentemente diagnosticada no Brasil [13].

Os pacientes do sexo masculino sdo caracterizados por apresentar uma doenca
cronica e progressiva com obstrucdo grave da via aérea, deformidades esqueléticas
(disostose multipla), hepatoesplenomegalia, cardiomiopatia e, em 2/3 dos casos, regressao
neurolégica (por exemplo, no fenotipo grave) [1,2]. Esses pacientes necessitam de uma
abordagem multidisciplinar para o seu manejo. A terapia de reposi¢do enzimatica € uma
importante terapia inovadora para os pacientes com MPS II e o diagndstico precoce para

essa doenga deve ser promovido [14].

A MPS 1II ¢ uma doenca ligada ao cromossomo X tradicionalmente considerada
como uma condi¢do recessiva e as heterozigotas sao usualmente ditas como clinicamente
saudaveis [1,14]. Pelo menos 10 pacientes do sexo feminino com MPS II j& foram descritas
na literatura [15-23] e todas apresentaram os sinais tipicos encontrados nos hemizigotos
(habitualmente o feno6tipo neuronopatico). O desenvolvimento da doenca nessas mulheres
foi associado ao desvio da inativacao do cromossomo X em todas as pacientes. Entretanto,
em outras doencgas ligadas ao cromossomo X, como doenca de Fabry [25-32],
Adrenouleucodistrofia ligada ao cromossomo X [33-36], Distrofia Muscular de Duchenne
[37-40], uma porcentagem variavel de heterozigotas pode apresentar sinais ou sintomas da
doenga, e usualmente num grau mais leve que os hemizigotos. Esse fendmeno ¢ explicado,
pela maioria dos especialistas, através dos diferentes graus de inativagdo no cromossomo X

[32,33,41-44].
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Esse artigo revisa 40 potenciais heterozigotas para MPS Il em relacdo a presenca de

sinais e sintomas sutis dessa doenga.
MATERIAL E METODOS

Esse estudo observacional e transversal foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) Brasil. O Servico de Genética Médica (SGM)
do HCPA ¢ um centro de referéncia para o diagnostico € manejo das mucopolissacaridoses
(MPS) no Brasil. As maes e outras familiares do sexo feminino de pacientes com MPS II
acompanhados no ambulatorio do SGM-HCPA foram convidadas a participar desse estudo.
Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi aplicado nessas mulheres antes da

participacao no estudo.

Anamnese e exame fisico foram realizados sempre pelo mesmo médico e as
informacdes obtidas foram: idade, consaguinidade, grau de parentesco, estado de portador
(heterozigota ou nao heterozigota), menarca, numero de gestagdes e de abortamentos
espontaneos. A anamnese foi focada nos problemas cardioldgicos, pulmonares, dsseos € no

trato gastro intestinal. O exame fisico foi direcionado nos sinais e sintomas de MPS II.

As mulheres foram classificadas em heterozigotas e ndo heterozigotas baseadas na
analise do gene IDS (dados ndo descritos). Analises no plasma e em leucécitos da atividade
da IDS ¢ a determinagao dos niveis urinarios dos GAGs foram realizados no laboratorio do
SGM-HCPA, que ¢ um servico de referéncia para o diagndstico das doencas lisossdmicas

na América Latina.

A atividade da IDS foi medida através do método descrito por Voznyi et al, 2001
[45]. Os valores normais de referéncia foram: 122-463 nmoles/4h por mL para os ensaios
em plasma e 31-110 nmoles/4h por mg de proteina para os ensaios em leucocitos. A
quantificacdo dos GAGs em amostra de urina foi de acordo com de Jong et al, 1992 [46]. O
valore de referéncia para os GAGs urindrios foi de: 13-45mg/mmoL de creatinina. Também
foi realizado cariotipo em sangue periférico utilizando técnicas ja padronizadas [47,48].
DNA gendmico extraido de leucocitos periféricos foi utilizado para o ensaio da inativagdo
do cromossomo X no locus do receptor de androgeno (HUMARA) [49]. Foi considerada

como taxa de desvio da inativa¢do do cromossomo X a partir de 80% [50].
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Ressonanica magnética (RM) do cranio foi realizada em um sistema de 1.5 de alto
campo. Figado, bago e coluna foram avaliados através da tomografia computadorizada.
Para a analise das varidveis cerebrais na RM foram mensurados o volume cerebral
normalizado, o volume ventricular normalizado e a presenga de lesdes em FLAIR [51]. Para
acessar os volumes do figado e bago foi utilizado o programa de computador Image J
software [52] do National Institute of Health (NIH). Esse programa de computador possui
ferramentas de segmentacdo semi-automaticas e automaticas. Os volumes foram
contabilizados em voxels através do programa Voxel Counter plug-in of Image J. Na coluna
vertebral foi analisada a altura do corpo vertebral para a detec¢do de alteragdes Osseas
relacionadas a MPS e categorizadas em grupos (normal e alaterada). Adicionalmente uma
classificacao radioldgica for realizada para a defini¢do da hepatomegalia (2 cm abaixo do
rim direito como leve; entre 2-4 cm moderada e maior que 4 cm como grave) e
esplenomegalia (comprimento entre 12-14 cm como leve; entre 14-16 cm como moderada e
maior que 16 cm como grave). A interpretagdo foi realizada por 2 especialistas

independentes que estavam cegos quanto ao estado de heterozigota e ndo heterozigota.

Os dados foram agrupados numa tabela do Microsoft Excel e posteriormente
analizados no Statistical Package for Social Sciences (SPSS)16.0. As varidveis presentes
em mais de 50% na amostra foram analizadas. As variaveis categdricas foram sumarizadas
em frequencias e porcentagens. Os testes de Kolmogorov—Smirnov e Shapiro-Wilk foram
aplicados para verficagdo da distribuicdo das varidveis. As varidveis continuas que
apresentaram distribui¢do assimétrica foram sumarizadas por intervalo interquartil. Para
comparacao dos grupos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney aplicando a corre¢do de

Bonferroni.

