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_Resumo sed before the appearance of the first symptoms making them important

for an early diagnosis. The available treatments for these pathologies
As Doengas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs) sdo um conjunto de

) ) o ) can lead to the decrease of these sphingoid bases, raising the possibili-
patologias raras, crénicas, multissistémicas com modo de apresentagao

) ; o : i ty of using them for treatment follow-up. For the first time in Portugal, it
e gravidade muito variaveis. No seu conjunto afetam aproximadamente

1:5000 nados vivos e séo causadas pela acumulagdo de metabolitos nao
degradados no interior do lisossoma. As esfingolipidoses séo o grupo de
DLS com maior prevaléncia e incluem a doenga de Gaucher, a doenga de
Fabry e a doenca de Niemann-Pick. Por vezes, parte do produto primario
de acumulagao, através de uma reacdo de desacilagé@o, é convertido na

is available the study of several biomarkers for LSDs, through the tech-
nology of liquid chromatography coupled with tandem mass spectrome-
try (LC/MS/MS). The authors present the results of the measurement of
these sphingoid bases in several LSD patients, showing a clear specifi-
city of these biomarkers, allowing an early diagnosis, a better knowled-
ge of the natural history of the disease and a evaluation of the efficacy
respetiva base esfingoide, que se encontra bastante elevada em casos of the treatment.
de patologia. Em alguns doentes, estes compostos ja se encontram

aumentados, mesmo antes do aparecimento dos primeiros sintomas. Os

tratamentos disponiveis para estas patologias (terapia de substituicdo

enzimatica, terapia de reducédo de substrato de chaperones farmacolégi-

cos) conduzem a um decréscimo da concentracédo destas bases esfingoi- _Introdugéo
des, tornando o doseamento destes compostos Gtil também para aferir
a eficacia da terapéutica utilizada. Pela primeira vez em Portugal, é
disponibilizado o estudo destes biomarcadores para as DLSs, através de patologias de origem genética, em que ocorrem altera-
da tecnologia de espectrometria de massa em tandem (MS/MS). Os auto- Qées na correta degradagéo ou sintese de certos metabo-
res apresentam os resultados obtidos do doseamento destes lisolipidos
em diferentes doentes de DLSs, com a clara demonstracao da especifici-
dade destes biomarcadores, permitindo um diagnéstico atempado, um s&o um grupo bastante grande e heterogéneo, responsa-

melhor conhecimento da evolugao da doenga e monitorizagédo da eficacia vel por uma morbilidade e mortalidade significativas (1). As
do respetivo tratamento.

As doencas hereditarias do metabolismo, sdo um conjunto

litos celulares. Embora individualmente raras, globalmente

doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs), um importante

_Abstract grupo das doengas hereditarias do metabolismo, séo patolo-

gias cronicas, multissistémicas, com modo de apresentacéo
More than 50 inherited lysosomal storage disorders (LSDs) are presently

known. They are a group of rare, multisystemic diseases with a variable
presentation. Most are the result of an impairment of a catabolic enzy- madamente 1:5000 nados-vivos e sdo causadas pela acumu-
me, leading to the accumulation of the corresponding specific substra- Iagéo de produtos nao degradados no interior do lisossoma,
te(s) and subsequent pathology. LSDs are individually rare diseases, but
as group they affect about 1 in 5,000 live births. The sphingolipidoses
are due to deficiencies in the enzymes needed for lysosomal degrada- esfingolipidoses sdo o grupo de DLS com maior prevalén-
tion of sphingolipid substrates and constitute the most prevalent group, cia e incluem a doenga de Gaucher, a doenga de Fabry ea
where Gaucher, Fabry and Niemann-Pick diseases are included. In these
disorders, the primary product of storage is deacylated into the respec-
tive sphingoid bases. In some cases, these products are already increa- re a acumulagdo de glucosilceramida devido & deficiéncia

