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_Resumo

As Mucopolissacaridoses (MPSs), constituem um subgrupo das Doencas
Lisossomais de Sobrecarga, causadas por deficiéncias em enzimas lisos-
somais, que catalisam a degradacéo dos glicosaminoglicanos. As MPSs
tém apresentagdo multissistémica, heterogénea e consequentemente de
diagnostico dificil. O projeto FIND tem como objetivo alertar os clinicos
para sinais e sintomas de risco ao mesmo tempo que disponibiliza uma
ferramenta de diagndstico.

Este estudo pretende descrever uma abordagem desenvolvida no ambito
do projeto FIND para identificar doentes com mucopolissacaridoses (MPSs)
em idade pedidtrica, antes do aparecimento dos sintomas mais graves. A
identificagcao atempada permitirad uma intervencdo terapéutica precoce,
assim como oferecer aconselhamento genético as familias afetadas.

O projeto FIND permitiu a identificacdo de 12 doentes de MPSs e a sua refe-
renciagao para os respetivos centros de tratamento.

Este estudo, para além da sua vertente educativa, coloca a disposi¢ao dos
clinicos um étimo meio para a identificagao e caraterizagdo de casos sinto-
maticos de MPS em idade pediatrica.

_Abstract

Mucopolysaccharidoses are a subgroup of Lysosomal Storage Disorders
characterized by the accumulation of glycosaminoglycans in cells, tissues,
and organs due to specific enzyme deficiencies. In early disease stages,
diagnosis can be postponed for years or even missed in late onset forms.
This study aims to describe an approach developed within the scope of

the FIND project to identify patients with mucopolysaccharidoses (MPSs)

a in pediatric age, before the appearance of the most severe symptoms,
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allowing early therapeutic intervention, as well as offering genetic
counseling to affected families.

The FIND project was designed to claim awareness to the red flags of MPS
at pediatric age and to provide a tool for physicians to diagnose these
pathologies, since most of them are amenable to enzyme replacement
therapy. The clinical suspicion was addressed by performing seven distinct
enzymatic assays in dried blood spots. In the cases of a deficiency, the
quantification and identification of the glycosaminoglycans were performed
and the genetic study carried out.

In the first eight years of the project, we have identified twelve patients
among the 385 samples received. FIND project allows an early identifica-
tion and characterization of symptomatic MPSs patient, as well as other
related pathologies at pediatric age.

_Introdugéo

As Mucopolissacaridoses (MPSs) sdo um sub-grupo das
Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs), onde ocorre
a acumulacao de glicosaminoglicanos (conhecidos como
GAGs ou mucopolissacarideos). Os GAGs sdo uma familia
de glicoconjugados que incluem o sulfato de dermatano,
sulfato de queratano, sulfato de heparano, sulfato de con-
droitina e o acido hialuronico. Cada MPS ¢ caracterizada
por uma acumulagao especifica de GAGs, dependendo da
deficiéncia enzimatica presente, conduzindo consequente-
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mente a diferentes fendtipos (1:2). Todas as MPSs séo de
transmissao autossémica recessiva, com excecao da MPS
Il, que é ligada ao cromossoma X. Estas patologias séo
crénicas, progressivas e multissistémicas, com diferentes
graus de gravidade e evolugao. O largo espectro de apre-
sentagdes clinicas, torna o diagnéstico dificil e complexo,
podendo conduzir a um diagndstico tardio, especialmente
em doentes com formas mais leves. Mesmo nos doentes
com comprometimento cognitivo grave o seu diagndéstico
pode ocorrer até 18 meses apos o inicio dos sintomas, pe-
riodo durante o qual se podem registar alteracoes irreversi-
veis nos 6rgdos (1:3-5)_ Cimaz, et al. afirmaram que apenas
20% das formas leves de MPS | s&o diagnosticadas corre-
tamente, levando a intervencdOes tardias e ao surgimento
de sintomas deletérios (6). As principais caracteristicas
das MPSs sdo a baixa estatura, organomegalia, infeccdes
respiratérias recorrentes, hérnias, facies grosseiros, altera-
c6es 6sseas e atraso no desenvolvimento psicomotor (1),
O tratamento das MPS envolve uma abordagem multidisci-
plinar, com o objetivo de atenuar os sintomas e melhorar a
qualidade de vida dos doentes. Isso pode incluir terapias
de substituicao enzimatica (TSE), tratamento cirurgico para
corrigir complicacdes ortopédicas e uma intervengéo espe-
cializada para problemas respiratérios e cardiacos. A TSE
encontra-se disponivel para a maioria destas doencas. O
transplante de células-tronco hematopoéticas também &
uma opgéao para doentes de MPS | com forma grave, antes
dos 2 anos (7-9). Avancos significativos tém sido feitos na
pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos, como a
terapia génica, que poderao melhorar o prognéstico e qua-
lidade de vida dos doentes com MPSs. O tratamento preco-
ce pode retardar significativamente ou prevenir o inicio dos
principais sinais clinicos, modificando substancialmente
a histdria natural da doenga, especialmente nas formas ate-
nuadas (19). A colaboracéo entre diferentes especialidades
médicas, cuidadores e doentes é crucial para garantir uma
intervencao eficaz da doenga. Por conseguinte, a educagao
continua e a partilha de conhecimentos entre profissionais
de salde sdo essenciais para melhorar os resultados e a
qualidade de vida dos doentes com MPSs (11,