RESULTADOS

Dentre as 40 mulheres incluidas nesse estudo, pertencentes a 24 familias, 22 eram
heterozigotas e 18 nao heterozigotas (dados nao descritos). Todas as mulheres apresentaram
exame fisico e cariotipos normais. Os dados clinicos, bioquimicos e radiologicos estdo

sumarizados nas Figuras 1-3 e Quadros 1-2.
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Abortamento espontaneo foi observado em 4/22 heterozigotas e em 5/18 nado
heterozigotas. Trés abortamentos foram apresentados pela mesma ndo heterozigota que
apresentava o padrdo randomico de inativagao do cromossomo X. Todas as mulheres que

apresentaram histéria de abortamento estavam abaixo dos 30 anos.

Nao foi possivel obter os exames de imagem de todas as mulheres devido a
problemas técnicos e razdes logisticas. Das 14 heterozigotas que realizaram a TC de
abdomen, 5 foram classificadas com hepatomegalia (4 leve e uma moderada); entre as 17
nao heterozigotas 3 apresentaram hepatomegalia (2 leve e uma moderada). Esplenomegalia
foi observada em 2 heterozigotas (ambas leves) e 2 ndo heterozigotas (uma leve e outra
moderada). Nao foram encontradas alteracdes na coluna que poderiam estar relacionadas

com MPS II.

Foi possivel realizar o ensaio HUMARA em 31 mulheres (10/14 heterozigotas e
15/17 ndo heterozigotas). Dentre as heterozigotas 4 foram nao informativas (homozigotas),
8 apresentavam o padrdo normal de inativagdo e somente 2 apresentavam desvio da
inativacdo do cromossomo X. Em relagdo as ndo heterozigotas, 2 foram ndo informativas, 6

apresentavam padrao randomico e 9 demonstraram desvio da inativacdo do cromossomo X.

DISCUSSAO

Esse € o primeiro artigo que relata os resultados dos exames de imagem e o padrao

de inativagdo do cromossomo X em uma amostra de heterozigotas para MPS II.

No processo de Lyonizagdo, um dos cromososmos X ¢ randomicamente inativado
durante os estagios embrionarios precoces € se torna visivel como corpusculo de Barr.
Todas as descendentes de cada célula que serd inativada apresentardo o mesmo padrao de
inativagdo e uma heterozigota para uma doenca ligada ao cromossomo X serda mosaico para
essas 2 populagdes celulares. Esse achado pode ter como conseqiiéncia, em algumas
doencas, um padrdo de sintomas em “mosaico” nas mulheres heterozigotas. Mais

frequentemente, a variabilidade da inativagdo do cromossomo X pode levar a sintomas
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mais leves e a um fenotipo clinico e bioquimico mais variavel nas hetereozigotas do que

nos homens [53,54].

As doencas ligadas ao cromossomo X sdo as doencas genéticas mais importantes
para a detecg@o de heterozigotas e dessa forma o aconselhamento genético nessas familias
pode ser muito desafiador. As heterozigotas sdo usualmente saudaveis e capazes de se
reproduzirem, apresentando o risco de gestarem um filho do sexo masculino afetado.
Nessas familas ¢ imprudente dar um risco definitivo até que a informacdo baseada na
testagem molecular esteja disponivel [55]. Adicionalmente novos conceitos estdo
emergindo devido a heterogeneidade clinica observada em algumas condi¢des que ndo
seguem os conceitos dessa classificagdo tradicional em doencas ligadas ao cromossomo X

recessivas ¢ dominantes [55,56].

De acordo com a literatura, algumas heterozigotas sintomaticas para MPS II
apresentam alteragdes estruturais no cariotipo [16-18]. Nos nossos resultados, todas as
mulheres apresentaram cariotipos normais e nao foi observada associagdo com a inativagao
do cromossomo X. Em uma familia com 11 ndo heterozigotas 8 delas apresentaram desvio
do padrao de inativagdo do cromossomo sugerindo um padrdao herdavel da inativagao do

cromossomo X.

Alguns autores sugerem uma relacdo entre o aumento do abortamento nas
heterozigotas para doencas ligadas ao cromossomo X [57,58], mas nossos achados nao

confirmaram esses achados.

No presente estudo ndo foi encontrada correlagdo entre o padrdo de inativagdo do
cromossomo X e o estado de heterozigota ou ndo heterozigota. De acordo com esses
resultados podemos sugerir: 1) que o tamanho amostral reduzido ndo foi capaz de detectar
as diferencas entre os grupos ou 2) que o padrdo da inativagdo do cromossomo X nas

“heterozigotas ndo afetadas” nao influencia na expressao da doenca nessas mulheres.

Embora algumas heterozigotas tenham apresentado hepatomegalia e/ou
esplenomegalia, esse achado também foi evidenciado nas ndo heterozigotas. NOs

postulamos que esse ¢ um resultado que foi encontrado ao acaso.
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Nao foram encontrados sinais e/ou sintomas relacionados a MPS II nas
heterozigotas. Isso pode ser atribuido a uma adequada corre¢do cruzada entre as células

IDS deficientes e as células normais [53].

Foi encontrada diferenga na atividade da dosagem da IDS em leucocitos e plasma
entre os 2 grupos. Entretanto, ndo ¢ recomendada que a anélise enzimatica seja utilizada
para discriminar as heterozigotas das nao heterozigotas, tendo em vista que a sobreposicao
dos valores entre esses 2 estados (heterozigotas e nao heterozigotas) pode ser siginificativa.
A andlise molecular do gene da IDS ainda ¢ o padrao-ouro para a identificacao precisa das

heterozigotas.

CONCLUSAO

Ao contrario de outras doengas ligadas ao cromossomo X as heterozigotas para
MPS 1II usualmente ndo apresentam sinal clinico da doenca. Nossos resultados também
sugerem nao existir relacdo entre a auséncia de sinais clinicos nessas mulheres e a
ocorréncia de um padrdo favoravel de desvio da inativagdao do cromossomo X. Esse estudo,
o primeiro a avaliar, de modo compreensivo, uma amostra de heterozigotas para MPS 11
procurando sinais e sintomas sutis dessa doenga, sugere que a MPS II apresenta uma baixa
penetrancia nas heterozigotas. Entretanto, devido ao pequeno tamanho amostral, nos

sugerimos que estudos adicionais devam ser realizados para confirmar esses resultados.
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Quadro 1. Comparacio entre heterozigotas e nio heterozigotas para MPS II: idade, estatura,

peso, perimetro cefilico e menarca

Heterozigotas N3o heterozigotas p-valor
(n=22) (n=18)