e gravidade muito variaveis. No seu conjunto afetam aproxi-

consequéncia de distintas deficiéncias enzimaticas (2). As

doenca de Niemann-Pick (2:3). Na doenca de Gaucher, ocor-
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enzimatica em B-glucocerebrosidase e no caso da doenga de
Fabry, devido a um défice enziméatico em a-galactosidase A,
ocorre a acumulacao em globotriosilceramida. Na doenca de
Nieman-Pick tipo AB, ocorre a acumulagao de esfingomieli-
na &cida, devido a uma deficiéncia da enzima esfingomielina-
se, enquanto na doenca de Niemann-Pick tipo C, verifica-se
a acumulagao de colesterol dentro dos lisossomas, em resul-
tado da deficiéncia das proteinas a NPC1 e/ou NPC2 codifi-
cadas por dois genes diferentes, NPCT e NPC2 e envolvidas
no trafego de colesterol (4). No que diz respeito aos sintomas,
a doenca de Gaucher é caracterizada por hepatoesplenome-
galia, anemia e trombocitopenia, a doenca de Fabry por into-
lerdncia ao exercicio, angioqueratomas, acroparestesias e
pode apresentar ainda envolvimento cardiaco e\ou renal (5:6).
A doenca de Niemann-Pick, tem o tipo A, caracterizado por
ser a forma mais severa com grande comprometimento neu-
rolégico, sendo fatal entre os 2-3 anos de vida. No tipo B,
forma ndo neuroldgica ou visceral, apresenta envolvimento
respiratorio, hepatico e cardiaco. O tipo C, é a forma mais
frequente da doenca de Niemann-PicK e apresenta um com-
prometimento neuroldgico, com atraso do desenvolvimento
motor e mental (4). O tratamento destas patologias é atual-
mente efetuado através da utilizacao de terapia de substitui-
cdo enzimatica para as doengas de Gaucher e de Fabry, de
terapia de reducéo de substrato para as doencas de Gaucher
e de Niemman-Pick tipo C ou utilizando chaperones farma-
colégicos para alguns casos da doenga de Fabry (7). O diag-
nostico destas patologias realiza-se através da determinacéo
da respetiva atividade enzimatica ou da quantificagdo dos
substratos acumulados, especificos para cada uma das pato-
logias (8-19). No entanto, a falta de biomarcadores mais sen-
siveis e universalmente aceites, torna dificil, por um lado o
diagndstico assim como o seu follow-up. Exemplo disso, é o
doseamento dos niveis da enzima quitotriosidase, usada na
monitorizacdo da doenca de Gaucher, que se encontra igual-
mente elevada em outras patologias, a sua correlagdo com
o nivel de severidade é discutivel e cerca de 5-10% da popu-
lacdo é homozigitica para uma duplicacdao de 24bp no gene
que codifica a quitotriosidase, conduzindo a uma inatividade
da enzima, 0 que torna invigvel a sua utilizagdo como biomar-
cador da doenca nestes individuos (11:12). No entanto, parte
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dos produtos priméarios de acumulacdo s@o convertidos em
novos compostos, através de uma reagao de desacetilagao,
que se encontram cerca de 10-1000x aumentados no san-
gue destes doentes. Sao exemplo disso a glucosilesfingosina
(LysoGH) para a doenga de Gaucher, a globotriosilesfingo-
sina (LysoGb3) para a doenca de Fabry, a lisoesfingomieli-
na ( LisoSM) para a doenca de Niemann Pick, tipo AB e a
lisoesfingomielina-509 (LisoSM-509), analogo carboxilado
da LisoSM, para a doenga de Niemann-Pick tipo C (13-16)
(quadro 1).

Em alguns casos, estes compostos ja se encontram aumenta-
dos, mesmo antes do aparecimento dos primeiros sintomas.
Pela primeira vez em Portugal, é disponibilizado o estudo des-
tes biomarcadores para as DLSs, através da tecnologia de es-
pectrometria de massa em tandem (MS/MS). Uma reduzida
guantidade de amostra é suficiente para quantificacao destes
metabolitos e diagndstico destas patologias. A disponibiliza-
¢do desta metodologia permite um diagnéstico atempado, um
melhor conhecimento da evolucdo da doenca e monitorizagéo
da eficacia do respetivo tratamento.

Quadro 1: 4 Doencas Lisossomais de Sobrecarga e respetivos

biomarcadores.

Doenca Lisossomal de Sobrecarga Biomarcador

Doenca de Fabry LisoGb3 (Globotriosilesfingosina)
Doenga de Gaucher LisoGI1 ( Glucosilesfingosina)
Doenca de Niemann-Pick, tipo AB LisoSM ( Lisoesfingomielina)

Doenga de Niemann-Pick, tipo C LisoSM-509 ( Lisoesfingomielina - 509)

_Objetivo

Apresentar os resultados obtidos num estudo de biomarca-
dores para as Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs)
em Portugal, nomeadamente do doseamento destes lisoli-
pidos em diferentes doentes DLSs, demonstrando a espe-
cificidade destes biomarcadores para o diagnéstico, o
conhecimento da evolugcao da doenca e a monitorizagdo da
eficacia do respetivo tratamento.
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_Doentes e métodos

Doentes

A anadlise foi efetuada em amostras de plasma de doentes
com suspeita das DLSs acima referidas ou em doentes ja
identificados com o objetivo de realizar a monitorizacdo da
eficacia terapéutica. As amostras rececionadas eram prove-
nientes de varios centros hospitalares de Portugal.

