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RESUMO

INTRODUCAO: As mucopolissacaridoses (MPS) sdo doencas de depésito lisossémico,
caracterizadas pela deficiéncia de enzimas lisossémicas envolvidas na degradagéo dos
glicosaminoglicanos (GAGs). O acumulo anormal dessas macromoléculas no interior
dos lisossomos provoca alteracfes estruturais e funcionais, de carater multissistémico e
progressivo. Os GAGs acumulados também sdo excretados na urina, onde podem ser
identificados através de diversos métodos bioquimicos. Estas doencas estdo presentes
em todos os grupos étnicos e a incidéncia conjunta das MPS, é estimada entre
1:10.000 a 1:25.000 nascidos vivos. (Baehner, 2005). A causa das MPS é a deficiéncia
de uma enzima especifica na rota de degradacédo dos GAGs. As MPS sao classificadas
segundo o tipo de substrato (GAGs) acumulado e a enzima especifica deficiente. Na
sindrome de Morquio A, ou mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA), o substrato
acumulado é o queratan sulfato e a enzima deficiente € a N-acetilgalactosamina-6-
sulfatase. (GALNS). Os pacientes afetados por MPS IVA apresentam baixa estatura,
disostose mudltipla, opacidade de cdrnea, entre outros sinais e sintomas. O
desenvolvimento psicomotor e mental € normal. O método de deteccéao inicial das MPS
baseia-se na identificacdo dos GAGSs, que sao excretados em excesso na urina destes
pacientes. A presenca de queratan sulfato na eletroforese ou a deteccdo de niveis
aumentados na dosagem quantitativa, direciona a investigacao laboratorial para a MPS
IV. O diagnéstico definitivo se estabelece através da medida da atividade enzimética

em leucécitos ou fibroblastos, onde se constata a deficiéncia enzimatica.

OBJETIVOS: Este estudo teve como objetivo principal, tornar disponivel um novo
método, mais simples, rapido e acessivel, para o diagndstico bioquimico de
mucopolissacaridose tipo IVA, utilizando amostras de sangue impregnadas em papel
filtro (SIPF).

MATERIAIS E METODOS: Amostras de SIPF e leucdcitos de 35 pacientes de ambos
0S sexos, com idade entre 3 e 47 anos, com diagndstico previamente estabelecido de

MPS IVA, pelo método convencional, em leucécitos e /ou fibroblastos, foram



analisadas. Para o estabelecimento dos valores de referéncia, foram estudadas
amostras de leucdcitos e de SIPF de 54 individuos saudaveis (18-50 anos), de ambos
0S sexos. Apés assinatura do termo de consentimento, amostras de sangue periférico
de pacientes e controles, foram coletadas, para a obtencdo de leucdcitos e sangue
impregnado em papel filtro.(SIPF). Os ensaios enziméticos foram realizados nas
amostras de leucécitos e SIPF, simultaneamente, para comparar os resultados.

RESULTADOS: Os resultados obtidos nos ensaios enziméaticos de todos os pacientes
apresentando MPS IVA, confirmaram a deficiéncia da atividade enziméatica em ambos
materiais (leucocitos e SIPF) com uma diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle. (Mann-Witney U test, p< 0,001). Neste estudo, a medida de
GALNS em amostras de SIPF permitiu a identificacdo dos pacientes com MPS IVA,
com sensibilidade de 100 %. Os testes de estabilidade realizados nas amostras de
SIPF indicaram que amostras coletadas para a medida da atividade de GALNS devem
ser mantidas a 4°C sempre que possivel, sendo estaveis nesta temperatura por mais de
30 dias.

CONCLUSOES: Nas condicbes utilizadas, amostras de SIPF se mostraram adequadas
para a identificacdo segura de pacientes com MPS tipo IVA. O método que utiliza
amostras de SIPF é mais acessivel e rapido, simplificando a etapa de coleta e
transporte, podendo ser utilizado para detectar pacientes afetados, especialmente em

areas de dificil acesso para a coleta e transporte de amostras liquidas.

Palavras-chave: Mucopolissacaridose, Sindrome de Morquio, glicosaminoglicanos,

queratan sulfato, diagnostico, sangue em papel filtro.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Mucopolysaccharidosis (MPS) are lysosomal deposit diseases
characterized by lysosomal enzymes deficiency involved in the degradation of
glycosaminoglycans (GAGs). The abnormal accumulation of these macromolecules
inside the lysosomes provokes structural and functional alterations multi-systemically
and progressively. The accumulated GAGs are also excreted in the urine, where they
may be identified through many different biochemical methods. These diseases occur
among all ethnical groups and the combined incidence of MPS is estimated at 1:10.000
to 1:25.000 live births. (Baehner, 2005). The MPS’ cause is the deficiency of a specific
enzyme in the GAGs degradation route. The MPS are classified according to a type of
substrate accumulated (GAGs) and the deficiency of a specific enzyme. In Morquio
syndrome A or Mucopolysaccharidosis type IVA (MPS IVA), the accumulated substrate
is the keratan sulfate and the deficient enzyme is the N-acetylgalactosamine-6-sulfatase
(GALNS). The patients affected by MPS IVA present short stature, dysostosis multiplex,
corneal opacity, among others signs and symptoms. The cognitive and mental
developments are normal. The MPS initial detection method is based on the
identification of the GAGs which are excreted in the patients’ urine. The presence of the
keratan sulphate in the electrophoresis or the detection of the increased levels in the
quantitative dosage directs the laboratory investigation to MPS V. The definitive
diagnosis is established through measuring the enzymatic activity in leukocytes or

fibroblasts, in which the enzymatic deficiency is proved.

OBJECTIVE: This study’s main purpose is to offer an original, simpler, faster and more
accessible method for biochemical diagnosis of Mucopolysaccharidosis type IVA using
dried blood samples (DBS).

MATERIALS AND METHODS: DBS and leukocytes from 35 patients from both sexes
between 3 and 47 years of age with previously established diagnosis of MPS IVA
through the conventional method in leukocytes and/or fibroblasts were analyzed. In
order to establish reference values DBS and leukocytes samples from 54 healthy people



(18-50 years of age) from both sexes were studied. After signing a paper consent form,
peripheral blood samples from patients and controls were collected for obtaining
leukocytes and dried blood samples (DBS). To validate the method, we made a

simultaneous GALNS assay in leukocytes and DBS.

RESULTS: The results obtained in the enzymatic assays from all patients presenting
MPS IVA confirmed the deficiency of enzymatic activity in both materials (leukocytes
and DBS) with a significant statistical difference in relation to the control group. (Mann-
Witney U tes, p< 0,001). In this study, the quantity of GALNS in DBS allowed the
identification of patients with MPS IVA with sensibility of 100%. The stability tests
indicate that DBS samples collected for measuring the activity of GALNS must be kept

at 4°C whenever possible, being stable in this temperature for more than 30 days.

CONCLUSION: In the used conditions, DBS were adequate for a safe identification of
patients with MPS type IVA. The method which utilizes DBS is cheaper and faster, what
simplifies the collection and transportation stage and can be used to detect affected
patients especially in difficult access areas for the collection and transportation of liquid

samples.

KEY WORDS: Mucopolysaccharidosis, Morquio syndrome, glycosaminoglycans,

keratan sulfate, diagnosis, dried blood samples.
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1 INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) s&o doencas determinadas
geneticamente, causadas por um defeito enzimatico especifico que leva ao bloqueio de
uma determinada rota metabdlica. Esse bloqueio tem como conseqtiéncia o acumulo do
substrato da enzima deficiente, a deficiéncia do produto da reacdo ou o desvio do
substrato para uma rota metabdlica alternativa.

Os EIM correspondem a cerca de 10% de todas as doencgas genéticas, isto €,
cerca de 500 disturbios que envolvem defeitos na sintese, degradacao, transporte e
armazenamento de moléculas no organismo (Sanchez et al, 2006). Ainda que
individualmente raros, sdo freqlientes em conjunto, tendo uma incidéncia global
estimada em 1/1.000 recém-nascidos vivos (RNs). Em grupos de alto risco, como RNs
agudamente enfermos, esse numero pode ser 10 a 20 vezes maior (Wannmacher et al,
1982 e Green,1991).

O termo EIM foi proposto por Archibald Garrod, através de seus estudos sobre a
alcaptonuria, pentosuria, albinismo e cistinuria. Ele observou que os individuos afetados
apresentavam concentracdo anormal de metabdlitos intermediarios, sugerindo a
presenca de um defeito em algum ponto do metabolismo dessas moléculas. Tais
disturbios foram atribuidos a atividade deficiente ou ausente de uma enzima
responsavel por um passo especifico de uma rota metabdlica, cujo bloqueio levava ao
acumulo do substrato e / ou falta do produto (Stanbury et al, 1983).

Os EIM podem ser classificados de varias maneiras, como, por exemplo, pela
idade de apresentacdo ou pela area do metabolismo afetada. Sinclair (1982) dividiu os
EIM de acordo com a repercussao celular e metabolica do defeito associado, em:

1) EIM envolvendo disturbios do transporte. Exemplo: Deficiéncias de dissacaridases.
2) EIM envolvendo distarbios de armazenamento e degradacdo. Exemplo: doencas
lisossbmicas de deposito.



18

3) EIM envolvendo disturbios de sintese. Exemplo: hiperplasia adrenal congénita.
4) EIM envolvendo distarbios do metabolismo intermediario. Exemplo:
hiperfenilalaninemia e tirosinemia.

Embora a confirmacéo diagndstica seja usualmente obtida pela demonstracédo da
baixa atividade de uma enzima especifica, varias razbes podem motivar a deficiéncia
enzimatica, como por exemplo: 1). A enzima codificada por um gene mutante pode nao
ser produzida ou ser produzida com atividade catalitica reduzida; 2) Pode resultar de
uma mutacao envolvendo o gene que regula a sintese da enzima; 3) a enzima pode ser
degradada a uma velocidade exagerada, levando a reducdo da quantidade de enzima
ativa disponivel; 4) a mutacdo pode afetar a sintese de cofator necessario para a
atividade enzimatica (Fensom et al,1989).

Em 1982, foi criado no Servico de Genética Médica (SGM) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) o Laboratorio Regional de Erros Inatos do
Metabolismo (LREIM).

O LREIM é um centro de referéncia nacional para o diagnostico de MPS, sendo a
base laboratorial da Rede MPS Brasil, criada em 2004. A Rede MPS Brasil recebe
amostras de pacientes de diversas regides do Brasil e mesmo do exterior, para
diagnostico ou acompanhamento de pacientes em tratamento. Este servigo tem sido
considerado da maior importancia, uma vez que essas doencgas sao raras, subdivididas
em diversos grupos e geralmente ndo apresentam sintomas clinicos especificos, o que
exige a realizacdo de inumeras técnicas laboratoriais sofisticadas, que requerem
material e profissionais especializados.

De maneira geral, todos os pacientes encaminhados ao LREIM séo submetidos a
testes de triagem qualitativos e semiquantitativos na urina e no sangue. Quando um
desses testes resulta positivo ou quando persiste a suspeita clinica, mesmo com testes
de triagem negativos, a investigacao continua com testes mais especificos e indicados
de acordo com a suspeita clinica.

Infelizmente, a maioria das doencas lisossdmicas (DLD) ndo sdo identificadas
pelos testes de triagem iniciais na investigacdo de um EIM. Portanto, quando sinais
clinicos e radiologicos sdo sugestivos de uma DLD, é necessaria a realizacdo de

exames especificos e, na maioria dos casos, somente através de ensaios enzimaticos
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em leucdcitos ou cultura de fibroblastos é que se obtém o diagnostico definitivo
(Lowden,1982). Como as DLD representam mais da metade dos casos de EIM
diagnosticados no LREIM, é justificada a nossa preocupacdo com a sua identificacéo.

A baixa frequéncia individual dos EIM e sua grande heterogeneidade clinica
justificam a criacdo de laboratérios de referéncia, com o objetivo de facilitar o
diagnostico dessas doencas.

O LREIM atua como um laboratério de referéncia para servicos de geneética,
pediatria e neurologia de todos os estados do Brasil, outros paises da América Latina
(Argentina, México, Colémbia, Chile e Peru) principalmente e paises de outras regides,
como Africa, Oriente Médio e Asia, os quais enviam material para analise, quando
necessitam de apoio diagnéstico em casos de suspeita de DLD.

A atuacao como um centro de referéncia, recebendo amostras dos mais remotos
lugares do Brasil e do exterior, traz algumas preocupac¢fes. Entre elas, a que se
relaciona com a influéncia das condicdes de coleta e transporte do material, na
atividade enzimatica a ser analisada. O transporte de amostras liquidas, como sangue
total enviado em tubos vacutainer, é prejudicado quando as distancias sao longas e os
servicos de transporte de material sdo precarios. Em tais situacfes, as amostras estdo
sujeitas a deterioracdo em curto espaco de tempo.

Desde a criacdo do Servico de Genética Médica, em 1982, até dezembro de
2010, 2134 pacientes com suspeita clinica de MPS foram investigados. Destes, 1101
tiveram diagnostico confirmado de MPS, sendo 113 de Sindrome de Morquio A (MPS
IVA). Os pacientes com MPS IVA diagnosticados eram de vérias procedéncias,
incluindo outros estados do Brasil (Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Espirito
Santo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande Do
Sul, Rio Grande do Norte, Santa Catarina, Sdo Paulo) e de outros Paises (Arabia
Saudita, Chile, Colémbia, Peru e México).