Idade (anos)
Mediana 35 38,5 0.7
1Q! 32,7-40,7 22,2-49,2 ’
Variagdo 22-55 15-75
Estatura (cm)
Mediana 159,5 160,5 0.6
Q! 155,5-163.2 156,7-163 ’
Variacao 148-172 153-170
Peso (kg)
Mediana 60.5 60,5 0.9
1Q! 55,5-71,2 54,7-73 ’
Variagdo 48-119 47-82
Perimetro cefalico (cm)
Mediana 55 54 0.9
Q! 53-57 53-55 ’
Variagao 52-58 52-57
Menarca (anos)
Mediana 12 11 03
1Q! 11-13,2 12-14 ’
Variagao 9-15 11-14

" IQIntervalo interquartil 25-75




Quadro 2. Resultados de imagem nas heterozigotas e niio heterozigotas para MPS 11

Heterozigotas Nao heterozigotas p-valor
(n=22) (n=18)
Volume hepatico normalizado' (%)
n 14 16
Mediana 14,6 15,4 0,3
1Q° 12,1-16,2 13,2-16,2
Variagéo 10-18,5 10,8-19,2
Volume hepatico (cm’)
n 17 17
Mediana 1605.9 1498,1 0,3
1Q* 1377,9-1701,3 1232,6-1682,6
Variagao 858,5-2892,2 822,1-2200,8
Volume esplénico normalizado * (%)
n 14 16
Mediana 2 1,5 0,03*
1Q° 1,7-2,5 1,2-2,2
Variagdo 1,3-3,9 0,6-3,2
Volume esplénico (cm”’)
n 12 16
Mediana 190,8 137,1 0,1
1Q° 126,6-262,8 114,2-205,3
Variagéo 56,3-421 87,1-257,2
Volume cerebral normalizado * (%)
n 7 15
Mediana 46,5 46,7 05
1Q° 42,4-48,7 44,1-49,1 ’
Variagéo 41,7-49 41,9-51,8
Lesdes cerebrais® (%)
n 7 15
Mediana 0,1 0,1 0,5
1Q’ 0,1-0,3 0-0,2
Variagéo 0-0,7 0-1
Volume ventricular normalizado® (%)
n 7 15
Mediana 0,6 0,3 01
1Q° 0,4-0,6 0,2-0,6 ’
Variagdo 0,3-1,1 0,1-1,2

TVolume hepdtico normalizado: volume hepdtico (voxels)/volume abdominal (voxels)

21Q:Intervalo interquartil

Volume esplénico normalizado = volume esplénico (voxels)/volume abdominal (voxels);

*Volume cerebral normalizado = volume cerebral (voxels)/ volume cerebral total (voxels);
3 Lesées cerebrais= lesbes (voxels)/ volume cerebral total (voxels);

*Volume ventricular normalizado = volume ventricular (voxels)/volume craniano cerebral (voxels);
* Aplicada a corregdo de Bonferroni o valor de p ndo foi estatisticamente significativo.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O numero estimado de mulheres a serem incluidas na amostra foi de 50, levando-se
em consideragdo o numero de pacientes com MPS II acompanhados no ambulatorio de
MPS do SGM-HCPA, quando do planejamento do estudo. Foram incluidos no estudo um
total de 49 mulheres, numero que consideramos significativo, tendo em vista que esse € o
primeiro estudo que avaliou, com estudos radiologicos e o estudo do padrao de inativagao
do cromossomo X, heterozigotas assintomaticas para MPS II. Dessas 49 mulheres, 9 foram
excluidas pelo fato da mutagdo nao ter sido identificada no caso indice at¢ o momento da
redacdo dessa tese ou pelo estado de heterozigota ndo ter sido confirmado pela historia
familar. Foi possivel classificar as 40 mulheres senod 22 heterozigotas e as 18 restantes em
ndo heterozigotas. Devido ao fato de ser uma doenca rara, a amostragem foi por
conveniéncia e nao foi realizado célculo do tamanho amostral, sendo que ao todo foram

estudadas 24 familias.

Em relagdo ao recrutamento da amostra, tivemos um viés amostral, pois foi incluida
uma familia com 12 mulheres a qual, ap6s a realiza¢dao da analise molecular, somente uma
familiar identificada como sendo heterozigota. Dessa forma, talvez os resultados da
inativacdo do cromossomo X apresentassem maior validade externa caso tivessem sido
estudados em ndo heterozigotas provenientes de um nimero maior de familias, sugestdo

que fica para um proximo estudo.

Ainda em relagdo ao estudo da inativagdo do cromossomo X, somente 25 mulheres

foram informativas (10 heterozigotas e 15 ndo heterozigotas); por outro lado, a presenca de
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homozigose foi encontrada em 6 mulheres (4 heterozigotas e 2 ndo heterozigotas) e a
presenca de desvio da inativacdo do cromossomo X foi observado em 11 mulheres (2
heterozigotas € 9 ndo heterozigotas). De acordo com esses resultados 24% (n= 6/25) das
mulheres ndo eram informativas, nimero maior do que o descrito na literatura que esta ao
redor de 8 a 10% (AMOS-LANDGRAF et al., 2006; ALLEN et al., 1994). Esse achado
pode ser ter sido decorrente do tamanho amostral pequeno e adicionalmente ao fato da nao
obtencdo de alguns resultados por problemas técnicos ocorridos durante o ensaio do
HUMARA. A aparente maior freqiiéncia da presen¢a de um maior desvio da inativa¢do do
cromossomo X em nao heterozigotas foi observada na mesma familia em 8/12 mulheres,
sugerindo a existéncia de um padrdo herdavel do desvio da inativacdo do cromossomo X ja
relatado na literatura (ORSTAVIK et al., 1996; NAUMOVA et al., 1998; SULLIVAN et
al., 2003). Infelizmente, uma correlagao clinica com esse achado molecular nao foi possivel

de ser obtida nesse estudo

Como este estudo foi realizado em colaborag¢do com varios laboratorios e
pesquisadores, dificuldades técnicas ocorreram e, algumas vezes, nao foi possivel a
realizacdo de todos os exames em todos os individuos incluidos. Por exemplo, nem todas as
mulheres que aceitaram participar do estudo conseguiram realizar os exames radioldgicos,
seja porque uma das pacientes sofria de “claustrofobia”, ou por motivos técnicos como o
fato de o aparelho para realizacdo da tomografia computadorizada abdominal ter ficado em
manuten¢do por um longo periodo durante o estudo. Uma dificuldade na realizacdo dos
exames residiu no fato de que mais de 50% das mulheres ndo moravam em Porto Alegre de
modo que a consulta e os exames eram agendados todos numa s6 visita ndo podendo ser

repetidos.
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As mulheres que participaram desse estudo serdo chamadas para uma consulta de
aconselhamento genético na qual receberdo os resultados das avaliacdes em um relatorio
por extenso. Para as heterozigotas, que desejarem, serd oferecida a opg¢do de realizar

diagnostico pré-natal quando engravidarem.