O projeto FIND, resultante de uma parceria entre a Seccao
de Doencas Hereditarias do Metabolismo da Sociedade Por-
tuguesa de Pediatria (SDHM-SPP) e o Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), foi iniciado com o intuito
de realizar um diagnéstico atempado, podendo melhorar o
prognostico destes doentes, especialmente quando op¢oes
terapéuticas estao disponiveis. O projeto tem como objetivos
principais: a divulgacdo dos sinais de alerta que permitam
equacionar o diagnostico das MPSs e a disponibilizacao de
uma ferramenta que possibilite 0 estudo e diagnoéstico deste
grupo de patologias 0 mais precocemente possivel.

_Objetivos

Este estudo pretende descrever uma abordagem desenvolvi-
da no ambito do projeto FIND para identificar doentes com
mucopolissacaridoses (MPSs). Visa, por um lado, chamar
a atencado para 0s principais sintomas deste grupo de patolo-
gias e, por outro, conduzir a sua identificagao precoce.

_Métodos
Formacgéo de profissionais de satde

Devido a sobreposicao dos sintomas de MPS com patologias
mais comuns, o projeto FIND foi langado para aumentar a
consciencializacdo das MPSs entre as diversas especialidades
médicas. Foi distribuido um folheto informativo (figura 1) em
todos 0s hospitais gerais e divulgacéo em reunides cientificas,
workshops, versando fundamentalmente a area pediatrica. Foi
igualmente criado um site informativo (http:/projetofind.pt/)

Colheita de amostras

Paralelamente, o projeto também disponibilizou um ensaio
facil e rapido que permite o diagnostico precoce destas
patologias. Em caso de suspeita de MPSs, o clinico podera
solicitar um kit de diagndstico, enviando um email para
projecto.find@gmail.com, fornecendo o nome e endereco
para entrega dos kits. Apds a colheita de sangue, as amostras
de sangue seco (DBS) foram enviadas através de um envelope
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pré-pago, enderecado a Unidade de Rastreio Neonatal,
Metabolismo e Genética, Departamento de Genética Humana,
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, onde
0s testes enziméaticos destas patologias foram realizados.

Ensaios enzimaticos

Sete ensaios enzimaticos foram realizados em DBS (tabela 1),
com recurso a susbtratos fluorescentes especificos, para
cada uma das MPSs. A fuorescéncia foi medida (ex345nm;
em 460nm) e os resultados foram obtidos com recurso
a uma curva de calibragdo de 4-metilumbeliferona e expres-
sos em nmol/h/spot (12.13),

Determinacédo de GAGs

Os GAGs foram determinados na primeira urina da manha ou
em urina ocasional, de acordo com o protocolo descrito em
Withman, et al. (14),

Estudo molecular

Nas amostras em que uma atividade enzimética reduzida
foi identificada, prosseguiu-se com o estudo molecular do
respecivo gene codificante.

Figura 1: [ Folheto informativo sobre as MPSs no &mbito do projeto FIND.