Com o objetivo de aprimorar e continuar oferecendo apoio ao diagnostico das
DLD, especialmente das Mucopolissacaridoses, para os diversos servicos que utilizam
o LREIM e a Rede MPS Brasil, este projeto teve a finalidade de padronizar uma nova

técnica de diagnéstico da MPS IVA, utilizando amostras de sangue impregnado em
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papel filtro (SIPF). O uso deste tipo de amostra facilita muito o transporte, possibilitando

0 acesso ao diagndstico dos pacientes provenientes das regidées mais distantes.

1.2 DOENCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO (DLD)

Para Tager et al (1984) as DLD resultam da deficiéncia de alguma enzima
especifica, ativador protéico ou proteina de transporte, conduzindo ao acumulo dos
substratos no lisossomo, que provoca mudancas bioquimicas especificas e sintomas
caracteristicos. O aparelho lisossdmico funciona como um sistema digestivo
intracelular, onde as enzimas hidroliticas, com pH acido, sdo responsaveis pela
degradacdo de macromoléculas. O catabolismo ocorre geralmente em cascata: Cada
passo é catalisado por uma enzima especifica, em que o produto de uma reacao forma
o substrato da proxima.

As DLD sédo doencas progressivas, graves e predominantemente incuraveis, com
risco de repeticdo de 25% na mesma familia. Na maioria delas, o diagnéstico permite
apenas medidas preventivas, tais como o0 aconselhamento genético, a deteccdo de
heterozigotos e o diagndstico pré-natal (DPN).

1.3 MUCOPOLISSACARIDOSES

As mucopolissacaridoses (MPS) s&@o erros inatos do metabolismo dos
glicosaminoglicanos (GAGs), que ocorrem pelo acumulo progressivo destas
macromoléculas dentro dos lisossomos, consequéncia por sua vez da deficiéncia das
enzimas responsaveis pela sua degradacao dentro destas organelas. S&o um grupo
das doencas lisossémicas de depoésito (DLD), nas quais ha acimulo anormal de GAGs

dentro dos lisossomos e excre¢cao aumentada desses compostos na urina. As MPS sé&o
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doencas progressivas e apresentam um amplo espectro de manifestacfes clinicas,
tanto motoras como sensoriais (Sanchez, 2006).

1.3.1 Mucopolissacaridose tipo IVA

A mucopolissacaridose tipo IVA € uma doenca de deposito lisossémico (DLD), de
carater autossdémico recessivo.

A MPS IVA é causada por uma deficiéncia intralisossomal da degradacao de
queratan sulfato. Este glicosaminoglicano € um componente da N-acetilglicosamina ou
acetilgalactosamina e galactose, formando um componente essencial da cartilagem e
da cérnea. Desta maneira, fica clara a manifestagdo priméria da mucopolissacaridose
no sistema esquelético (disostose multipla) e nos olhos (opacidade de cérnea).

A MPS IVA apresenta uma grande heterogeneidade clinica, com sintomas muito
variaveis: baixa estatura, protusdo esternal, pescoco curto, deformidades das maos,
deficiéncia no esmalte dentéario, pectus carinatum, entre outros sinais e sintomas. Isto
pode dificultar o diagnéstico individual dos pacientes, geralmente confundidos com
portadores de outras displasias 6sseas. Figuras 1, 2 e 3.

Pelo menos duas enzimas contribuem para a degradacdo do queratan sulfato, a
galactose-6-sulfato sulfatase e a B-galactosidase, que quebram o sulfato restante de
alguns glicosaminoglicanos (queratan sulfato e condroitin sulfato). A deficiéncia
genética de uma dessas enzimas causa as MPS tipo IVA e IVB, respectivamente
(Kircher et al, 2007).

Apesar da baixa estatura e da displasia esquelética progressiva ser usualmente
mais pronunciada na MPS IVA, ndo é possivel distinguir pelas caracteristicas clinicas a
MPS IVA da IVB.

Devido a displasia de odontoide, a mielopatia cervical é quase sempre presente,
ainda que também contribuam outros fatores, como a disfuncdo ligamentar. A
inteligéncia € normal em ambos os tipos de MPS IV (Neufeld e Muenzer, 2001 e
Northover, 1996).
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Figura 1 - Paciente de 6 anos, apresentando baixa estatura, “maos em garra”, pectus

carinatum e deformidades do tronco e pescoco.
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Figura 2 — Paciente de 25, 38 e 6 anos, apresentando deformidades esqueléticas

tipicas da sindrome de Morquio tipo IV A.



Figura 3 - Pacientes de 31 e 33 anos, irmas, com baixa estatura,
protusdo esternal, distrofia da articulacdo radioulnarcarpica,
distrofia da articulacdo do cotovelo (Umero radioulnar) e pectus

carinatum.

24



25

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MUCOPOLISSACARIDOSE

A primeira publicacdo sobre Mucopolissacaridose foi realizada por Charles H.
Hunter em 1917, que descreveu dois irmaos, de 8 e 10 anos de idade, que
apresentavam baixa estatura, facies infiltrada, hepatoesplenomegalia, hérnia inguinal,
MAaos em garra e respiracao ruidosa.

Mais tarde se esclareceu que os pacientes descritos por Hunter sofriam de uma
forma de mucopolissacaridose ligada ao cromossomo X, atualmente chamada de MPS
tipo Il (Sindrome de Hunter). Todas as demais MPS sdo herdadas de modo
autossdmico recessivo.

Em 1919 Gertrude Hurler, de Munique, publicou a histéria clinica de algumas
criancas com caracteristicas semelhantes as descritas por Hunter, porém com presenca
de lordose lombar, opacidade de coOrnea e retardo mental. Provavelmente,
apresentavam uma das formas de MPS, agora conhecida como MPS | (Sindrome de
Hurler).

Estudos posteriores estabeleceram que estas doencas eram um defeito do
metabolismo dos glicosaminoglicanos, sendo as mesmas classificadas como doencas
genéticas que resultam da deficiéncia de enzimas lisossébmicas necessarias para a
degradacdo dos GAGs. Os GAGs presentes na urina de pacientes com MPS foram
identificados como dermatan sulfato e heparan sulfato nas Sindromes de Hurler (MPS
1), Hunter (MPS II) e Sly (MPS VII); como heparan sulfato na Sindrome de Sanfilippo
(MPS Ill); como queratan sulfato na Sindrome de Morquio (MPS 1V) e como dermatan
sulfato na Sidrome de Maroteaux — Lamy (MPS VI).

As mucopolissacaridoses fazem parte do grupo das doencas de deposito
lisossbmico, nas quais ha acumulo anormal de mucopolissacarideos ou
glicosaminoglicanos (GAGs) dentro dos lisossomos e excrecdo aumentada destes
compostos na urina (Sanchez, 2006).
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As MPS sdo caracterizadas por acumulo progressivo de substratos nao
digeridos, geralmente polimeros que ndo podem ser hidrolisados devido a inativacao,
auséncia ou baixa atividade de uma das enzimas lisossomais (Scriver et al, 2001).

As MPS sao doencas graves que comprometem o desenvolvimento de forma
importante. A causa de morte dos pacientes com MPS se deve geralmente as
complicag@es respiratérias e/ou insuficiéncia cardiaca.

Clinicamente, as MPS apresentam muitos achados em comum, (curso crbnico e
progressivo e 0 comprometimento multissistémico, principalmente esquelético,
cardiopulmonar, da cornea, figado, bago, cérebro e meninges), o que permite uma
suspeita diagnostica inicial (Dangel, 1998).

As manifestacdes clinicas sdo em geral variaveis, existindo formas atenuadas e
formas graves. O acumulo de heparam sulfato, que € um componente das células do
tecido nervoso, leva a sintomas predominantemente neurolégicos, como 0 que ocorre
nas sindromes de Hurler, Hunter e Sanfilippo. As valvulopatias e as cardiomiopatias sdo
mais frequentes e mais graves nas MPS em que ha acumulo de dermatan sulfato, como
ocorre nas sindromes de Hurler, Hunter e Maroteaux-Lamy.

De uma maneira geral, a degradacdo dos glicosaminoglicanos
(mucopolissacarideos) nos lisossomos € iniciada por endoglicosidases, como a
hialuronidase, que rompe as cadeias longas de polissacarideos em unidades menores.
ApoOs esta degradacdo limitada, os fragmentos sdo novamente degradados por
hidrolises sequienciais das terminac¢des ainda néo reduzidas (Neufeld e Muenzer, 2001).

Esta segunda etapa € realizada por hidrolases lisossomais, especificas para
cada tipo de uniao.

A auséncia da enzima responsavel neste processo leva a um acumulo
intralisossomal de moléculas de glicosaminoglicanos incompletamente degradados,
interferindo no funcionamento normal dos lisossomos.

Na sindrome de Morquio, o substrato acumulado é o queratan sulfato, que leva a
opacidade de coOrnea e a alteracdes esqueléticas (Dangel, 1998).

Atualmente, as mucopolissacaridoses podem ser classificadas de acordo com 0s

aspectos bioquimicos, clinicos e genéticos, resumidos na tabela 1.



Tabela 1 - Classificagdo das mucopolissacaridoses
Adaptado de Neufeld e Muenzer (2001)
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Tipo de|Epbnimo |Heranca |GAGs |Deficiéncia Localizacao

MPS na urina|Enzimatica do gene

| grave | Hurler AR DS + | a-L-lduronidase 4p 16.3

HS

| interm. | Hurler- AR DS + | a-L-lduronidase 4p 16.3
Scheie HS

I Scheie AR DS + | a-L-lduronidase 4p 16.3

atenuad HS

a

Il Hunter RLX DS + | lduronato sulfatase Xq28
(grave) HS

Il Hunter RLX DS + | lduronato sulfatase Xq28
(atenuada) HS

1A Sanfilippo |AR HS Heparan-N-sulfatase 17925.3
A

I B Sanfilippo |AR HS o-N-Acetil- 17921
B glucosaminidase

| e Sanfilippo |AR HS Acetil-CoA:a-glicos. 8pll.1
C acetiltransf.

D Sanfilippo |AR HS N-acetilglicosamina  6-|12ql14
D sulfatase

IV A Morquio A |AR QS Galactose-6-sulfatase 16924.3

IV B Morquio B |AR QS B-galactosidase 3p21.33

Vi Maroteaux- |AR DS Arilsulfatase B 5g13-q14
Lamy

Vi Sly AR DS +| B-glicuronidase 7921.11

HS
IX Natowicz AR CS Hialuronidase 3p21.1-p21.3
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2.1.2 Mucopolissacaridose tipo IVA (Morquio A)

A MPS IVA é uma DLD de carater autossémico recessivo, caracterizada pelo
acumulo do substrato queratan sulfato nos lisossomos, resultante da baixa atividade da
enzima lisossomal Galactose-6-sulfatase ou N - acetilgalactosamina -6- sulfatase
(GALNS). Como resultado do defeito enzimatico, o substrato queratan sulfato deixa de
ser degradado e acumula-se progressivamente nos lisossomos de varios 0Orgaos,
principalmente na cornea e cartilagens, levando a opacidade de cérnea e a alteragbes
esqueléticas importantes, sem comprometimento cognitivo (Dangel,1998).

Anormalidades esqueléticas tipicas da MPS IVA incluem baixa estatura, tronco
curto, platiespondilia, hipoplasia de odontdide, cifose, hiperlordose, escoliose, genu
valgum, entre outros sinais e sintomas.

A mielopatia cervical pode desenvolver-se precocemente em pacientes com a
forma grave da sindrome de Morquio (Scriver et al, 2001 e Stevens et al,1991).

A Sindrome de Morquio A (MPS IVA) foi descrita pela primeira vez em 1929, pelo
pediatra uruguaio Luis Morquio, que descreveu uma familia com quatro criancas
afetadas. Essas criangas eram irmaos, cujos pais eram primos em primeiro grau. No
mesmo ano, Brailsford descreveu um paciente similar, na Inglaterra (Neufeld e
Muenzer, 2001).

Em 1974, o defeito metabdlico foi descrito e a deficiéncia de galactose-6-sulfato-
sulfatase foi identificada.

As principais manifestacdes clinicas desta doenca sdo atribuidas a restricao
tecidual na distribuicdo do QS. (cornea e cartilagem), em contraste para uma ampla
distribuicAo de dermatan sulfato (DS), e heparan sulfato (HS). Como estes dois
glicosaminoglicanos, 0 QS € degradado sequencialmente, da ndo-reducéo e pela acao
de glicosidases e sulfatases.

Na degradacéo sequencial do queratan sulfato, uma vez que o primeiro sulfato
foi degradado, a galactose terminal é clivada em uma reacdo catalisada pela -
galactosidase. Esta enzima é deficiente na MPS IVB (Tojak JE, Ho CH, 1980; Groebe
H, 1980). (figura 4).
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O defeito enzimatico na MPS IVA é na N-acetilgalactosamina-6-sulfatase, que é
responsavel pela clivagem do queratan sulfato (Matalon et al,1974; Horwitz,1978). Esta
enzima também catalisa a remocéao do sulfato de residuos de N-acetilgalactosamina -6-
sulfato que estdo presentes no condroitin-6-sulfato, levando a excre¢cdo em excesso de
condroitin sulfato. (Figura 5).

Ao nascimento, a maioria dos pacientes ndo apresenta sintomas perceptiveis,
ocasionalmente, a inibicdo do abdutor e do quadril pode estar presente.