Os dados adicionais coletados nesse estudo estdo sumarizados nos anexos da tese.
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10 CONCLUSOES

OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de sinais e sintomas possivelmente relacionados a heterozigose
para MPS 11, contribuindo para estimar o impacto desta condi¢cdo nessas mulheres

através da identificacdo de marcadores sensiveis e especificos.

As heterozigotas para MPS II ndo parecem apresentar sinais e sintomas relacionados
a doenga. Os unicos marcadores, dos que foram avaliados, que demonstraram alteragoes
foram as atividades mais baixas da IDS tanto em leucdcitos como em plasma nas

heterozigotas quando comparadas as nao heterozigotas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a freqiiéncia de alteracdes no cromossomo X nas heterozigotas para MPS I1.

A freqiiéncia de alteracdes no caridtipo de sangue periférico nas heterozigotas para

MPS II sem sintomas clinicos foi ausente.

Avaliar o padrio de inativacio do cromossomo X nas heterozigotas para a MPS 11

As heterozigotas para MPS II ndo apresentaram diferenca estatisticamente
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significativa do padrao inativagdo do cromossomo X quando comparadas as nao
heterozigotas, na maioria dos casos apresentando a forma randomica da inativagdo do

cromossomo X.

Avaliar a presenca de marcadores bioquimicos sensiveis e especificos potencialmente

relacionados com a heterozigose para MPS II.

A atividade da IDS foi significativamente mais baixa nas heterozigotas para MPS
IT tanto em plasma quanto em leucocitos, quando comparadas as ndo heterozigotas. No
entanto ndo foram calculadas a especificidade e a sensibilidade da atividade enzimatica da

IDS para a identificacdo nas heterozigotas, cujo método padrao-ouro € a analise molecular.

Avaliar a ocorréncia de possiveis marcadores de imagem nas heterozigotas para a

MPS II.

As heterozigotas ndo parecem apresentar sinais radioldgicos relacionados a MPS

IL.

Avaliar a possivel ocorréncia de uma maior freqiiéncia de abortamentos espontineos

na prole de heterozigotas para MPS II.

As heterozigotas para MPS II ndo apresentam um maior freqiiéncia de

abortamentos espontaneos quando comparadas com as ndo heterozigotas para MPS II.

Os resultados deste trabalho, o primeiro estudo sistematico publicado na literatura
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sobre manifestacdes de MPS II nas heterozigotas, indicam que essa condi¢do parece
apresentar baixa penetrancia nas heterozigotas e dessa maneira essas mulheres podem ser
tranqiiilizadas quanto a sua saude, em relacdo ao risco de virem a apresentar sintomas

relacionados a MPS II.
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ANEXO 1 -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa: “Avaliagdo de
manifestacdes clinicas e laboratoriais de heterozigotas mucopolissacaridose tipo II”. Este
projeto tem por objetivo verificar a possibilidade de sinais clinicos sutis € bioquimicos de
mucopolissacaridose tipo Il em vocé.

Serdo convidadas a participar do projeto todas as mulheres com histéria familiar
positiva que tem filhos acompanhados no ambulatério de MPS do Servigo de Genética

Meédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM-HCPA).

Voce sera questionada sobre sua historia familiar, historia médica e cirtirgica, idade
do inicio da menstruacdo e menopausa, historia gestacional, sintomas relacionados a

doengas cardioldgicas, pulmonares, osteoarticulares e uso de medicacao.

Os dados coletados e sua foto serdo utilizados somente para este projeto de pesquisa

e a identificacdo dos participantes sera mantida confidencial.

Vocé realizara coleta se sangue para os exames de dosagem enzimatica, cariotipo e
biomarcadores. A coleta de sangue que serd realizada envolve os mesmos riscos e
desconfortos que a coleta de exames de rotina laboratoriais sanguineos. Também sera
coletada uma amostra de urina ocasional para dosagem de glicosaminoglicanos. Uma
pequena incisdo na sua pele (de tamanho ao redor de 0,2mm) sera realizada apos a assepsia
e anestesia local para a realizagdo de biopsia de pele. Isto poderd causar algum desconforto.
Nao sera necessario fazer sutura no local da incisdo. Em relagdo aos exames de imagem
temos que a tomografia de abomem e de coluna e a ressonancia magnética de cranio serdo

realizadas sem contraste e sem anestesia geral, ndo implicando nenhum risco para voce.

Este projeto ndo oferece nenhum tipo de beneficio financeiro aos participantes. Mas,

todas as despesas relacionadas aos exames realizados serdo pagas pelo or¢amento da
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pesquisa. Em relacdo aos beneficios indiretos, acredita-se que essa pesquisa pode
proporcionar um melhor entendimento da doenca através do estudo das heterozigotas para

mucopolissacaridose tipo II.

A sua participagdo e voluntaria. Se voc€ ndo participar deste projeto, ndo havera
nenhum prejuizo em seu atendimento ou de seu(s) filhos no ambulatério de MPS do SGM-

HCPA ou em qualquer outro servigo deste hospital.

Informo que vocé tem a garantia de acesso sobre qualquer esclarecimento ou
duvidas. Os pesquisadores responsaveis por este projeto sao a Médica Geneticista Louise
Lapagesse de Camargo Pinto, a Dra Ida Vanessa Schwartz e o Dr Roberto Giugliani. Eles
estdo a disposicao pelos telefones (51) 2101-8011 ou (51) 9994-6066. Apds a assinatura,

vocé recebera uma copia deste documento.

Assim que todos os resultado estiverem prontos vocé recebera um relatoério com

todas as informagdes pertinentes.

Declaro que fui informado de forma clara e detalhada sobre o projeto e que tive

minhas davidas esclarecidas.