Aparentemente
saudaveis!
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A IMPORTANCIA DE UM DIAGNOSTICO

As mucopolissacaridoses
(MPS) sio doencas de
sobrecarga multissistémicas
e progressivas que
costumam AFECTAR:

Se suspeitar
Solicite GRATUITAMENTE um

KIT de diagnéstica por e-mail para:

projecto.find@gmail.com

ECIDO CONJUNTIVO (hérnias)

OSTO (fac:

Tabela 1: [} Deficiéncia enzimaticas e GAGs excretados nas Mucopolissacaridoses

Mucopolissacaridose Doenca Gene
Hurler, Scheie,

MPS | Hurler\Scheie IbUA

MPS 1I Hunter IDS
MPS 11l B Sanfillipo B NAGLU
Morquio A GALNS

MPS IV

Morquio B GLB1

MPS VI Maroteaux-Lamy ARSB

MPS VII Sly GUSB

Deficiéncia Enziméatica Glicosaminoglicanos excretados

a-iduronase SD/SH
Iduronato-2-sulfatase SD/SH
N-acetyl-a-D-glucosaminidase SH
Galactose-6-sulfatase SK/SC
B-galactosidase SK
Arilsulfatase B SD
B-glucuronidase SD/SH/SC

SD - sulfato de dermatano; SK - sulfato de queratano; SH - sulfato de heparano; SC - sulfato de condroitina
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_Resultados Foram determinadas as sete atividades enzimaticas, descrimi-

[o) i0-
Dos 419 kits solicitados em todo o pais, recebemos 385 nadas na tabela 1, apresentando 90% das amostras rececio

nadas, resultados dentro dos valores de referéncia. Nas
amostras. Todas as amostras foram acompanhadas por uma

o L . L restantes amostras, uma ou mais atividades enzimaticas esta-
breve histoéria clinica e uma requisicdo meédica. A média de

. . . . vam alteradas em comparacao com os valores de referéncia.
idade dos doentes foi de 5,4 anos e a mediana foi de 3,2 parag

T . Nesses casos, novas amostras de sangue total, colhidas em
anos. Os principais sintomas que levaram os pediatras a

suspeitar de MPSs estdo representados no grafico 1. Na heparina de litio, foram solicitadas para confirmar ou excluir

o . . a deficiéncia enzimatica identificada. Ap6s a confirmacao da
maioria dos doentes, foram observados dois a trés sintomas, P ¢

- . 0 . oy deficiéncia enzimatica leucocitaria, foi realizado o respetivo
sendo a facies grosseira (24%) e o envolvimento cognitivo

(19%) os mais frequentes. Os sintomas menos frequentes estudo molecular e quando possivel a analise dos GAGs. Nas

foram a opacidade corneana, a perda auditiva e o sindrome 385 amostras analisadas, identificamos 12 doentes (tabela 2).
Este estudo permitiu a identificacéo de 5 doentes de MPS |,
1 doente de MPS II, 2 doentes de MPS 1lIB, 1 doente de MPS

VA, 2 doentes de GM1 e 1 doente de MPS VI.

do tunel cérpico.