Os primeiros sintomas tornam-se evidentes ao final do primeiro ano de vida,
quando as criancas desenvolvem deformidades em *“giba”, claramente visiveis na
posicdo sentada.

O desenvolvimento psicomotor e mental sdo normais, o andar é prejudicado pelo
progressivo genu-valgus. Dificuldade para caminhar e aumento dos reflexos com
associacao piramidal podem ser observados na infancia. Sintomas de compresséo de
raiz nervosa ocorrem devido a compressao da medula cervical (Kircher et al, 2007).
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Eeratan sulfate
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N-Acetyl-
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Chondroitin sulfate
Figura 5 - Remocao de sulfato pela N-acetilgalactosamina-6-sulfatase.

Fonte: Matalon (1974) e Horwitz (1978)

2.2 ETIOLOGIA

Com excecdo da MPS tipo Il, que € herdada de forma recessiva ligada ao
cromossomo X, todas as demais mucopolissacaridoses, incluindo a MPS IVA, séo

herdadas de modo autossdmico recessivo (Neufeld et al, 2001).

2.3 ASPECTOS CLINICOS

A Sindrome de Morquio A apresenta uma grande variacdo clinica. As
manifesta¢cdes clinicas mais freqiientemente observadas incluem:

Baixa estatura: Ocorre como consequéncia das alteracdes 0sseas apresentadas.

Facies caracteristica das doencas de depdsito.

Comprometimento ocular: Opacidade de cornea, podendo ocorrer complicacdes

como glaucoma, atrofia do nervo oOptico e retinopatia degenerativa (Wrait, 1996).
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Cardiopatia: Comprometimento de valvula adrtica pode ocorrer em alguns
pacientes com a MPS IVA. A lesdo mais comum € o espessamento da valvula mitral,
associada a sua estenose ou insuficiéncia.

Sistema esquelético: As alteracbes esqueléticas tipicas observadas nos
pacientes sdo conhecidas como disostose multipla e incluem:

Coluna vertebral: Instabilidade da coluna vertebral, secundaria a hipoplasia de
odontoide, cifose toracolombar, platiespondilia, vértebras com projecées em forma de
flecha e pectus carinatum, que estdo quase sempre presentes.

Torax: costelas em forma de remo, claviculas pequenas e espessadas, escapula
espessada e elevada.

Pélvis e quadril: Ossos iliacos pequenos, isquio e pubis espessados e
malformados, subluxacao da cabeca do fémur, coxa valga.

Ossos longos: Espessamento das diéfises.

Maos: falanges pequenas, metacarpos com bases conicas, 0ssos do carpo
pequenos e irregulares, estreitamento das diafises dos metacarpos.

Comprometimento articular: A funcdo articular anormal € secundéaria ao
comprometimento metafisario e ao espessamento e fibrose da capsula articular
(Muenzer, 1986; Wraith, 1995).

Comprometimento do aparelho respiratorio: Os pacientes podem apresentar
infeccdes respiratérias e obstrucdo das vias aéreas superiores e inferiores, secundarias
a hipertrofia das amigdalas e adenoides e também pelas anormalidades dos 0ssos
faciais e pela reducdo das dimensfes do térax e abdémen, devido as alteragBes da
coluna.

A sindrome da apnéia obstrutiva do sono ocorre em 85 a 90 % dos casos e é
frequente a alteracéo da funcéo pulmonar (Semenza et al,1988).

As mudancgas esqueléticas comecam a aparecer no final do primeiro ou segundo
ano de vida, quando os pacientes desenvolvem dificuldade de deambular, retardo do
crescimento e as deformidades esqueléticas tornam-se evidentes. As deformidades séo
progressivas e tornam-se exageradas com a idade (McKusick ,1993).

O espacamento entre os dentes pode ser pequeno e alargado. O esmalte
dentario é hipoplasico em ambos, dentes de leite e dentes permanentes. Os dentes
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desenvolvem cor cinza ou amarelada e o esmalte torna-se lascado ou fraturado. Os
dentes desenvolvem céries facilmente. As mudancas dentarias foram observadas
somente nos pacientes de Morquio tipo A, ndo nos do tipo B (Nelson, 1988).

Nem todos os pacientes com MPS IVA sdo gravemente afetados. Em casos
particulares, esta doencga existe em uma variante mais branda, com pacientes com
altura quase normal, que sdo diagnosticados em um estagio muito tardio, onde o0s
primeiros sintomas aparecem somente entre 6 e 10 anos; 0s pacientes queixam-se de
dor quando caminham e seu andar torna—se dificil. No sistema esquelético, as
articulagcdes do quadril e da coluna séo as mais afetadas. Ja para os adolescentes, as
deformidades do fémur lideram e as complicacdes requerem multiplas medidas
ortopédicas. A curvatura da coluna (freqientemente a transicdo toracolombar) esta
mais prejudicada na idade adulta. Radiologicamente, sinais graves de displasia nas
articulacbes do quadril, visiveis inicialmente, serdo encobertos posteriormente por
mudancas degenerativas. O corpo vertebral expde formas irregulares, especialmente a

transicao toracolombar (Kircher et al, 2007).

2.4 INCIDENCIA

Essas doencas foram estudadas em todos 0s grupos étnicos e estima-se que a
incidéncia conjunta das MPS seja entre 1:10.000 a 1:25.000 nascidos vivos (Baehner,
2005). Provavelmente este valor seja subestimado, pois os dados da literatura séo
escassos. Neufeld e Muenzer (2001) e Northover (1996), estimam uma incidéncia de
MPS IV entre 1:25.000 e 1:165.000, sendo Morquio A a forma mais frequente. A
incidéncia de MPS IVA na Irlanda do Norte € estimada em 1:76.000 nascidos vivos,
engquanto que no Oeste da Austrdlia é estimada em 1:641.178 nascidos vivos (Nelson,
2003). Outras estimativas apontam para uma incidéncia de MPS IVA entre 1:200.000 a

1:300.000 nascidos vivos (www.bmrn.com).
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2.5 DIAGNOSTICO

Os pacientes com mucopolissacaridoses acumulam glicosaminoglicanos (GAGS),
gue sao excretados em excesso na urina, o que é Util para o diagndstico inicial. Para
investigar a presenca de mucopolissacaridaria, se recomenda utilizar exames
quantitativos, como a prova de 1,9-dimetil-metileneblue (DMB). Testes qualitativos,
como a cromatografia para GAGs (Humbel et al, 1972; Lipiello e Mankin HJ,1977), e a
eletroforese uni ou bidimensional, (Pennock,1976 e Cappelletti, 1979), séo
especialmente Uteis para identificar os tipos de GAGs excretados em excesso e
direcionar a investigacado para os ensaios enzimaticos especificos (Barth et al, 1990;
Chih-Kuang, 2002 e De Jong, 1989). A quantificacdo dos GAGs tem sido utilizada
ainda como biomarcador da resposta ao tratamento das MPS.

O diagnéstico definitivo das mucopolissacaridoses se estabelece pela
demonstracdo da deficiéncia da atividade enzimatica especifica, em leucdcitos e/ou
fibroblastos cultivados. Chamoles et al (2001) e Civallero et al (2006) desenvolveram
uma nova técnica para medir a atividade enzimética de algumas enzimas lisossomais,
em sangue impregnado em papel filtro (SIPF). Este método facilita o transporte das
amostras e pode ser utilizado para a pesquisa de outras doencas lisossOmicas.
Também tem sido descrita recentemente, uma técnica que utiliza o teste de DMB
automatizado, em amostra de urina seca em papel filtro, que também poderia ser
utilizada na pesquisa neonatal destas doencas (Whitley, 2002).

Uma vez identificado o glicosaminoglicano eliminado em excesso ou quando
existe uma suspeita clinica para um determinado tipo de MPS, se deve realizar a
determinacao da atividade enzimatica que se suspeita deficiente, utilizando leucdcitos
ou fibroblastos cultivados. Para a interpretacdo dos testes qualitativos, utilizados no
diagnostico das mucopolissacaridoses, é necessario considerar alguns aspectos: A
excrecdo de GAGs varia de forma inversamente proporcional a idade, sendo que no
periodo neonatal € quase o dobro do observado nos lactentes de 6 a 12 meses de vida.
Sendo assim, os niveis de mucopolissacariduria dos pacientes examinados devem ser

comparados com o0s controles normais da mesma faixa etaria (De Jong, 1989 e Chih-
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Kuang, 2002).

Algumas limitagdes quanto aos testes qualitativos sdo importantes de serem
mencionadas: A excrecao relativamente aumentada de GAGs no periodo neonatal, que
vai decrescendo com a idade; a possibilidade de ndo se detectar as MPS dos tipos Il
ou IV, pela excrecdo de formas parcialmente degradadas ou pela excrecdo de
gquantidades relativamente menores que podem ocorrer nesses casos (Schwartz et al,
2001).

2.5.1 Protocolo laboratorial para a investigacdo de mucopolissacaridoses

SUSPEITA CLINICA DE MPS

URINA

SANGUE 7" ©

PLASMA E/OU LEUCOCITOS ll

AZUL DE TOLUIDINA / {
DOSAGEWDE GAGs ARMAZENAR /
‘ [AGUARDAR RESULTADO DA ELETROFORESE)
ELTROTGRESEREGAT = ensao ENzIMATICO
/T IN —
PADRAD PADRAC PADRAD PADRAO PADRAD ‘

(2= Ty L BLFAIRT DEFAT AN HERMHAR BEHALE
HEFM N

WULFARD BILEATS MALFATD BILFAIS ML
. vi . .

Figura 6 - Protocolo de investigacdo laboratorial para o diagnostico de
mucopolissacaridose, utilizado no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do
Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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2.5.2 Diagnostico pré-natal

No grupo dos erros inatos do metabolismo, no qual a maioria das doencas sao
autossémicas recessivas, a possibilidade de ter um novo filho afetado é quase sempre
de 25%. No momento em que é feito o diagnostico de uma crianga com EIM, é
recomendado realizar o aconselhamento genético com a finalidade de informar a familia
sobre os riscos de recorréncia, o prognostico, a gravidade da doenca em estudo e a
possibilidade de realizagédo do diagndstico pré-natal (DPN).

Para os casais que se sabem em risco de ter um filho afetado por uma MPS, o
diagnéstico pré-natal (DPN) pode ser uma opc¢ao (embora a interrupcdo da gestacéo
nao seja prevista na legislacéo brasileira), pois ajuda a reduzir a ansiedade associada a
gestacdo, principalmente nas situagcdes onde o progndéstico € grave e ndo ha a
possibilidade de um tratamento eficaz.

O DPN é possivel para todos os tipos de MPS. Pode-se realizar o DPN em
diferentes tipos de amostras, tais como:

1) vilosidades coridnicas, coletadas usualmente entre a 102 e 112 semana de
gestacdo, e que permitem a analise direta do material num periodo mais precoce da
gestacao;

2) liquido amniodtico, que é geralmente coletado entre a 142 e 162 semana de
gestacao, e cuja analise requer o cultivo prévio das células, o qual leva em torno de 2
semanas;

3) sangue fetal, que é coletado do corddo umbilical a partir da 20% semana de
gestacao.

O diagnostico pré-natal é geralmente realizado pelo ensaio enzimatico
relacionado com a MPS especifica, mas também pode ser realizado pela pesquisa

molecular da mutacdo, quando esta j& é conhecida na familia.
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2.5.3 Estratégias de prevencédo dos erros inatos do metabolismo

Diversas estratégias podem contribuir para a prevencédo do quadro clinico, do
nascimento e mesmo da concepcdo de pacientes com erros inatos do metabolismo
(EIM). Uma vez que nado existe um tratamento curativo para as MPS, € importante o
aconselhamento genético e o diagnostico pré - natal. No caso dos erros inatos, ambos
s6 podem ser disponibilizados as familias, a partir da deteccdo do caso-indice, o que
implica a exigéncia de um diagnostico preciso de cada situacdo, com o objetivo de

evitar novos casos.

2.5.4 Deteccéo de portadores

A maioria dos EIM séo herdados de forma autossémica recessiva (Beaudet et al,
1995), embora algumas doengas sejam transmitidas de forma recessiva ligada ao X
(por ex., doenca de Hunter). A identificacdo de portadores pode ser importante para
permitir um aconselhamento genético eficaz em familias que apresentam um caso de
EIM.

Diferentes métodos laboratoriais podem ser empregados para a identificacdo de

portadores:

2.5.4.1 Diagnostico enzimatico

E feito pela deteccdo da atividade enzimética, geralmente intermediaria entre
aguela de individuos normais e afetados. O ensaio pode ser realizado em diferentes
amostras (plasma, leucécitos ou fibroblastos) e sua sensibilidade e especificidade
variam de acordo com a doenca, populacdo estudada, a amostra analisada e o
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substrato utilizado.

2.5.4.2 Diagnostico molecular

O estudo envolve a pesquisa da mutacdo génica especifica, quando esta é
conhecida na familia. O gene para a N-acetilgalactosamina-6-sulfatase, deficiente na
doenca de Morquio tipo A, tem sido clonado e sequenciado a partir da placenta humana
e localizado no locus 16g24.3 (Baker et al, 1993 e Masuno et al, 1993).