Nome do participante:

Assinatura: Data:

Nome da pessoa que aplicou o Termo:

Assinatura: Data:
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ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
OBTENCAO DE IMAGENS FOTOGRAFICAS
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para obtencio de fotografia e imagens

Eu, concordo

com a utilizagdo de minhas imagens fotograficas incluindo rosto, sem a divulgacao
simultanea do meu nome, ou qualquer forma de identificacdo; para fins de documentacao
de investigacdo diagnostica, bem como o uso de publicagdo cientifica. As imagens
fotograficas ficardo no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, e fazem parte do projeto de doutorado: Avaliagdo de manifestagcdes clinicas e
laboratoriais de heterozigotas mucopolissacaridose tipo II”. Os pesquisadores responsaveis
por este projeto sdo a Médica Geneticista Louise Lapagesse de Camargo Pinto, a Dra Ida
Vanessa Schwartz e o Dr Roberto Giugliani. Eles estdo a disposi¢do pelos telefones (51)
2101-8011 ou (51) 9994-6066. ApoOs a assinatura, vocé recebera uma copia deste

documento.

Nome do paciente:

Assinatura:

Data:

Meédica responsavel
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ANEXO 3- QUESTIONARIO E EXAME FiSICO
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Questionario e Exame Fisico

Paciente nimero

Familia nimero

Mutagao

FICHA DE AVALIACAO

PROTOCOLO “ESTUDO CLiNICO E LABORATORIAL DE HETEROZIGOTAS
PARA MUCOPOLISSACARIDOSE I1”

DATA DA AVALIACAO:

1) Identificacao
NOME:

DATA DE NASCIMENTO:

IDADE NA AVALIACAO:
NATURALIDADE:
ENDERECO:
TELEFONE:

EMAIL:

NOME DO PACIENTE AFETADO E PARENTESCO:

HETEROZIGOTA: ( )sim
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( )nao

( ) desconhecido

2) Dados Gineco-Obstétricos:
MENARCA (idade em anos):
MENOPAUSA (idade em anos):
GESTA PARA CESA ABO

ABORTAMENTO ESPONTANEOS:

Ano Trimestre de gestacio

DIFICULDADE PARA ENGRAVIDAR?

( ) sim. Fez algum tratamento? Qual? Foi descoberto o motivo?

( )nao

HEREDOGRAMA (no minimo 3 geragdes, indicando idade de todos os individuos:



3) PERFIL PSICOSSOCIAL:

Escolaridade:

Profissao:

4) MANIFESTACOES CLiNICAS (anamnese):
1. CARDIOLOGICOS ( ) NAO () SIM, QUAIS?

2. PULMONARES ( ) NAO ( ) SIM, QUAIS?

3. OSTEOARTICULARES ( ) NAO () SIM, QUAIS?

4. USO DE MEDICACOES ( ) NAO ( ) SIM, QUAIS?

218

5. OUTRA DOENCA ASSOCIADA () NAO () SIM, QUAIS?

INTERNACOES PREVIAS? () NAO
() SIM. QUAIS?



CIRURGIAS PREVIAS? (
(

5)EXAME FiSICO:

Idade:

Peso:

Altura:

Perimetro cefalico:
Face:

ACV:

Hepatomegalia?
Esplenomegalia?
Contraturas articulares?
Lesdes cutineas?

Opacifica¢ao cornea?

) NAO
) SIM. QUAIS?
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ANEXO 4- SUMARIO DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DAS
PACIENTES INCLUIDAS NESSE ESTUDO



Quadro 1. Dados da anamnese das heterozigotas para Mucopolissacaridose tipo II (n =22)
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Identificagd | Idade Menarca Menopausa | Gestagcdes | Abortamento Abortamento Doengas Cirurgias | Internacdes | Familia
0 (anos) (idade) (idade) (n) espontaneo espontaneo (nimero)
(n) (idade)
1 31 12 NA 2 0 NA nao nao nao 1
2 40 10 NA 3 1* 18 nao nao nao 2
3 33 12 NA 1 0 NA nao nao sim! 3
4 27 12 NA 2 0 NA nao nao sim? 4
5 48 14 NA 2 0 NA sim? sim’ nio 5
6 52 10 NA 2 0 NA sim? sim™ sim’ 6
7 46 15 40 3 0 NA sim? sim” nio 7
8 37 13 NA 1 0 NA nao nao nao 8
9 33 9 NA 2 0 NA nio nio sim® 9
10 33 12 NA 2 0 NA nao nao nao 9
11 35 10 NA 1 0 NA nao nao nao 10
12 35 12 NA 2 0 NA nao nao nio 11
13 36 12 NA 1 0 NA no no sim’ 12
14 34 13 NA 4 2¥* 21e26 sim’ nao nao 13
15 43 14 NA 2 0 NA sim3 sim® nao 14
16 35 12 NA 3 0 NA nao nao nao 15
17 23 12 NA 2 1* 21 nao nao ndo 16
18 22 12 NA 2 0 NA nao nao nao 17
19 33 15 NA 3 0 NA nao nao ndo 18
20 46 14 NA 3 1 ndo sabe nao sim’ sim® 18
21 40 15 NA 1 0 NA nao nao ndo 19
22 32 13 NA 1 0 NA sim nao nao 20

~ . . . . . . ~ .. . ~ . . ~ . 47 . . 5 A
NA ndo aplicavel,; *primeiro trimestre; **segundo trimestre; infec¢do urindria; *infec¢do uterina; >hipertensdo arterial; “histerectomia; “tratamento de cancer
6, - 7 ) ; .
de mama, "amigdalite; "depressdo, ° apendicectomia