Métodos

A quantificac&o dos biomarcadores faz-se através da tecnolo-
gia de espectrometria de massa em tandem (MS/MS), como
previamente descrito (17.18). Resumidamente, o padrao inter-
no (IS), lisolactosilceramida é adicionado a todas as amostras
para posterior quantificacdo dos lisolipidos. Apo6s precipita-
cao da proteina com cloroférmio:methanol, os lisolipidos séao
extraidos numa mistura de cloroférmio:metanol:agua. O pellet
previamente seco sob corrente de azoto, é reconstituido
em metanol e analisado por LC-MS/MS, num 4000QTRAP
(SCIEX). A quantificacédo dos diferentes lisolipidos é feita com
recurso ao IS adicionado no inicio.

_Resultados

Os denominados lisolipidos sé&o compostos fisioldgicos,
residuais na populag@o em geral. O seu aparecimento ocor-
re quando se verifica uma interrupcdo na cadeia cata-
bélica de um determinado lipido. No caso da doenca de
Fabry, verifica-se a acumulacado de liso-globotriosilceramida

Gréfico 1:
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(LisoGb3), proveniente da desacetilacdo da globotriosil-
ceramida (grafico 1A). Como se trata de uma doenca de
transmissao ligada ao cromossoma X, as mulheres podem
apresentar desde valores elevados a valores perfeitamente
normais, tal como acontece com a atividade enzimética da
enzima responsavel pela patologia, a a-galactosidase A. No
entanto, os homens afetados, apresentam valores aumen-
tados de LisoGb3. No grafico 1A, encontram-se repre-
sentados o0s controlos, os doentes do género feminino
e masculino em tratamento. A grande maioria dos doen-
tes apresentados, ja se encontram em terapia, tendo ape-
nas valores ligeiramente aumentados, sendo um bom indi-
cador da eficacia da terapia, uma vez que quando foram
diagnosticados, apresentavam valores bastante elevados.
No grafico 2A, encontra-se representados formas tardias,
da doenca de Fabry, onde se verifica a reducao do bio-
marcador LisoGb3 com o tratamento. No caso da doenga
de Gaucher, a acumulagédo da glucosilceramida, conduz a
um aumento do LisoGI1 (grafico 1B), patognomonico desta
patologia. Verifica-se uma correlacao entre o biomarcador e
o fenétipo apresentado, sendo o valor mais elevado quanto
mais grave for o seu fenotipo e por outro lado, quanto mais
eficaz for o seu tratamento, menor seré o valor de LisoGl1,
No grafico 2B verifica-se a redugdo do LisoGl1, entre monito-
rizagbes anuais, em trés doentes de Gaucher em tratamento.
No que diz respeito aos doentes de Niemann-Pick, tipo AB, e
aos valores de LisoSM, verifica-se a mesma tendéncia como
0s demais biomarcadores. O LisoSM-509, usado para a dete-

Valores dos diferentes biomarcadores LisoGb3 (A), LisoGI1 (B) e LisoSM-509 (C) em controlos e doentes de

Gaucher, Fabry e Niemann-Pick tipo C, respetivamente.
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Grafico 2:
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Valores de LisoGb3 (A) e LisoGI1 (B) em trés doentes de Fabry (A, B e C) e Gaucher (C, D e E), respetivamente.
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¢ao e follow-up dos doentes de NPC, encontra-se aumentado
nestes pacientes (grafico 2C). Em todos o0s casos, a presenca
dos biomarcadores aqui referenciados na circulagdo sangui-
nea tem um papel preponderante no curso e evolugao da
patologia.

_Concluséo

A quantificacdo dos biomarcadores referidos, através da tec-
nologia de espectrometria de massa em tandem (MS/MS),
permite um estudo mais aprofundado das patologias em
questédo. A disponibilizagdo desta metodologia permite um
diagnostico atempado, uma melhor compreensado da evolu-
cao da doenca e monitorizagao da eficacia do respetivo tra-
tamento. A descoberta de novos biomarcadores para outras
patologias lisossomais torna-se assim igualmente importan-
te, para o seu estudo e investigacao.
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