2.5.5 Diagndstico de mucopolissacaridose tipo IVA

Embora o padrédo-ouro para o diagnostico da MPS IVA seja a medida da
atividade enziméatica em leucdcitos ou cultura de fibroblastos, que se supde deficiente,
as analises de GAGs na urina, juntamente com os achados clinicos, sdo extremamente
importantes no inicio da investigacdo. A presenca de queratan sulfato na eletroforese
ou 0 aumento na concentracdo de GAGs na dosagem destes , direciona a investigacao
laboratorial para a MPS tipo IV.

O diagndstico se inicia pela suspeita clinica e laboratorialmente, através dos
testes de triagem em amostra de urina, através da analise quantitativa (dosagem de
GAGS) e qualitativa (eletroforese de GAGs). Nos casos em que um padrao de queratan
sulfato € detectado, faz-se 0s ensaios enzimaticos da B-galactosidase e da N-
acetilgalactosamina-6-sulfatase ou galactose-6-sulfato sulfatase simultaneamente.

O diagnéstico definitivo da MPS IVA se estabelece através da medida da
atividade da enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatase em leucécitos ou fibroblastos,
onde se constata a sua deficiéncia.

Algumas consideragdes em relacdo aos testes de triagem sao importantes de
serem mencionadas no diagnostico da MPS tipo IVA (Morquio A):
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A possibilidade de ndo se detectar a MPS tipo IV, pela analise dos GAGs
urinérios, pela excrecdo de formas parcialmente degradadas do queratan sulfato ou
pela excrecdo de quantidades relativamente menores que podem ocorrer,
especialmente em pacientes com mais idade, que apresentam uma menor excrecao
deste glicosaminoglicano ou em casos leves de Morquio A, onde a excregao de
queratan sulfato pode ser atipica (Kircher et al, 2007).

O diagnoéstico precoce € importante para definir estratégias terapéuticas a seguir,
especialmente no momento em que estudos clinicos estdo sendo realizados para o
tratamento através da enzima de substituicdo de GALNS (N-acetylgalactosamina-6-
sulfatase).

2.6 TRATAMENTO

Até o momento nao existe a cura para as MPS e o tratamento dos sintomas deve
ser considerado em um primeiro momento. Existem diversas recomendacfes para o
tratamento dos sintomas das MPS, que possuem uma variabilidade enorme no que se
refere a gravidade, inicio dos sintomas e progressdo da doenca. O tratamento dos
sintomas deve ser monitorado caso a caso e envolve principalmente medidas que
corrijam ou minimizem o envolvimento esquelético, neurolégico, respiratorio e cardiaco
dessas doencgas, necessitando uma equipe multidisciplinar (Kircher et al, 2007).

O atendimento aos pacientes com MPS deve ser feito por equipe multidisciplinar,
visando o manejo das complicacdes associadas. O paciente deve ser avaliado
periodicamente, e 0 acompanhamento médico tem como objetivo fornecer a melhor
gualidade de vida possivel ao paciente e a sua familia (Haddad et al, 1997 e Wraith et
al, 1996).

Atualmente, além da terapia de reposicao enzimatica para os o tipos I, Il e VI, 0
tratamento a ser oferecido é essencialmente paliativo e sintomatico.

Alguns aspectos devem ser considerados no manejo dos pacientes:
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- Fisioterapia motora: Esse tipo de tratamento pode auxiliar na manutencéo da
funcao articular (Haddad et al, 1997; Neufeld e Muenzer, 2001).

- ComplicagcOes respiratorias: Historia de apnéia do sono deve sempre ser
investigada. Adenoidectomia pode ser realizada no intuito de aliviar a obstrucdo das
vias aéreas, podendo ser necessaria oxigenioterapia (Wraith,1996).

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

- Riscos anestésicos: As principais complicacdes associadas sao: Dificuldade
de entubacdo, necessidade de traqueostomia de urgéncia e parada cardiaca intra-
operatoria (Baines e Keneally, 1983). Portanto, recomenda-se que os procedimentos
cirdrgicos indicados sejam de extrema necessidade e sejam realizados em hospitais
gue possuam unidades adequadas de tratamento intensivo, e com anestesistas
especializados na manutencdo de via aérea pediatrica. Em relacdo as indicacdes de
cirurgia, ndo devem ser realizados procedimentos cosméticos ou menores em pacientes
gravemente afetados, a ndo ser que sob anestesia local (Wraith, 1996).

- Outras alternativas de tratamento: O uso de plasmaferese e/ ou o transplante
de fibroblastos ndo se mostraram eficientes no tratamento das MPS. Ja o transplante de
medula 6ssea (TMO), apesar dos riscos, pode ser uma op¢do em casos selecionados
(Krivit et al,1989). O TMO é um procedimento associado a uma alta taxa de
mortalidade, entretanto, sua indicacdo em pacientes com MPS |-H em idade precoce
(geralmente até os 2 anos) e com QI>70, desde que haja doador HLA-compativel,
parece ser consenso na literatura (Vellodi et al, 1997; Peters et al, 1998 e Schwartz et
al, 2001).

A terapia de reposicdo enzimatica (TRE) € o tratamento especifico, hoje
disponivel para as MPS |, Il e VI, através do qual se repde através de infusdes
regulares a enzima deficiente respectiva. A TRE néo é eficiente para tratar os sintomas
neuroldgicos das MPS, uma vez que a enzima administrada endovenosamente nao
atravessa a barreira hematoenceféalica. Outra dificuldade € tratar os danos esqueléticos,
ja que as lesdes Osseas sao precoces e aparentemente irreversiveis. Ainda ndo ha TRE
disponivel para os tipos Ill, IV e VII, mas existem avangos nesse sentido e esse cenario
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poderd mudar nos proximos anos.

A terapia génica (TG), um procedimento que se encontra no estgio
experimental, representa uma importante perspectiva em termos de tratamento das
MPS. O principio basico desse tratamento é a transferéncia de material genético
(sequiéncias de DNA) de outros organismos, para dentro das células de um individuo,

com o objetivo de conferir um beneficio terapéutico, usualmente com o uso de vetores.

2.6.1 Tratamento para a MPS IV A

Para a MPS IVA, o tratamento disponivel hoje € essencialmente paliativo e
sintomatico. O transplante de medula 0ssea pode ser uma alternativa. Apesar de nao
haver melhora das alteracdes esqueléticas, a rigidez articular € diminuida e o
comprometimento visceral melhora. A terapia de reposi¢cao enzimatica para a MPS IVA
estd em desenvolvimento clinico, com perspectivas de aprovacdo para os proximos 2

ou 3 anos (www.bmnr.com e Schiffmann, 2002).
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3 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Amostras de sangue impregnado em papel filtro (SIPF) tém sido utilizadas em
nosso laboratério para triagem de varias doencas lisossémicas de depdsito, incluindo
algumas que dispbem atualmente de tratamento através da TRE, como as
Mucopolissacaridoses tipo I, Il e VI, e outras que ainda ndo tem tratamento disponivel,
como as MPS |lIB e VII.

Julgamos importante padronizar e tornar disponivel uma nova técnica que mede
a atividade enzimatica da N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (enzima deficiente na MPS
tipo IVA) em amostras de SIPF no momento em que a terapia de reposi¢cao enzimatica
para a MPS IVA esta em desenvolvimento clinico. A possibilidade de um diagndstico
mais precoce, através de técnicas mais simples e com material de mais facil coleta e
transporte como o papel filtro, permitira ainda o diagndstico dos pacientes das regides

mais remotas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste projeto foi padronizar e validar um novo método
fluorimétrico que mede a atividade enzimatica da N-acetilgalactosamina-6-sulfatase
(enzima deficiente na MPS tipo IVA), em amostras de sangue impregnado em papel
filtro (SIPF).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Correlacionar os resultados obtidos na analise em SIPF com os resultados
obtidos em leucécitos (padrédo-ouro);

b) Estabelecer os valores de referéncia para o método que utiliza amostras de
SIPF;

c) Verificar a estabilidade das amostras de SIPF para o ensaio enzimatico da N-
acetilgalactosamina-6-sulfatase, quando as mesmas sdo submetidas a variacbes de

tempo e temperatura de armazenamento.
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5 METODOLOGIA

5.1 AMOSTRA ESTUDADA

Para o presente estudo, foram coletadas amostras de sangue total para
obtencdo de sangue impregnado em papel filtro e extracdo de leucécitos. O grupo
controle foi constituido de amostras de 54 individuos saudaveis (18-50 anos), de ambos
0s sexos. O grupo dos pacientes foi constituido pelas amostras de 35 pacientes, com
diagnéstico de mucopolissacaridose IVA, previamente confirmado pela metodologia
convencional, em leucdcitos. A amostra foi de conveniéncia, por se tratar de doenca

rara. A faixa etéria destes pacientes variou de 3 a 47 anos, de ambos 0S sexos.

5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo de caso-controle, que teve como principal objetivo a padronizacdo e a
comparacao de técnicas de diagnostico de mucopolissacaridose tipo IVA. Neste estudo
foram realizados ensaios enzimaticos em amostras de leucocitos e SIPF de pacientes

com diagnéstico de MPS IVA e controles normais.

5.3 POPULACAO EM ESTUDO

Critérios de inclusao:
Para ser incluido no estudo, o paciente deveria atender a todos os critérios
abaixo relacionados:

- Possuir diagndstico bioquimico de mucopolissacaridose tipo IVA;
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- Ter comparecido no Servico de Genética Médica do HCPA, para consulta e
coleta de amostra de sangue para a realizacdo dos ensaios enzimaticos, entre
setembro de 2009 e dezembro de 2010.

- Concordar em participar do estudo mediante assinatura do Termo de

Consentimento Informado (TCI).

5.4 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos 35 pacientes incluidos (média de idade = 3,0 £ 47,0 anos), 18 eram do sexo
masculino e 17 do sexo feminino, procedentes de varios estados do Brasil.
As amostras dos individuos controles (n= 54), média de idade = 18,0 + 50,0

anos), foram constituidas por doadores voluntarios do Servi¢o de genética Médica.

5.5 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os pacientes foram contactados e devidamente informados sobre o presente
estudo. Todos aceitaram participar do estudo e assinaram o termo de consentimento
informado (TCI). Os individuos controles foram informados sobre o projeto e assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Foram coletados, de 8 a 10 ml de sangue periférico de todos os pacientes e
controles. O sangue total foi utilizado para a impregnacdo em papel filtro. Apds a
obtencao do papel filtro, o sangue foi transferido para um tubo contendo heparina para
a extracao dos leucacitos.
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5.6 DESCRICAO DAS TECNICAS UTILIZADAS

5.6.1 Separacao de leucocitos

Os leucacitos foram isolados de sangue heparinizado de acordo com o método
descrito por Skoog e Beck (1956), que consiste em transferir 10 ml de sangue total para
um tubo de vidro grande e adi¢do de 10 ml de uma solucdo composta pela mistura dos
seguintes reagentes: solucdo de 4cido citrico-citrato-dextrose (ACD), dextran 6% (PM =
229.000) e glicose 5%, preparados em cloreto de soédio 0,9% (1.5: 5: 3.5, v/v). Apos
misturar suavemente por inversao a amostra e a solucdo, essa mistura foi deixada a
temperatura ambiente, até a completa sedimentacdo dos eritrocitos (aproximadamente
1 hora, sendo o tempo maximo de até 2 horas). O sobrenadante foi transferido para um
tubo conico de plastico e centrifugado a 2000 rpm por 10 min a 4°C. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, contendo os leucdcitos foi
lavado com 0,8 ml de solucédo de cloreto de sodio 0,9 %, homogeneizando em agitador
tipo vortex. Foram adicionados 2,4 ml de agua destilada gelada e novamente
homogeneizado em vértex e aguardado 90 segundos. Foi adicionado 0,8 ml de cloreto
de sodio 3,6 %, misturado por inversdo e centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet de leucdcitos foi armazenado a -20°C até o

momento das andlises enziméticas.

5.6.2 Preparacdo das amostras para a dosagem de proteina

No momento da analise, o precipitado (pellet de leucdcitos), foi diluido em agua
destilada, num volume que variou de 300ul a 500 ul, conforme o tamanho dos pellets e
as amostras foram sonicadas em Sonicador Ultrassonico marca MISONIX, por 2 ciclos
de 25 segundos, intercalados por um periodo de descanso de 30 segundos, a fim de
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assegurar o rompimento das membranas celulares e a consequente liberagdao do
material celular contido no interior dos lisossomos. Durante todo o procedimento, as
amostras foram mantidas em recipiente com gelo para manter a estabilidade da

atividade enzimatica.

5.6.3 Dosagem de proteina nas amostras de leucocitos

Para a dosagem de proteina nas amostras de leucécitos, utilizamos o método
descrito por Lowry, et al (1951). As amostras foram diluidas em agua destilada (20ul de
amostra e 480 ul de agua destilada). Foram adicionados, sob agitacdo em vortex, 1,5
ml de reativo alcalino de cobre em todos os tubos, inclusive na curva-padrdo de
albumina. Apds 10 minutos de repouso a temperatura ambiente, foram adicionados, sob
agitacao em vortex, 150l de reativo de Folin - Ciocalteau diluido (1 ml de Folin + 1,4 ml
de agua destilada) em todos os tubos, inclusive na curva e, apos 30 minutos a
temperatura ambiente, a cor desenvolveu-se, sendo possivel detectar a quantidade de
proteina presente na amostra, através de uma medida espectrofotométrica em um
comprimento de onda de 750 nm, usando como padrdao uma curva preparada com
albumina bovina a 0,02%, com concentra¢des de 20, 40, 60, 80 e 100.