Quadro 2. Dados da anamnese das nfio heterozigotas para Mucopolissacaridose tipo II (n =18)
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Identificagdo Idade Menarca Menopausa | Gesta Aborto Aborto Doengas | Cirurgias | Internagdes Familia
(anos) (idade) (idade) (n) espontdneo | espontineo (nimero)
(n) (idade)
23 57 11 NA 1 0 NA sim! sim? nao 21
24 38 13 NA 1 0 NA sim>° nao nao 24
25 30 11 NA 1 0 NA nao nao sim 21
26 59 14 55 4 2 ndo sabe sim' sim™* nao 22
27 41 14 NA 3 0 NA nao sim nao 23
28 25 11 NA 1 0 NA nao nao nio 9
29 53 14 53 4 1 25 sim’ sim’ nio 24
30 17 11 NA 0 0 NA nao nao nao 10
31 48 12 NA 4 1 30 sim’ nao nao 10
32 24 11 NA 1 0 NA nao nao nao 10
33 45 12 38 2 0 NA no sim™® nio 10
34 14 11 NA 0 0 NA nao nao nao 10
35 42 11 NA 3 1 30 nao nao nao 10
36 39 14 NA 3 1 30 nao sim’ nao 10
37 14 12 NA 0 0 NA nao nao nao 10
38 37 12 NA 3 0 NA nio sim’ nio 10
39 15 12 NA 0 0 NA nao nao nao 10
40 75 12 42 15 2 ndo sabe sim’ nao nao 10

~ . . . . . . . . 7. 2 . . 37 . 4 . . 57 . ~ . 6 roo.
ndo aplicavel; *primeiro trimestre; **segundo trimestre; 'hipotireoidismo, “apendicectomia, ’ histerectomia; *perineoplastia; *hipertensdo arterial;’ovdrios
NA l Iy t tre; *% dot tre; 'hipotireoid dicect histerect lastia; ”hipert terial
. 7. 7 ~ 8 . .
policisticos; " depressdo, °colecistectomia
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Quadro 3. Dados do exame fisico (antropometria) das heterozigotas para Mucopolissacaridose tipo II (n=22)

Identificagdo Perimetro Cefalico Estatura Peso
(cm) (cm) (kg)
1 57 161 61
2 57 160 60
3 54 157 61
4 52 159 53
5 57 168 97
6 56 159 96
7 58 156 69
8 53 157 48
9 56 172 58
10 53 164 64
11 55 160 80
12 53 153 52
13 53 159 56
14 53 148 53
15 54 164 58
16 55 152 61
17 53 154 54
18 58 167 78
19 54 161 61
20 56 163 119
21 55 158 54
22 58 163 62
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Quadro 4. Dados do exame fisico (antropometria) nas nao heterozigotas para Mucopolissacaridose tipo I1

Identificacdo Perimetro Cefalico Estatura Peso
(cm) (cm) (kg)
23 52 162 54
24 54 154 55
25 57 159 72
26 54 163 61
27 55 170 82
28 53 161 61
29 53 155 55
30 53 158 53
31 53 156 76
32 54 165 55
33 54 157 78
34 54 163 57
35 55 182 82
36 54 163 60
37 53 160 54
38 55 162 57
39 53 167 47
40 56 153 67




Quadro 5. Resultados da tomografia computadorizada de abdomen nas heterozigotas para Mucopolissacaridose tipo II (n=22)
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Identificagio | Hepatomegalia' Volume Volume Volume Volume Abdémen | Esplenomegalia’® Volume Volume Volume
(n=14) Hepatico | Hepatico Hepatico (voxels) (n=14) Esplénico Esplénico Esplénico
(cm?) (voxels) | Normalizado (n=14) (cm?) (voxels) Normalizado
(n=17) (n=14) (%) (n=14) (n=14) (%)*
(n=14) (n=14)

1 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
2 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
3 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
4 leve 1447,84 1104063 14,24 7751217 ndo 116,06 172683 2,28
5 leve 1723,64 733815 12,03 6098367 leve 421,03 171955 2,82
6 ndo 289221 874521 12,02 7276568 nao 246,15 101693 1,40
7 NR 1635,48 NR NR NR NR NR NR NR
8 nio 1229.9 1030943 18,50 5573634 sim 254,74 217738 3,91
9 leve 1705,48 788443 14,32 5505216 nao 236,52 106166 1,93
10 moderada 1677,74 1093208 12,20 8960489 ndo 56,34 158983 1,77
11 nio 1801,27 935147 12,47 7496361 leve 297,89 140986 1,88
12 leve 1285,44 1104063 15,01 7352592 nao 180,50 172683 2,34
13 nao 1531,26 796102 16,38 4859302 ndo 190,88 127072 2,61
14 nio 1308,04 842087 18,00 4679426 ndo 137,28 84174 1,80
15 nao 858,54 851300 16,26 5236472 nao 154,71 112887 2,15
16 nao 1697,28 826878 15,69 5268680 ndo 148,26 78812 1,50
17 NR 1503,94 NR NR NR NR NR NR NR
18 NR 1605,98 NR NR NR NR NR NR NR
19 ndo 1490,62 861581 14,70 5860601 ndo 207,74 147427 2,51
20 nio 1673,38 656018 10,07 6515066 ndo 295,32 88814 1,36
21 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
22 NR NR NR NR NR NR NR NR NR

NR néo realizado; ' hepatomegalia leve < 2 cm abaixo do rebordo do rim direito ou hepatomegalia moderada 2-4cm abaixo do rebordo do rim direito;

*volume hepatico (voxels)/volume abdomen (voxels); 3egz)lenomegalia leve = 12-14 cm ou moderada 14-16¢m; *volume esplénico (voxels)/volume abdémen (voxels)




Quadro 6. Resultados da tomografia computadorizada de abdomen nas nao heterozigotas para MPS II (n=18)

Identificagio | Hepatomegalia' | Volume | Volume Volume Figado Esplenomegalia’ | Volume Volume Baco
(n=17) Hepatico | Hepatico Abdomem Normalizado (n=17) Esplénico | Esplénico | Normalizado
(cm?) (voxels) (voxels) (%) (cm?) (voxels) (%)*
(n=17) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