Grafico 1: [ Dados fenotipicos relativos as MPSs observados na populagdo em estudo (n de amostras=385).
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Tabela 2 : [} Breve descrigdo dos 12 casos de MPSs identificados neste estudo.
Enzima Idade ao . A}lyldade GAGs Estudo
Doenca Gene FF AT . P enzimatica em DBS
deficiaria diagndstico (mg/mmol creat) molecular
(nmo/h/spot)
. . 0.01
D1 MPS | IDUA a-iduronidase 2 anos (VR: 0.1 - 0.9) N.D. p.W402X./p.P533R
. . 0.01 56
D2 MPS | IDUA a-iduronidase 2 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 6.0 - 22.0) p.W402X./p.P533R
Iduronate-2- 0.01 79 GAATC> AGAGG
D3 MPS II IDS sulfatase 3 anos (VR: 0.1 -0.9) (VR: 9.0 - 20.0) (IDSP1> IDS)+
glangliosidosis . 0.09 104 €.588-891insT/
D4 GM1 GLB1 B-galactosidase 10 meses (VR: 2.0 - 7.0) (VR: 4.0 - 31.0) p.WE27X
glangliosidosis ) 0.05 " p.R201H/
D5 GMA GLB1 B-galactosidase 10 anos (VR: 0.2 - 7.0) (VR: 4.0 - 11.0) .1572_1577insG
id id 0.01 107 c.144-146delT
D6 MPS | IDUA a-iduronidase 3 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 6.0 - 16.0) ( R48del)/p.W402X
. . 0.01 88
D7 MPS | IDUA a-iduronidase 6 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 4.0 - 11.0) p.P533R/p.P533R
. . 0.01 46,5
D8 MPS | IDUA a-iduronidase 2 anos (VR: 0.1 - 0.9) (VR: 6,0 - 22.0) p.P533R/p.P533R
D9 MPS I1IB NAGLU N-acetyl-a- 4 0.01 25 N435T/p.R643C
D-glucosaminidase anos (VR: 0.1 - 0.6) (VR: 6,0 - 22.0) p.N435T/p.
. 0.02
D10 MPS VI ARSB Arilsulfatase B 2 anos (VR: 0.1 - 0.5) N.D. p.D53G/p.L72R
N-acetyl-a- 0.01 . N
D11 MPS 11IB NAGLU D-glucosaminidase 9 anos (VR: 0.1 - 0.9) N.D. p.GIN662*/p.GIn662
Galactose-6- 0.01
D12 MPS IVA GALNS sulfatase N.D. (VR: 0.02 - 0.20) N.D. p.A291T/ p.A291T
D - Doente; VR - Valores de Referécia; N.D. - N&o disponivel; * - troca entre o pseudogene e o gene; * - codao stop
_Discusséao Este estudo permite simultaneamente o diagnodstico de um

Este estudo, assim como um similar a decorrer em Espanha grupo de patologias que compartilham muitas caracteristicas

tem uma parte educacional, com enfatizacdo dos principais clinicas em idade pediatrica. Nesta populagao pediatrica

- de alto risco, temos uma incidéncia de MPSs de 1 em 32
sinais de alerta de um grupo de doencas raras, que afetam

0 .
4,8 em 100.000 pessoas, que por vezes passam despercebi- doentes estudados. Em 60% dos doentes identificados, a

. . . idade média de diagnostico foi de 3 anos, o que é inferior em
dos ou séo erroneamente diagnosticados como outra patolo-

gia, devido a0 seu envolvimento multissistémico (15:16), comparagao com a idade média de diagnostico para MPSs

descrita por Pinto, et al. (17).

Por outro lado, o projeto FIND, devido a forma facil e econo-

. . . N Este estudo revela, para além da eficacia desta abordagem,
mica de obter uma amostra para analise, associada a baixa

, L . ue foi bem-sucedido também na parte educacional para
quantidade de amostra de sangue necessaria para realizar q P P

. L . . . este grupo de doencas. Por outro lado, ao comparar o estu-
um ensaio enzimatico, disponibiliza aos médicos uma ferra-

. . , do com projetos similares, que basicamente diagnosticam
menta para caracterizar doentes pediatricos com sintomas

de MPS. Devido & sua estabilidade, a colheita de sangue MPSs e mucolipidoses, medindo a quantidade de armazena-

. . . mento de GAGs, o0 nosso estudo tem a possibilidade de dis-
em papel filtro pode ser enviada por correio normal, sem a

necessidade de transporte especial, permitindo estudos de ponibilizar um diagnéstico diferencial, como gangliosidoses
tipo 1, deficiéncia multipla de sulfatases e também galacto-

populagoes de alto risco, 0 que n&o é possivel com um tubo
sialidoses (7.8,18,19),

de sangue total.
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Conclusao

O projeto FIND permitiu a identificagdo de 12 doentes com
mucopolissacaridoses (MPSs) e a sua referenciacao para 0s
respetivos centros de tratamento.

Este estudo revela a eficacia e utilidade da abordagem
diferenciada do projeto FIND. Para além da sua vertente
educativa, coloca a disposicao dos clinicos um 6timo meio
para a identificacdo e caraterizacao de casos sintomaticos
de MPS em idade pediatrica.

Uma intervencao terapéutica precoce, evita o aparecimento
de sintomas mais graves.
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