O calculo foi realizado a partir da curva-padréo de albumina e os resultados expressos

em ug /100 ul. Este procedimento foi realizado a temperatura ambiente.
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5.6.4 Ensaios enzimaticos

5.6.4.1 Ensaio em leucocitos

5.6.4.1.1 Galactose-6-sulfato sulfatase

Para o ensaio da Galactose-6-sulfato sulfatase (G6SS), em leucdcitos, nés
utilizamos o método descrito por Van Diggelen et al (1990) e por Tylki-Szymanska et al
(1998). O substrato 4-metilumbeliferil-B-galactosideo-6-sulfato (Moscerdam), foi diluido
em tampéo acetato de sodio 0,1 M pH 4.3, numa propor¢ao de 5,2 mg / ml de tampao.
O mesmo foi armazenado a -80°C. No ensaio enzimético, as amostras de leucocitos
foram diluidas em BSA 0,2 %, para uma concentracdo de proteina de 10 pg. Na
primeira etapa de reagao, 20ul da amostra diluida foi incubada com 40 ul do substrato,
por 17 horas em banho a 37°C, com agitacdo suave. Apds este periodo, foi adicionado
10 pl de tampéo fosfato de sédio 0,9M, pH 4,3 e 20 pl de enzima exdgena B-
galactosidio galactohidrolase (Sigma) e as amostras foram incubadas numa segunda
etapa de reacdo por um periodo de 2 horas a 37°C, com agitacdo suave. ApOs
incubacao, a reacao foi interrompida com a adicdo de 400ul de tampao carbonato /
bicarbonato de sodio pH 10,7. A fluorescéncia (excitagdo,365nm; emissao,450nm) foi
medida no espectrofluorimetro Hitachi, modelo F2000. A atividade enziméatica foi
expressa em nmol /17horas / mg de proteina.

Principio do método: A atividade desta enzima lisossdmica é medida em pH
acido, em leucacitos, fibroblastos, amnidcitos ou vilosidades coridnicas (exame direto e
células cultivadas). Utiliza-se um substrato artificial fluorogénico que € degradado pela
enzima, com liberacdo da fracdo fluorescente (metilumbeliferona). Esta atividade é
medida contra uma curva padrdo de metilumbeliferona e a atividade especifica &

expressa em nmol / 17h / mg de proteina.
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5.6.4.1.2 B-Galactosidase

Nos utilizamos o método descrito por Suzuki, K. (1977).

Para o ensaio enzimatico da [-galactosidase em leucdcitos, (enzima de
referéncia), as amostras foram diluidas em cloreto de sodio 0,9 % para uma
concentragao de proteina da amostra de 15 a 30 ug. O substrato 4-metilumbeliferil-3- D-
galactosideo (Sigma) foi diluido em tampao citrato-fosfato pH 4, numa proporcao de 1
mg / 1,5 ml, que foi dissolvido através de aguecimento. No ensaio, foi utilizado um
volume de 100ul de amostra diluida e 200 ul de substrato, em tubos de vidro 12x75,
que foram incubados por 1 hora, a 37°C, com agitacdo suave. ApoOs este periodo, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 3 ml de tampao glicina-NaOH, pH 10,3. A
fluorescéncia (excitacdo, 365nm; emissdo, 450nm) foi medida no espectrofluorimetro
Hitachi, modelo F2000. A atividade enzimatica foi expressa em nmol / h / mg de

proteina.

5.6.4.2 Ensaio enzimatico em papel filtro

As amostras de SIPF foram obtidas de sangue total, utilizando-se papel
Whatman n°® 903, seguindo-se as normas de coleta da National Committe for Clinical
Laboratory Standard, (NCCLS, 2003). As amostras coletadas em papel filtro foram
secas a temperatura ambiente, por um periodo de 10 a 14 horas, em superficie plana,
nado absorvente. Depois de secas, as mesmas foram acondicionadas em sacos

plasticos, com dessecante (silica) e armazenadas a 4°C até o momento da analise.
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5.6.4.2.1 Ensaio enzimatico de galactose-6-sulfato sulfatase (SIPF)

Para o ensaio enzimatico em SIPF, nés adaptamos o método descrito por Van
Diggelen et al (1990) e Tylki-Szymanska et al (1998). No ensaio enzimatico, nos
utilizamos discos de 3.0 mm de diametro, obtidos com auxilio de perfurador, contendo
SIPF (~ 3,6 pl de sangue total), em tubos tipo eppendorf de 500 pl. Para cada amostra,
utilizamos 3 tubos, sendo dois para teste (ensaio em duplicata) e um branco. Apos
adicado de liquido de eluicdo (20 ul de agua destilada), as amostras foram incubadas
com 40 pl de substrato 4-MU-3-galactosidio-6-sulfato (Moscerdam), preparado
conforme descrito para a técnica em leucocitos. Foram adicionados 400 ul de tampéao
carbonato / bicarbonato de sédio pH 10,7 (de parada), aos tubos brancos, antes do
substrato. Esta primeira etapa de reacao foi de 48 horas, a 37°C, com agitacdo suave.
Os tubos foram vedados com parafilm para evitar a evaporacdo. Apos esta primeira
etapa de reacéo, foram adicionados 10 ul de tampao fosfato de sédio pH 4,3 e 20 ul de
enzima exdgena [B-galactosidio galactohidrolase (Sigma) em todos os tubos e as
amostras foram incubadas numa segunda etapa de reacdo por 6 horas, a 37°C, com
agitacdo suave. Apoés este periodo, a reacao foi interrompida pela adicdo de 400 pl de
tampéao carbonato / bicarbonato de sddio pH 10,7 aos tubos testes. As amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. A fluorescéncia
(excitacdo, 365 nm; emissdo, 450 nm) foi medida no sobrenadante, em um
espectrofluorimetro Hitachi, modelo F2000.

A atividade enzimética foi calculada em nmol /48 h / ml.

5.6.4.2.2 Ensaio enzimatico da B-galactosidase em SIPF (enzima

de referéncia)

A medida da atividade da enzima [-galactosidase foi realizada para a avaliacao

da integridade das amostras em SIPF.
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Para este ensaio, nés utilizamos o método descrito por Civallero et al, 2006. No
ensaio foram utilizados discos de 3.0 mm de didmetro, contendo SIPF (~ 3,6 pl de
sangue total), em tubo tipo eppendorf de 1,5 ml. Apos a adi¢do de 80 ul de tampao
citrato-fosfato pH 4,4, 0,05 M (liquido de diluicdo), foram adicionados 40 ul de substrato
4-metilumbeliferil-B-D-galactosidio, 0,8 M /L, que foi preparado pela diluicdo de 1 mg do
substrato em 3,7 ml de agua destilada, utilizando-se aquecimento para a dissolucéo
completa. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram incubadas a 37°C, por 3 horas,
com agitacdo suave. Antes da adicdo do substrato, foram adicionados 600 ul de tampéo
glicina-NAOH, 0,085 M, pH 10,5 aos tubos brancos.

Apods o periodo de incubacgéao, a reagao foi interrompida pela adicao de 600 pl de
tampdao glicina-NAOH 0,085 M/L aos testes. As amostras foram centrifugadas a 3000
rpm, por 10 minutos a 4°C.

A fluorescéncia (excitacdo, 365nm; emissdao, 450nm) foi medida no
sobrenadante, no espectrofluorémetro Hitachi, modelo F2000.

A atividade enzimatica foi calculada em nmol /h/ ml.

Em todos os ensaios enzimaticos as leituras foram corrigidas pelos brancos e

comparadas com calibradores de 4-metilumbeliferona.

5.6.5 Termoestabilidade

Para avaliar a estabilidade das amostras de SIPF para o diagnéstico de MPS tipo
IVA, nos utilizamos amostras de papel filtro de 3 controles e 2 pacientes, coletadas no
mesmo dia. Apés a secagem das amostras, por um periodo de 10 a 14 horas, foi
realizado o ensaio enzimatico de GALNS, cujo resultado foi considerado como 100% de
atividade enzimatica (tempo zero). Entdo, as amostras foram armazenadas em
diferentes temperaturas (4°C, 22°C e 37°C). NOs avaliamos a atividade enziméatica apos
7, 14 e 30 dias.



52

5.7 PARAMETROS AVALIADOS

Neste estudo avaliou-se a capacidade de identificar pacientes com MPS IVA,
através de um novo meétodo, utilizando amostras de SIPF. Para esta finalidade foram
avaliados:

a) A especificidade e sensibilidade do novo método, comparando-se o0s
resultados obtidos nas amostras de pacientes com diagnostico previamente
estabelecido com os resultados dos controles.

b) Os resultados obtidos nas amostras de leucdcitos (padrdo ouro) com 0s
obtidos no novo método, em SIPF.

c) A estabilidade das amostras de SIPF, quando estas foram submetidas a
diferentes tempos e temperaturas de armazenamento, para a realizagédo do ensaio de
galactose-6-sulfato sulfatase.

Todas as amostras foram analisadas em paralelo (leucdcitos e SIPF), dos

controles e pacientes e todos os ensaios foram realizados em duplicata.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi usado para medir a diferenca entre
0S grupos controles e pacientes em todos os ensaios.

A curva ROC foi usada para calcular os valores especificos de cut-off para os
controles adultos e pacientes e também para avaliar a sensibilidade e especificidade
associada ao uso do novo método em SIPF. Todas analises foram feitas com auxilio do
programa estatistico SPSS em um computador PC compativel e foi considerado

significativo um p< 0,05.
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5.9 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre — Projeto 09-348 (anexo A).

Os individuos controles negativos foram devidamente informados sobre o projeto
e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) desenvolvido para
este fim (anexo B).

Os pacientes, cujas amostras foram coletadas, assinaram o0 termo de
consentimento informado (TCIl) desenvolvido pela rede MPS Brasil. Este projeto foi
aprovado pelo CEP/HCPA sob numero 03-066 “Mucopolissacaridoses no Brasil: Um
estudo clinico, epidemiolégico, bioquimico e molecular com impacto no diagnostico,
manejo e prevencao” (anexo C).

O uso das amostras dos controles positivos ndo gerou novas informagdes aos
pacientes, pois elas foram utilizadas apenas para o desenvolvimento e aprimoramento

das técnicas para a identificacdo de pacientes com MPS IVA.
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6 DESENVOLVIMENTO

6.1 A REALIZACAO DA PESQUISA

A realizacdo da coleta de dados efetivou-se durante 13 meses (setembro / 2009
a outubro / 2010). As amostras dos controles foram coletadas em grupos de 5 ou 10
voluntarios em cada etapa.

Os ensaios enzimaticos foram realizados logo ap6s a coleta das amostras, com
intervalo de aproximadamente uma semana entre as coletas e 0s ensaios, tempo
suficiente para o preparo das amostras para 0S ensaios enzimaticos. Apoés a
finalizacdo dessa etapa, iniciou-se a analise estatistica dos resultados obtidos e a

elaboracéo do artigo e da dissertagéo.
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ABSTRACT

Background: Mucopolysaccharidosis IVA (MPS IVA), or Morquio Syndrome type A, is
an autosomal recessive disease caused by deficiency of the lysosomal enzyme
Nacetylgalactosamine-6-sulfatase (GALNS), resulting in excessive lysosomal storage of
keratan sulfate in many tissues and organs. This accumulation causes a severe skeletal
dysplasia with short stature, and affects the eye, heart and other organs, with many
signs and symptoms. Morquio A syndrome is estimated to occur in 1 in 200,000 to
300,000 live births. Clinical trials with enzyme replacement therapy for this disease are
in progress, and it is probable that the treatment, when available, would be more
effective if started early. We describe on this paper an innovative fluorometric method for
the assay of GALNS in dried blood spots (DBS). Materials and Methods: We used
dried blood spots (DBS) as the enzyme source and compared it with leukocytes
samples, having studied 25 MPS IVA patients and 54 healthy controls. We optimized the
assay conditions, including incubation time and stability of DBS samples. To eppendorf
type tubes containing a 3-mm diameter blood spot we added elution liquid and substrate
solution. After two different incubations at 37°C, the amount of hydrolyzed product was
compared with a calibrator to allow the quantification of the enzyme activity. Results in
DBS were compared to the ones obtained in leukocytes using the standard technique.
Results and conclusion: The described fluorescent methodology was validated in our
laboratory and the assay was found sensitive and specific, allowing reliable detection of
MPS IVA patients. The use of DBS simplifies the collection and transport steps, and is
especially useful for testing patients from more remote areas of large countries, and
when samples need to cross country borders. We believe this assay could be easily
incorporated into the protocol of reference laboratories and play a role in the screening
for MPS IVA, contributing to earlier detection of affected patients.
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INTRODUCTION

Morquio disease type A or mucopolysacharidosis IVA (MPS IVA) is an autosomal
recessive disorder caused by an intralysosomal defect which affects the degradation of
keratan sulfate [1,2]. This glycosaminoglycan is formed by N-acetylglucosamine (or
acetylgalactosamine) and galactose, and is an essential component of cartilage and
cornea.

At least two enzymes contribute to the degradation of keratan sulfate: galactose-
6-sulfate sulfatase (GALNS, which is deficient in MPS IVA) and B-galactosidase (which
is deficient in MPS IVB) [1-4]. Although the short stature and progressive skeletal
dysplasia are usually more marked on MPS IVA, it is not possible to differentiate MPS
IVA from MPS IVB just by clinical data, these disorders being examples of diseases in
which the same phenotype is caused by different enzyme defects [4,5].