23 nao 1667,95 | 760817 4873778 15,61 ndo 102,1 66548 1,36
24 ndo 1536,46 | 1042861 6781761 15,38 ndo 109,8 83562 1,23
25 ndo 2113,59 | 1073580 6612015 16,24 ndo 199,04 109239 1,65
26 ndo 1464,51 | 758048 5338278 14,2 ndo 85,17 41457 0,78
27 leve 201429 | 958857 7429061 12,91 ndo 257,27 112709 1,52
28 ndo 1266,23 | 1254407 7717644 16,27 ndo 123.3 102143 1,32
29 NR NR NR NR NR NR NR NR NR
30 moderada 1486,39 | 1030530 5351940 19,25 ndo 113,11 70153 1,31
31 ndo 1677,74 | 731098 5830849 12,54 ndo 56,34 36759 0,63
32 leve 1059,7 739843 4554194 16,24 ndo 137,14 107274 2,35
33 ndo 1520,53 NR NR NR ndo NR NR NR
34 ndo 1697,29 | 724269 4589824 15,78 leve 228,38 148360 3,23
35 ndo 2200,87 | 890420 7226715 12,32 moderada 211,71 108352 1,50
36 ndo 1199,01 | 1080445 7161340 15,09 ndo 156 135811 1,90
37 ndo 1195,08 | 1284703 8799492 14,6 ndo 229,13 222577 2,53
38 ndo 1527,55 | 1121794 6934023 16,18 ndo 136,63 114817 1,65
39 nao 822,18 1134438 6104072 18,6 nao 133,66 148360 2,43
40 nao 13689 780824 7189039 10,86 nao 115,31 63735 0,89

NR néo realizado, hepatomegalia leve < 2 cm abaixo do rebordo do rim direito ou hepatomegalia moderada 2-4cm abaixo do rebordo do rim direito;

“volume hepdtico (voxels)/volume abdémen (voxels); esplenomegalia leve = 12-14 cm ou moderada 14-16cm; *volume esplénico (voxels)/volume abdémen (voxels)
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Quadro 7. Resultados da ressonincia magnética de crinio nas heterozigotas para MPS Il (n=22)
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Identificagdo Volume Volume Volume Volume cerebral Caixa Volume Volume Volume Volume Volume Volume Carga Carga Carga
liquérico ventricular cerebral normalizado craniana cerebral liquérico cerebral ventricular liquérico ventricular de de de

(voxels) (voxels) (voxels) (%) (voxels) (cm?) (cm?®) total (cm?) normalizado® | normalizado lesdes lesdes lesdes

(n=7) (n=7) (n=5) (n=7) (n=7) (n=5) (n=7) (voxels) (n=7) (%) (%) (voxels) (cm?) (%)?

(n=5) (n=7) (n=7) (n=5) (n=5) (n=7)

1 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
2 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
3 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
4 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
5 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
6 126288 13101 663850 42,45 2136657 | 1212,09 166,23 1563655 17,24 5,91 0,61 5285 14,84 0,33
7 192694 14818 676391 41,74 2262443 1234,98 253,63 1620251 19,50 8,52 0,65 1686 4,73 0,10
8 231604 5582 661985 49,05 1867325 1208,68 304,85 1349503 7,35 12,40 0,30 2016 5,66 0,14
9 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
10 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
11 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
12 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
13 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
14 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
15 222589 9024 NR 46,81 1928850 NR 2538,85 NR 11,88 11,54 0,47 NR NR 0,16
16 126991 11410 666442 48,71 1914999 | 1216,82 | 2520,62 | 1368293 15,02 6,63 0,60 9908 27,83 0,72
17 124455 9237 598112 46,50 1702802 | 1092,06 224131 1286203 12,16 7,31 0,54 374 1,05 0,03
18 161567 25386 NR 46,51 2201158 NR 2897,27 NR 33,41 7,34 1,15 NR NR 0,11
19 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
20 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
21 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
22 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

NR ndo realizado 'volume craniano (voxels)/volume total(voxels);>volume ventricular (voxels)/caixa craniana (voxels);? lesoes(voxels)/volume cerebral total ((voxels)




Quadro 8. Resultados da ressonincia magnética de crianio nas nao heterozigotas para MPS II (n=18)
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Identificagdo Volume Volume Volume Volume cerebral Caixa Volume Volume Volume Volume Volume Volume Carga Carga Carga
liquérico ventricular cerebral normalizado craniana cerebral liquérico cerebral ventricular liquérico ventricular de de de
(voxels) (voxels) (voxels) (%) (voxel) (cm?) (cm?®) total (cm?) normalizado normalizado lesdes lesdes lesdes
(n=15) (n=15) (n=14) (n=15) (n=15) (n=14) (n=15) (voxel) (n=15) (%)? (%)? (voxel) (cm?) (%)
(n=14) (n=15) (n=15) (n=14) (n=14) (n=15)
23 111979 22872 NR 46,78 1853392 NR 147,39 NR 30,11 6,04 1,23 NR NR 1,08
24 129648 8845 558338 43,12 1906569 | 1019,44 | 2509,52 1294904 11,64 6,80 0,46 953 2,67 0,073
25 144453 13548 759578 47,89 2225894 | 1386,87 190,14 1586143 17,83 6,49 0,61 2360 6,63 0,15
26 72260 5711 640958 44,72 1777926 1170,3 103,75 1433094 8,20 4,06 0,32 4722 13,26 0,33
27 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
28 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
29 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
30 109293 6960 688740 49,17 1934238 | 1257,53 2545,94 1400714 9,16 5,65 0,36 1305 3,66 0,093
31 60577 17017 684307 46,75 1988568 | 124944 | 261745 1463735 22,40 3,05 0,86 3910 10,98 0,26
32 82384 5328 733387 51,85 1953188 | 1339,05 2570,88 1414430 7,01 4,22 0,27 1287 3,61 0,09
33 68543 3459 695914 46,60 2069249 | 1270,63 | 2723,65 1493249 4,55 3,31 0,17 2113 5,93 0,14
34 161940 6786 680200 46,31 1999971 1241,94 213,15 1437539 8,93 8,10 0,34 2368 6,65 0,16
35 83145 7261 631088 41,96 2076663 | 115227 | 273341 1504019 9,56 4,00 0,35 1208 3,39 0,08
36 156139 5868 622406 44,12 1941216 | 113641 2555,13 1410529 7,72 8,04 0,30 0 0 0
37 128843 3968 686547 51,30 1868003 | 1253,53 2458,76 1338300 5,22 6,90 0,21 0 0 0
38 141750 5498 707121 45,15 2139749 | 1291,09 | 2816,44 1565926 7,24 6,62 0,26 6786 19,06 0,43
39 104078 5638 687237 51,31 1854691 1254,79 | 2441,24 1339240 7,42 5,61 0,30 977 2,74 0,07
40 217680 13560 670192 43,81 2087178 | 1223,67 | 274725 1529683 17,85 10,43 0,65 2425 6,81 0,15

NR ndo realizado; 'volume craniano (voxels)/volume total(voxels);? volume ventricular (voxels)/caixa craniana (voxels);*lesoes(voxel)/volume cerebral total (voxel)
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Quadro 9. Resultados da tomografia de coluna computadorizada da coluna lombar nas heterozigotas
para MPS 1I (n=22)

Identificacdo Resultados
(n=15)
1 NR
2 NR
3 NR
4 NR
5 normal
6 NR
7 normal
8 normal
9 normal
10 normal
11 normal
12 normal
13 normal
14 normal
15 normal
16 normal
17 normal
18 normal
19 normal
20 normal
21 NR
22 NR

NR ndo realizado




Quadro 10. Resultados da tomografia de coluna lombar nas nio heterozigotas para MPS II (n=18)

230

Identificacdo Resultados
(n=17)
23 normal
25 normal
26 normal
24 normal
27 normal
28 normal
29 normal
30 NR
31 normal
32 normal
33 normal
34 normal
35 normal
36 normal
37 normal
38 normal
39 normal
40 normal

NR ndo realizado
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Quadro 11. Resultados da analise molecular, citogenética e do padrio da inativa¢io do cromossomo X nas heterozigotas para MPS II (n=22)

Identificaciao Mutacio Cariétipo Nimero de repeticoes do alelo Padrao de inativacao
(n=17) (n=14) HUMARA (pb) do cromossomo X
(n=14) (n=10)
1 p-Y103X (exon 3) NR 198/204 Randémico
2 p-A85T (exon 3) NR NR NR
3 c.1348del13 (exon 9) NR NR NR
4 p.H335R (exon 7) NR 192/195 Randomico
5 p.K236K (exon 5) splicing NR 198/216 Randomico
6 p.P231L (exon 5) NR 198/204 ***Desvio do alelo 198
7 * NR NR NR
8 [p.P156Q; p.F155L] (exon 4) NR NR NR
9 p-S333L (exon 7) 46,XX 189/189 Nao informativa
10 p.S333L (exon 7) 46,XX 189/189 Nao informativa
11 Deel¢do do gene da IDS e do pseudogene 46,XX 188/201 Randomico
da IDS
12 p-Q239X (exon 6) 46,XX 195/201 ***Desvio do alelo 196
13 p-R8X (exonl) 46,XX 186/189 Randémico
14 * 46,XX ) NR
15 p-Q80R (exon 2) 46,XX 192/195 Randémico
16 p.D45V (exon 2) 46,XX 192/198 Randémico
17 p-R88H (exon 3) 46,XX 198/198 Nao informativa
18 *ok 46,XX 189/189 Nio informativa
19 * 46,XX 192/207 Rand6émico
20 *x 46,XX NR NR
21 inversdo entre o gene e pseudogene 46,XX NR NR
22 (G.374G (exon8) splicing 46,XX NR NR

"Mutacdo ndo encontrada, mas é heterozigota obrigatoria porque tem 2 filhos afetados;” Mutagéo néio encontrada mas é heterozigota obrigatéria pela histéria familiar;
NR ndo realizado,  Desvio da inativagdo do cromossomo X quando a amplificagdo de um dos alelos apés a digestao com a enzima Hpa 11 >80%




Quadro 12. Resultados da analise citogenética e do padriio da inativacio do cromossomo X nas ndo heterozigotas para MPS II (n=18)
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Identificacido Cari(’)tip*o Numero de repeticoes do alelo HUMARA Padrio de inativagio
(n=17) (pb) do cromossomo X
(n=17) (n=15)

23 46,XX 192/198 Randomico

24 46,XX NR NR

25 46,XX 189/198 Randomico

26 46,XX 186/195 Randbémico

27 46,XX 189/204 **Desvio do alelo 189

28 46,XX 189/201 Randomico

29 46,XX 189/189 Nao informativa

30 46,XX 194/198 **Desvio do alelo 198

31 46,XX 189/201 **Desvio do alelo 198

32 46,XX 189/195 **Desvio do alelo 189

33 46,XX 189/201 **Desvio do alelo 189

34 46,XX 189/204 Randomico

35 46, XX 189/204 **Desvio do alelo 189

36 46,XX 189/204 **Desvio do alelo 189

37 46, XX 188/204 **Desvio do alelo 189

38 NR 189/204 **Desvio do alelo 189

39 46,XX 189/189 Nao informativa

40 46,XX 189/199 Randbémico

“Cariétipo de sangue periférico foram analisadas 20 células em cultura; NR ndo realizado,” Desvio da inativa¢do do cromossomo X quando a amplificacio de
um dos alelos apds a digestdo com a enzima Hpa Il >80%



Quadro 13. Resultados da dosagem da atividade da IDS em plasma, leucdcitos e de

GAGs urinarios nas heterozigotas para MPS Il (n=22)
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Identificagao IDS plasma * IDS leucécitos™* GAGs***
(n=21) (n=21) (n=21)
1 70 22 27
2 95 23 23
3 26 44 14
4 16 58 16
5 24 44 21
6 15 87 28
7 33 60 33
8 11 75 16
9 21 48 42
10 38 129 NR
11 20 58 11
12 20 67 17
13 19 54 16
14 20 152 20
15 25 171 13
16 16 88 23
17 NR NR 11
18 54 130 13
19 16 16 58
20 12 25 101
21 39 202 25
22 74 9 31

“Valores normais de referéncia 122-463 nmoles/4h por mL; ** Valores normais de referéncia 31-110

nmoles/4h por mg proteina, ***Valores normais de referéncia 13-45 mg/mmolL creatinina ; NR ndo

realizado



Quadro 14. Resultados da dosagem da atividade da IDS em plasma, leucdcitos e de

GAGs urinarios nas nio heterozigotas para MPS II (n=18)
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Identificacao IDS plasma * IDS leucdcitos** GAGs***
(n=22) (n=18) (n=18)
23 140 54 20
24 225 49 14
25 103 26 35
26 120 25 32
27 51 33 17
28 152 31 17
29 235 62 18
30 299 46 28
31 256 29 25
32 283 55 19
33 227 32 26
34 290 24 38
35 272 45 16
36 238 44 20
37 248 81 22
38 232 46 23
39 178 52 26
40 193 74 35

"Valores normais de referéncia 122-463 nmoles/4h por mL; ** Valores normais de referéncia 31-

110 nmoles/4h por mg proteina; ***Valores normais de referéncia 13-45 mg/mmolL creatinina