MPS IVA is clinically characterized by multisystem involvement, affecting mainly
the skeletal, cardiopulmonary and visual systems, with short stature, corneal clouding,
dysostosis multiplex, joint contractures and tooth enamel defect, among other signs and
symptoms. The cognitive and mental developments are normal. The symptoms usually
become apparent by the end of the first or second years of life, with a progressive
decrease of growth velocity. The patient usually reaches a final stature between 113 and
122 cm, presenting kyphosis, pectus carinatum, kyphoscoliosis and characteristic facies
[2-9].

The initial investigation of MPS can be done by the analysis of urinary GAGs,
including the measurement of total GAGs, which is increased in almost all MPS patients,
and the identification of the types of GAGs excreted (usually by electrophoresis or thin-
layer chromatography). These preliminary investigations help to focus the investigation
to a few specific types. In the case of MPS IVA, the unusual GAG component which is
mainly increased is keratan sulfate. The definitive diagnosis of MPS IVA is then
established by the measurement of GALNS activity using leukocytes or cultured

fibroblasts, usually by a fluorimetric method [10].
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The need of whole blood samples to extract leukocytes, although more
convenient than collecting a skin biopsy to obtain fibroblasts, demands that the sample
reacts in the laboratory in a relatively short time after the collection (Burin et al. 2000)
[11].This complicates the use of leukocytes in large countries, in regions with deficient
transport systems, and especially when samples have to cross international borders,
due to customs and sanitary restrictions.

The use of dried blood samples (DBS) collected on filter paper could be an
alternative as a screening method, and is already being used for the detection of several
lysosomal diseases, including MPS 1, II, 1lIB, IVB, VI and VII (Chamoles et al[12];
Civallero et al[13]). Although the use of DBS facilitates sample collection and
transportations, especially when large distances are involved and/or borders should be
crossed, the confirmation of an abnormal result in leukocytes or fibroblasts is still
recommended.

The fact that a specific treatment for MPS IVA is in clinical development — a
protocol with intravenous enzyme replacement therapy is already in phase |l
(www.bmrn.com) — makes it more important to have available, simple and easy

technique for the detection of the enzyme deficiency in a convenient sample.
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MATERIAL AND METHODS

All participants/guardians signed informed consent forms approved by the
Institutional Review Board. Leukocytes and dried blood samples (DBS) were obtained
from 54 healthy individuals (18-50 years old) and from 25 patients (3-47 years old) with
mucopolysacharidosis type IVA whose diagnosis was previously confirmed in leukocytes
through the method described by Van Diggelen et al [10]. The DBS samples were
repared using Whatman paper # 903, according to the requirements of the National
Committee for Clinical Laboratory Standards protocol (NCCLS).[14], and were stored at
4°C until the analyses were performed.

Leukocytes were separated from heparinized blood according to the method
described by Skoog et al. [15], and stored at -20° C until the analysis. The leukocyte
samples were diluted in distilled water and were sonified in Ultrasonic Sonicator
Processor MISONIX label. The Lowry method was used for the measuring proteins in
leukocyte samples [16]. To validate the method, we carried out a simultaneous GALNS
assay in leukocytes and DBS. For GALNS measurement in leukocytes, we used the
method described by Van Diggelen et al. [10] and by Tylki-Szymanska et al[ 17], with 4-
methylumbelliferyl-p-D-galactoside-6-sulphate (MU-BGal-6S, Moscerdam, Rotherdam)
as substrate. The 20pul leukocyte homogenate (10ug protein) was incubated at 37°C with
the substrate and dilution buffer for 17h in the first incubation and for 2h in the second
incubation, when exogenous B-galactosidase galactohydrolase was added (Table 1).
For blanks, bovine serum albumin (BSA) 0.2% was used instead of sample. After the
whole reaction, fluorescence (excitation, 365 nm; emission 450 nm) was measured on a
Hitachi spectrofluorometer, model F2000. Readings were corrected for blanks and
compared with 4-methylumbelliferone calibrators. Enzyme activity was calculated as
nanomoles of substrate hydrolyzed per 17 h/mg of protein. For the assay on DBS, we
adapted the same method described by Van Diggelen et al. and by Tylki-Szymanska et
al. [10,17]. DBS were collected and dryed following standard procedures. A single 3.0-
mm diameter disk containing dried blood samples (~3.6 pl whole blood) was incubated
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at 37°C for 48 h with appropriate artificial substrates and dilution buffer in the first
incubation, and for 6h in the second incubation, as already described above for
leukocytes (details in Table 1). Stopping buffer was added to the blanks before
substrate. After incubation, the samples were centrifuged at 1500 xg for 10 min at room
temperature. Fluorescence (excitation, 365 nm; emission, 450 nm) was measured in the
supernatant on a Hitachi spectrofluorometer, model F2000. Readings were performed
using the same parameters as for leukocytes assay, and the enzyme activity was
calculated as nanomoles of substrate hydrolyzed per 48h/ml of blood (3.6ul of blood per
punch of DBS sample is assumed).

The stability of DBS was evaluated in several storage conditions (temperature
and days of storage), in samples collected from 2 patients and 3 controls. After drying
overnight at
room temperature (22°C), the measured activity of GALNS was performed and
considered 100%. Additional spots of the same sample were assayed after storage at
4°C, 22°C and 37°C for 7, 14 and 30 days.

The intra-assay CVs of GALNS in DBS was calculated by the duplicate
measurement of the enzyme in all patients (h=25) and controls (n= 54). The inter-assay
variation coefficient was calculated by measurement of the enzyme activity of 3 control
DBS samples in three different assays carried out on the same day (all tests performed
in duplicate). The non-parametric Mann-Whitney U test was used to measure the
differences between controls and patients. A p < 0.05 was considered to be significant.
Receiver operating characteristic (ROC) curves were used to calculate specific cut-off
values for adult controls and patients (table 2). The Bonferroni test for multiple
comparisons was used to measure the differences for the stability study. All analyses

were performed using the Statistical Program Social Sciences (Chicago, IL).
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RESULTS AND DISCUSSION

The main adaptation of the leukocytes method described by Van Diggelen et al.
[10] for the assay on DBS was the increase of the incubation times: 31 h more for the
first incubation (total of 48h) and 4 h more for the second incubation (total of 6h).

Table 2 shows GALNS activity in leukocytes and in DBS samples. In all patients
with MPS IVA we could detect the enzyme deficiency in leukocytes and in DBS samples.
A statistically significant difference was observed in GALNS activity between control and
MPS IVA patient groups in both samples (Figure 1).

The intra-assay variation coefficient of controls (n=54) and patients (n=25) in DBS
samples was £12%. The inter-assay variation coefficient on the DBS samples analyses
in 3 different assays was <13%.

The stability tests showed that, when the sample was kept at 4°C, the activity was
between 97 and 100 % of initial activity up to 30 days after collection. When maintained
at room temperature (22°C), we observed an activity of 80% at day 7 (not statistically
different if compared to reference value), 38% at day 14 and 2% at day 30 (both
statistically different if compared to reference value). The samples stored at 37°C for 7,
14 and 30 days had an activity of 10%, 2% and 0%, respectively, close to the results
obtained in fresh patient samples (Figure 2).

We observed a significative increase on the readings of blanks in the samples
stored at 22°C (at 14 and 30 days), and in the samples stored at 37°C (at 7, 14 and 30
days). The Bonferroni test for the time stability evaluation showed variations from time 0
to 14 days and from 0 to 30 days (p=0.004), with other variations related to storage time
being not significant. Regarding temperature, a statistically significant difference was
observed with all temperatures (p<0.005). In the patients’ samples, no effects of storage
temperature and length of storage were observed as the activity was close to zero in all
conditions.

These results indicate that DBS samples collected for the measurement of
GALNS activity should be kept at 4°C whenever possible, being stable at this
temperature for at least 30 days. Shipment on ice packs seems to be not strictly
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necessary provided the sample arrives at the laboratory before 7 days after collection. In
areas where high temperatures may occur, shipment in insulated packs, preferably with
ice, should be considered. Another useful recommendation would be the simultaneous
shipment of negative control samples. The information about collection date of the
sample is critical and should be included.

A precaution should be taken for the measurement of enzyme activity, related to
the blood concentration in filter paper, which is not always constant. This concentration
depends mainly on the sample’s collection procedures [13]. To minimize this variation it
is recommended that a reference enzyme is measured in each sample, and we
generally use B - galactosidase for this purpose (table 2) [13]. However, when a deficient
activity of GALNS is found, the assay of another sulphatase would be advisable to rule
out the possibility of multiple sulphatase deficiency.

A positive correlation occurs between the leukocyte count in blood and the
degree of enzyme activity measured in DBS samples.[12].The decrease in enzyme
activity related to a low leukocyte count could be easily identified by the simultaneous
assay of several enzymes, with the observation of their ratios [12].

A DBS method was already proposed for the diagnosis of MPS IVA by Hopwood
et al. [18], based in an indirect immunoquantification. Due to limited antibody availability,
however, this method is not accessible for most diagnostic laboratories. Also, a DBS
method was proposed by Khalig et al [19], based on tandem mass spectrometry, but this
technology is largely unavailable in most clinical laboratories.

In our hands, this method of GALNS in DBS samples allowed a practical and
reliable enzyme test for the identification of MPS IVA patients. This work shows that
DBS samples can be used for the detection of MPS IVA, with a method which could be
easily incorporated into the protocol of reference laboratories, enabling easier
identification of affected patients, especially in areas with difficulties for collection and
transportation of liquid samples. This is especially important as the enzyme replacement
therapy is being developed for MPS IVA, making specific and timely diagnosis of
affected patients critical for introduction of appropriate therapy and for a better treatment

outcome.
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Table 1- Incubation condtions for the assay gof, Y- acetylgalactosamine-8-sulfatase (leukocytes and DBS) and B-galaciosidase(DBS).

Enzyme Sample Incubation| Incubatian|l Incubationtime  Stop buffer
- 20yl leukocytes (10ug 10yl of 0,8 mal/l Incl: 17 hours 400 pl 0.5mol/l sadium carbonates sodium
B-sulfatase Leukocytes  proteinjand40ul 10 mmoli sodium phosphate Incll: 2 hours bicarbonate, plus 0.025% triton 100, pH10.7
4-methylumbelifery - buffer, pH 4.3, plus
galactoside-&-sulfatein 0.1 0.02% sodium gzidg
mol/l sodium acetate/ 0.1 and 20yl B-
maol /| acetic acid buffer with galactosidase
0.02% sodium gzide pH4.3 galactohydrolase 10U
M-acetylgalactozaming- DBES 3mm DES, 10yl of 0.9 mol/l Incl: 48 hours 400 pL 0.5 mol/l sodiumcarbonate/ sodium
g-sulfatase 20pl of distilledwater and4l)  sodium phosphate Incll: & hours bicarbonate, plus 0.025% triton 100, pH 10.7
uL 10 mmall 4- buffer, pH 4.3, plus
methylumbellferyl- B - 0.02% sodium gzjde
galactoside-6-sulphatein 0.1 and 20yl f-
mol /| Ma-acetate/0.1 mol/l  galagtosidase
acetic acidbuffer with 0.02%  galactohydrolase 10U
sodiumazide pH4.3
B-galactosidase DBS 3mm DBS, 80l 3haurs B00 uL 0.085 mold
0.0 mol/l citrate phosphate glycine-NaOH,
buffer, pHI10E

pH4.4in 450/ NaCl and 40
pL 0.8 m mol/l 4-
methylumbelliferyl-g-D-

galactoside in distilled water
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Table 2 - N- acetyl-galactosamine-6-sulfatase and p-galactosidase (reference enzyme) activities on

different samples.

Method

N-acetylgalactosamine-6-
sulfatase

L eukocytes®
MPS VA patients

Mormal controls
DBSt

MPS VA patients
Mormal controls

B - galactosidase
DBS-

patients

Mormal controls

25
54

23

54

25
4

Activities range p
(mean = SD)
0.0-6.0{1.03 £1.63) = 0.001

68 -352 (192.7 £ 73.10)
0-125(010 £ 0.33). < 0.001

5.75-33.45 (13.64 £5.98).

20 -57 (36.25 £ 11.93).
20 -66 (42.04 +11.27).

Cutt-off value

7

3.3

Activities expressed as: (a) nmel (M17h / mg protein: (b) nmel / 48h/ ml; (c) nmel / h/ ml
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Activity of GALNS in patients and controls leukocytes and DBS samples.
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Effects of temperature and length of storage on the activity of GALNS in DBS
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RESUMO

Introducdo: Mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA) ou Sindrome de Morquio tipo
IVA, é uma doenga autossbmica recessiva causada pela deficiéncia da enzima
lisossomal N-acetilgalactosamina-6-sulfatase (GALNS), resultando no excesso de
armazenamento lisossomico de queratan sulfato em muitos tecidos e 6rgdos. Este
acumulo causa uma severa displasia esquelética com baixa estatura e afeta os olhos,
coracao e outros 6rgaos, com sinais e sintomas variados. A sindrome de Morquio A tem
uma incidéncia estimada entre 1: 200.000 a 1: 300.000 nascidos vivos. Testes clinicos
com terapia de reposicdo enzimatica para esta doenca estdo em progresso, e é
provavel que o tratamento, quando disponivel, poderia ser mais eficiente se iniciado
precocemente. NOs descrevemos um meétodo fluorimétrico inovador para o ensaio da

GALNS em sangue impregnado em papel filtro (SIPF).

Métodos: NOs usamos sangue impregnado em papel filtro (SIPF) como fonte de
enzima e comparamos com amostras de leucocitos, tendo estudado 25 pacientes com
MPS IVA e 54 controles saudaveis. NOs otimizamos as condi¢cfes de ensaio, incluindo
tempo de incubacéo e estabilidade das amostras de SIPF. Dois tubos tipo eppendorf
contendo um disco de 3-mm de diametro com sangue em papel filtro, nés adicionamos
liquido de eluicdo e solucdo de substrato. Apos duas diferentes incubacdes a 37°C, a
guantidade de produto hidrolisado foi comparada com um calibrador para permitir a
quantificacdo da atividade enzimética. Resultados em SIPF foram comparados com 0s

obtidos com a técnica padrédo usando leucocitos.

Resultados: A metodologia fluorimétrica foi validada em nosso laboratério e o ensaio
encontrou sensibilidade e especificidade, permitindo uma detec¢éo segura de pacientes
com MPS IVA.

O uso de amostras de SIPF simplifica a etapa de coleta e transporte, e é
especialmente util para testar pacientes das mais remotas areas de grandes paises, e

quando amostras necessitam cruzar fronteiras. Este teste poderia ser facilmente
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incorporado aos protocolos de laboratérios de referéncia e ter um papel de triagem para
a MPS IVA, contribuindo para a deteccao precoce de pacientes afetados.

INTRODUCAO

A doenca de Morquio tipo A ou mucopolissacaridose tipo IVA (MPS IVA) é uma
doenca autossOmica recessiva, causada por um defeito intralisossomal que afeta a
degradacdo de queratan sulfato [1,2]. Este glicosaminoglicano é formado pela N —
acetilglicosamina (ou acetilgalactosamina) e galactose, e € um componente essencial
da cartilagem e cornea.

Pelo menos duas enzimas contribuem para a degradacéo do queratan sulfato:
galactose-6-sulfato sulfatase (GALNS, que é deficiente na MPS IVA) e - galactosidase
(que é deficiente na MPS IVB) [1-4]. Embora a baixa estatura e progressiva displasia
esquelética sejam usualmente mais pronunciadas na MPS IVA, ndo é possivel
diferenciar a MPS IVA da MPS IVB apenas pelos dados clinicos, sendo esta doenca um
exemplo de doenca em que o mesmo fendtipo é causado por diferentes defeitos
enziméticos [4,5].

A MPS IVA é clinicamente caracterizada pelo envolvimento multissistémico,
afetando principalmente o sistema esquelético, cardiopulmonar e visual, com baixa
estatura, opacidade de cdrnea, disostose multipla, contratura das juntas e defeito no
esmalte dentério, entre outros sinais e sintomas. O desenvolvimento cognitivo e mental
sdo normais. Os sintomas geralmente tornam-se evidentes no final do primeiro ou
segundo ano de vida, com diminuicdo progressiva da velocidade de crescimento. Os
pacientes usualmente atingem uma estatura final entre 113 e 122 cm, apresentando
cifoses, pectus carinatum, sifoescoliose e facies caracteristicas [2-9].

A investigacao inicial da MPS pode ser feita através da analise de GAGs
urinarios, incluindo a medida de GAGs total, que estdo aumentados na maioria de todos
0s pacientes com MPS e a identificacdo dos tipos de GAGs excretados (geralmente
através da eletroforese ou cromatografia em camada delgada). Esta investigacéo
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preliminar auxilia a direcionar a investigacao para o tipo especifico de MPS. No caso da
MPS IVA, o componente GAG nao usual que é principalmente aumentado € o queratan
sulfato. O diagnostico definitivo da MPS IVA é estabelecido através da medida da
atividade da GALNS utilizando leucécitos ou fibroblastos cultivados, usualmente através
do método fluorimétrico [10].

A necessidade de amostras de sangue para extrair leucdcitos, embora mais
conveniente que a coleta de bidpsia de pele para obter fibroblastos, requer que as
amostras cheguem ao laboratorio em um espaco de tempo relativamente curto apos a
coleta (Burin et al, 2000)[11]. Isso dificulta a utilizacdo de leucécitos em paises de
grandes dimensfes, em regides com sistemas de transporte deficiente e especialmente
quando as amostras tem que cruzar fronteiras internacionais, em funcéo das restricoes
aduaneiras e sanitarias.

O uso de amostras de sangue seco (SIPF) coletadas em papel filtro, poderia ser
uma alternativa como um método de triagem e ja vem sendo utilizado para a detec¢éo
de diversas doencas lisoss6micas, incluindo MPS 1, II, llIB, IVB, VI e VII (Chamoles et
al) [12]; (Civallero et al) [13]. Embora o uso de SIPF facilite a coleta e o transporte
das amostras, especialmente quando grandes distancias estdo envolvidas e / ou
fronteiras devem ser cruzadas, a confirmagdo de um resultado anormal em leucdcitos
ou fibroblastos cultivados é ainda recomendada.

O fato de um tratamento especifico para MPS IVA estar em desenvolvimento
clinico - um protocolo com terapia de reposicdo enzimatica intravenosa ja esta na fase
[l (www.bmrn.com) - torna ainda mais importante a existéncia de uma técnica simples e

facil para a deteccéo da deficiéncia enzimatica em uma amostra conveniente.

MATERIAIS E METODOS

Todos os participantes / responsaveis assinaram o0 termo de consentimento
informado (TCI), aprovado pelo comité de ética e pesquisa do HCPA. Amostras de
leucdcitos e sangue impregnado em papel filtro (SIPF) foram obtidas de 54 individuos
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saudaveis (18-50 anos) e de 25 pacientes (3-47 anos) com diagnostico de
mucopolissacaridose tipo IVA, previamente confirmado em leucdcitos, através do
meétodo descrito por Van Diggelen et al. [10]. Amostras de SIPF foram preparadas
usando papel filtro Whatman n°® 903, de acordo com requerimentos do Comité Nacional
de Protocolo Padrdo de Laboratério Clinico (NCCLS). [14], e foram armazenadas a 4°C
até a realizacdo das andlises.

Leucdcitos foram isolados de sangue heparinizado de acordo com o método
descrito por Skoog et al. [15], e armazenados a -20°C até as analises. As amostras de
leucdcitos foram diluidas em agua destilada e foram sonicadas em sonicador
ultrassénico da marca MISONIX. O método de Lowry foi usado para medir as proteinas
em amostras de leucocitos [16]. Para validar o método, nés realizamos ensaios
simultdneos da GALNS em leucocitos e SIPF. Para a medida da GALNS em leucdcitos,
nés usamos o0 método descrito por Van Diggelen et al. [10] e por Tylki-Szymanska et al
[17], com 4-methylumbelliferyl-B-D-galactosidio-6-sulfato (MU-3-Gal-6S, Moscerdam,
Rotherdam) como substrato. 20 ul de homogenato de leucdcitos (10ug de proteina) foi
incubada a 37°C com o substrato e tampéao de diluicdo por 17 horas, na primeira etapa
de incubacdo e por 2 horas, na segunda etapa, quando a [(-galactosidase
galactohidrolase exdgena foi adicionada (Tabela 1). Para os brancos, albumina de soro
bovino (BSA) 0,2 % foi usada em vez da amostra. Depois da reacdo completa, a
fluorescéncia (excitacdo, 365 nm; emissdao 450 nm) foi medida em um
espectrofluorimetro Hitachi, modelo F2000. As leituras foram corrigidas pelos brancos e
comparadas com calibradores 4-metilumbelliferona. A atividade enzimatica foi calculada
como nmol de substrato hidrolisado, por 17 h/mg de proteina. Para o ensaio em SIPF,
nos adaptamos o mesmo método descrito por Van Diggelen et al. e por Tylki-
Szymanska et al. [10,17]. Amostras de SIPF foram coletadas e secas seguindo
procedimentos padrdo. Um Unico disco de didmetro de 3.0 mm contendo amostra de
sangue seco (~3,6 pl de sangue total) foi incubado a 37°C por 48 horas, com o
substrato artificial e tampé&o de diluicdo, na primeira etapa de incubacéo e por 6 horas
na segunda incubacdo, como ja descrito para leucocitos (detalhes na tabela 1). O
tampdo de parada foi adicionado aos tubos brancos antes do substrato. Apos a
incubacgéo, as amostras foram centrifugadas a 1500 xg por 10 minutos, a temperatura
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ambiente. A fluorescéncia (excitacdo, 365nm; emissdo, 450nm) foi medida no
sobrenadante em um espectrofluorimetro Hitachi, modelo F2000. As leituras foram
realizadas usando os mesmos parametros do ensaio em leucécitos, e a atividade
enzimatica foi calculada como nmol de substrato hidrolisado, por 48 h/ml de sangue
(3,6 pl de sangue por puncao de amostra de SIPF).

A estabilidade das amostras de SIPF foi avaliada em diversas condigbes de
armazenamento (temperatura e dias de armazenamento), em amostras coletadas de 2
pacientes e 3 controles. Apds secagem overnight a temperatura ambiente (22°C), a
medida da atividade da GALNS foi realizada e considerada 100%. As mesmas
amostras foram analisadas depois de armazenadas a 4°C, 22°C e 37°C por 7, 14 e 30
dias.

O coeficiente de variacao intra- ensaio da GALNS em SIPF foi calculado através
da medida da enzima em duplicata em todos pacientes (n=25) e controles (n=54). O
coeficiente de variagdo inter-ensaio foi calculado através da medida da atividade da
enzima de 3 controles de amostras de SIPF em trés diferentes ensaios, no mesmo
dia (todos os testes foram realizados em duplicata). O teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney U foi usado para medir a diferenca entre controles e pacientes. Um p < 0,05 foi
considerado significativo. A curva ROC foi usada para calcular os valores especificos de
cut-off para controles adultos e pacientes (tabela 2). O teste de Bonferroni para
comparacdes multiplas foi usado para medir as diferencas no estudo da estabilidade.

Todas analises foram realizadas usando o programa estatistico SPSS em um

computador compativel PC.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A principal adaptacdo do método em leucécitos descrito por Van Diggelen et al.
[10] para o ensaio em SIPF foi no aumento dos tempos de incubacédo: 31 hs mais na

primeira incubacao (total de 48hs) e 4 hs mais na segunda incubacéo (total de 6 hs).
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A tabela 2 mostra a atividade da GALNS em amostras de leucdcitos e SIPF. Em
todos os pacientes com MPS IVA, nds podemos detectar a deficiéncia enzimatica em
amostras de leucécitos e SIPF. Uma diferenca estatisticamente significativa foi
observada na atividade da GALNS entre o grupo controle e pacientes com MPS IVA em
ambas amostras (Figural).

O coeficiente de variagao intra-ensaio dos controles (n=54) e pacientes (n=25)
em amostras de SIPF foi <12%. O coeficiente de variagdo inter-ensaio nas amostra de
SIPF analisadas em trés diferentes ensaios foi £13%.

Os testes de estabilidade mostraram que quando as amostras foram mantidas a
4° C, a atividade permaneceu entre 97 e 100 % da atividade inicial por até 30 dias ap0s
a coleta. Quando mantidas a temperatura ambiente (22°C), nés observamos uma
atividade de 80 % no dia 7 (n&o estatisticamente diferente se comparada aos valores de
referéncia), 38 % no dia 14 e 2 % no dia 30 (ambas estatisticamente diferentes se
comparadas aos valores de referéncia). Amostras armazenadas a 37° C por 7,14 e 30
dias tiveram uma atividade de 10%, 2% e 0%, respectivamente, prOXimo aos resultados
obtidos em amostras frescas de pacientes (Figura 2).

Ndés observamos um aumento significativo nas leituras dos brancos das amostras
armazenadas a 22°C (14 e 30 dias), e nas amostras armazenadas a 37°C (7,14 e 30
dias). O teste de Bonferroni para avaliar a estabilidade em relagcdo ao tempo mostrou
variacbes do tempo zero para 14 dias e de zero para 30 dias (p=0,004), com outras
variacOes relatadas para o tempo de armazenamento sendo ndo significativas. Em
relagdo a temperatura, uma diferenga estatisticamente significativa foi observada com
todas temperaturas (p<0,005). Nas amostras dos pacientes nédo foram observados
efeitos de temperatura e tempo de armazenamento, sendo a atividade proxima de zero
em todas condicoes.

Esses resultados indicam que amostras de SIPF coletadas para medida da
atividade de GALNS devem ser mantidas a 4°C sempre que possivel, sendo estavel
nesta temperatura por mais de 30 dias. O envio de amostra em embalagens com gelo
parece nao ser estritamente necessario para amostras que chegam ao laboratério antes
de 7 dias ap0s a coleta. Em areas onde podem ocorrer temperaturas altas, o envio em
embalagens isoladas, preferencialmente com gelo, deveria ser considerado. Outra
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recomendacdo util seria o envio simultdneo de amostra controle. A informag&o sobre
data da coleta da amostra é critica e deveria ser incluida.

Uma precaucdo deveria ser feita quanto a medida da atividade enzimatica,
relatada para concentracdo de sangue em papel filtro, que ndo € sempre constante.
Esta concentracdo depende principalmente dos procedimentos de coleta da amostra
[13]. Para minimizar esta variacdo é recomendada a medida de uma enzima de
referéncia em cada amostra e nos geralmente usamos a beta-galactosidase para esta
finalidade (tabela 2) [13]. Entretanto, quando uma deficiéncia da atividade da GALNS é
encontrada, o ensaio de outra sulfatase deveria ser aconselhdvel para avaliar a
possibilidade de uma deficiéncia multipla de sulfatase.

Uma correlacao positiva pode ocorrer entre a contagem de leucécitos no sangue
e a diminuicdo da atividade enzimatica medida em amostras de SIPF [12]. A diminuic&o
na atividade enziméatica relatada para baixas contagens de leucécitos poderia ser
facilmente identificada pelo ensaio simultdneo de outras enzimas, com a observacéo de
suas médias [12].

Um método em SIPF ja foi proposto para o diagnéstico de MPS IVA, por
Hopwood et al [18]), baseado em uma imunoquantificacdo indireta. Devido a limitada
disponibilidade de anticorpo, entretanto, este método ndo € acessivel para a maioria
dos laboratérios diagnésticos. Também, um método em SIPF foi proposto por Khaliq et
al [19], baseado em espectrometria de massa em tandem, mas esta tecnologia ndo é
disponivel na maioria dos laboratorios clinicos.

Na nossa experiéncia, este método de GALNS em amostras de SIPF permitiu um
teste enzimético pratico e seguro para a identificacdo de pacientes com MPS IVA. Este
trabalho mostrou que amostras de SIPF podem ser usadas para detectar pacientes com
MPS IVA, como um método que poderia ser facilmente incorporado aos protocolos dos
laboratérios de referéncia, possibilitando a identificagdo mais facil de pacientes
afetados, especialmente em areas com dificuldades para a coleta e transporte de
amostras liquidas. Isso € especialmente importante quando a terapia de reposicéo
enzimatica esta sendo desenvolvida para a MPS IVA, tornando especifico e critico o
tempo para diagnostico de pacientes afetados, para a introducdo de terapia apropriada

e para um melhor resultado do tratamento.
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Tabelal - Condigies de incubagio para o ensato de N - acetilgalactosamina-6-sulfatase (Leucdcitos e SIFF) e B-galactosidase (ZIPF).

Enzima Amosira ncubagial Tncubacao Tempa de olugio Tampdo
IncubazEo
M-acetilgalactozamina-6- 20 ul leucocitoz= (10 ug de 10 mL de tampéo Inc [ 17 haras 400 gl 05mol F1 carbonsto de
sulfatase Leucdcitos proteinal e 40 ul 10 fosfato de 0.9 moal A, Inc 11 2 horas =adios bicarbonato de sddio,
mmolf| 4-metillumbelliferyl-  pH 43, acrescido de acrescido de 0,025% triton X100,
B-galactoside-B-sulfate em  0,02% azida de sodio & pH107
0,1 mal flacetsto de 2000l B-galactosidase
=ddio/ 0,1 mal f 1tampéo galactohidrolase 100
acido acético de 0,02%
azida de sddio pH 4.3
M-acetigalactosaming-6-  SIPF JmmDBS, 10 mL de tampéo Inc I 45 haras 400 ul 05mal f1 carbonsto de
sulfataze 20 ml de dgua destilada fosfato de 09 mal 1, pH  Inc 1 B horas =adios bicarbonato de sddio,
40 pl 10 mmol 4- 4,3, acrescida de 0,02% acrescido de 0,025% fiton X100,
metilumbelliferyl- B — azida de sddio e 20 ul pH107
malactoside -E-zulfato em f-oalactosidase
0.1 mol A Na-acetsto /01 galactohidrolase 10U
mol 7 | de tampéo fosfata
de citrato 0,02% acido de
=0dio pH 4,3
poalactosicase =IPF DB 3mm, 50 mL 3 horas 500 pl 0,085 mall

0,05 mol /1 tampdo
fostafo de citrato,

pH 4.4 em 45g/ NaCl e 40

pL 0.8 m mali | 4-
metilumbelliferyl-f-0-
galactoszide em agua
destilada

dlicina-MacH,
pH10.5
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Tahela 2 - M- aceti-galactosamina-B-sulfatase e P-galactosidase (enzima de referéncia) atividades erm diferentes

amostras.

Metodo n YVariagao das atividades P Cutt-off valar
imédia £ 500

H-acetilgalactosamina-6-sulfatase

Leucicitos®

Facientes MPS VA 28 00—-60¢,03+£1,63) = 0,001 ar

Controles nommais a4 EE 352 8277310

SipFe

Facientes MPS VA 25 0-1,25¢010+0.33). = 0,001 3.4

Cantrales nommais a4 A, TE 33,45 (13,64 +598)

B - galactosidase

SIPF:

Facientes 25 20-57 (36,25 £ 11 94).

Contrales Mommais a4 20-66 (4204 £11,27.

Atividades expressa cormo: () nmoal M 7h g de proteina; () nmol § 4800 ml (e nmal 1 hi mil
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Atividade da Galactose-6-sulfatase [nma AT ing proteina

Leucécitos
Controle MPS IVA
400
oo
(-]
300
a0
fe e
[eeeiea]
o
a0
[ ean i)
2007} o
'y
%
100 o
fe e
-]
0 (anssaunnssnnnsanansnnsianl

Ati vidade da Galactosa-Gsulfatase [nmal MH480m sangue)

g

5

-
=
1

o

SIPF
Controle MPS VA
°
o
)
oo
@
o
@
@
oo
CTTIT
LLEEL
e
o0
LLLLL
R
L]
B e

Figura 1 - Atividade da GALNS em amostras de leucocitos e SIPF em pacientes e

controles.
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Figura 2 - Efeito da temperatura e tempo de armazenamento sobre a atividade da
GALNS em SIPF.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A mucopolissacaridose tipo IVA € uma doenca progressiva, com envolvimento
esquelético importante. Apesar da displasia esquelética ser caracteristica, o diagnostico
definitivo s6 é obtido através do ensaio enzimatico especifico, tornando importante a
padronizacdo de técnicas bioquimicas mais praticas e acessiveis, disponibilizando o
acesso ao diagnostico para todos os pacientes.

Este trabalho mostrou que a utilizacdo de amostras de SIPF como teste de
triagem para o diagndéstico bioquimico da MPS IVA é viavel de ser incorporado aos
laboratérios de referéncia, para identificar pacientes com doenca de Morquio tipo A,
especialmente em areas de dificil acesso para coleta e transporte de amostras liquidas.

A utilizacdo de papel filtro padréo (Whatmann n° 903) e o procedimento de coleta
das amostras, seguindo-se as normas de coleta da NCCLS, assim como o tempo de
secagem das amostras antes de armazenar a 4°C, é muito importante para a obtencéo
de resultados confiaveis, permitindo, desta maneira o diagnostico seguro de pacientes
afetados.

Os testes de estabilidade de amostras de SIPF para o ensaio enzimatico da
GALNS, para o diagndéstico de pacientes com mucopolissacaridose tipo IVA, foram de
extrema importancia, mostrando que a temperatura de armazenamento das amostras a
4°C é a temperatura indicada para a obtencdo dos resultados confiaveis, evitando-se
desta maneira, resultados falso-positivos. Nesta temperatura, as amostras foram
estaveis por até 6 meses.

Acreditamos que a disponibilizagdo deste teste em SIPF vai permitir um
diagnéstico mais precoce da MPS IVA, o que € especialmente importante num

momento em que uma terapia especifica para esta doenca esta sendo desenvolvida.
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Titulo do projeto: Diagnéstico de Mucopolissacaridose tipo IVA em sangue total e em

sangue impregnado em papel filtro

Pesquisador responsavel: Maira Graeff Burin. Servico de Genética Médica. Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto Alegre, Fone: 3359 8011.

O laboratério do Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre esté trabalhando na padronizagao de uma nova metodologia em leucdceitos( células
brancas do sangue ) ¢ a implantacio deste método utilizando amostras de sangue
impregnadas em papel filtro (SIPF). Esta nova metodologia permite o diagnéstico de
certeza dos pacientes com mucopolissacaridose do tipo IVA, sem a possibilidade de
confusao com o tipo IVB. O uso de SIPF ¢ uma alternativa as amostras de sangue total
enviados em tubos vacutainer ou seringas, que estdo sujeitos a deterioracao em um curto
espaco de tempo e que tem seu envio limitado quando pensamos em longas distancias.
Caso seja possivel fazer as analises nesse tipo de material, isso facilitaria enormemente o
transporte das amostras, até o nosso laboratdrio, ¢ espera-se que isto aumente o acesso das
pessoas a este tipo de exame (que no Brasil somente ¢ feito aqui em nosso laboratério).

Para a padronizagao dessa téenica sao necessdrias amostras de sangue de individuos
sauddveis de diferentes idades, para que possamos estabelecer os valores normais da
atividade da galactose-6-sulfatase em individuos sadios ¢, a partir dai, diferenciarmos dos
valores da atividade que sdo encontradas nos pacientes.
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TERMO DE CONSENTIMENTOQ INFORMADO

TITULO DO PROJETO: Mucopolissscaridoses no Brasil estudo  clinico

PESQUISADOR RESPONSA VEL: Roberto Giugliani, Servico de Genética Médica,
Hospital de Clinicas do Porto Alegre, Rus Ramiro Barcelos 2350, Porto Alegre, RS

Nome do paciente:

Enderego:

Cidade: Estado CEP:

Fone: } Bmail:

Resporsével: Idade:

RG: Gtan de parentosco:
Justificativa ¢ objetives do sstudo:

As B ﬁoﬁommﬁm_dewmmwmem vezes de

mucopolissacaridoses
diagnéstico dificil Com o objetivo de diagnosticar cornctamente os pac
mmmjmmmdﬁnam&hﬂummwdmsmm' de
apresentar uma mocopolissacaridose. Os casos identificados serdo refievidos & centros
1egI0nais que possam realizar o manejo adequado e oferecer as medidas de prevencio de
mmmmyﬁﬂmﬂmmmm”mmm
&aqmeuw&mbrﬁﬁﬂmh‘bmrmm‘ a pesquisa sobve essas

Procedimentes a que serdio submetidos os pacientes

Os pacientes com suspeita de apresentar unia mucopolissacaridose serfio submetidos &
mmmm-mmmmmhubama
mn@mﬁnmmm Em alguns casos serfi necessiria a repetigio

HCPA /GPPG
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140272003
Armarenamento de dados e amostras
Mos casos confirmados, os dados clinicos e laboratoriais serio registrados em um banco
de dados e as amostras ficarfo armazenadas em um banco de material. Esses dados e
amostras ficardo & disposigio de pesquisadores que gueiram desenvobver pesquisas sobre
o tema, desde que as pesquisas sejam aprovadas pelo Comité de Ftica em Pesquisa.

Beneficios esperados

Com o dizgnéstico do tipo de mucopolissacaridose, o paciente poderd se beneficiar das
medides de tratamento eventualmente dispeniveis, Por outro lado, sua familia também
poderi se beneficiar através do aconselhamento genético, deteccio de portadores e
diagndstico pré-natal

Caso tenha alguma divida ou queira algum esclarecimento adicional, contactar o
Dr. Roberte Giugliani ou alguém da equipe de mucopolissacaridoses do Servigo de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no enderego abaixo:

Servigo de Gendtica Médica
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Rarmire Barcelos 2350
Q0035-003 — Porto Alegre — RS

tel  (51) 33168011

B (51) 33168010

email lgenéticafhepa.ufrgs. b

Concorde em participar do projeto de pesquisa “Mucopolissacaridoses no Brasil:
um projeto abrangente para sua investigacio, registro diagndstico, manejo e
prevengio”

Data: i !

Paerente ou responsavel:

Responsavel pelo estudo:

HCPA | GPPG
VERSAQ APROVADA
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ANEXO D - AUTORIZACAO PARA USO DE IMAGEM
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Background: Mucopolysaccharidosis IVA (MPS IVA), or Morquio Syndrome type A, is an
autosomal recessive disease caused by deficiency of the lysosomal enzyme N-
acetylgalactosamine-6-sulfatase (GALNS), resulting in excessive lysosomal storage of
keratan sulfate in many tissues and organs. This accumulation causes a severe skeletal
dysplasia with short stature, and affects the eye, heart and other organs, with many
signs and symptoms. Morquio A syndrome is estimated to occur in 1 in 200,000 to
300,000 live births. Clinical trials with enzyme replacement therapy for this disease are
in progress, and it is probable that the treatment, when available, would be more
effective if started early. We describe an innovative fluorometric method for the assay of
GALNS in dried blood spots (DBS). Methods: We used dried blood spots (DBS) as the
enzyme source and compared it with leukocytes samples, having studied 25 MPS IVA
patients and 54 healthy controls. We optimized the assay conditions, including
incubation time and stability of DBS samples. To eppendorf type tubes containing a 3-
mm diameter blood spot we added elution liquid and substrate solution. After 2 different
incubations at 37 °C, the amount of hydrolyzed product was compared with a calibrator
to allow the quantification of the enzyme activity. Results in DBS were compared to the
ones obtained in leukocytes using the standard technique. Results: The fluorescent
methodology was validated in our laboratory and the assay was found sensitive and
specific, allowing reliable detection of MPS IVA patients. The use of DBS simplifies the
collection and transport steps, and is especially useful for testing patients from more
remote areas of large countries, and when samples need to cross country borders.
Conclusion: This assay could be easily incorporated into the protocol of reference
laboratories and play a role in the screening for MPS IVA, contributing to earlier

detection of affected patients.

© 2011 Published by Elsevier B.V.
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