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RESUMO

Introducdo: As Mucopolissacaridoses (MPS) sdao doencas lisossomicas causadas pela
deficiéncia de enzimas envolvidas na degradagao dos glicoaminoglicanos. O acumulo anormal
dessa molécula compromete a fung¢do celular e organica, levando a um espectro de
manifestagdes clinicas, de carater multissisttmico e progressivo. Manifestagdes
gastrointestinais, tais como episddios frequentes de fezes amolecidas e diarréia, tém sido
frequentemente evidenciadas e relatadas por pacientes com MPS. Ainda que os sintomas
gastrointestinais sejam frequentemente ofuscados pelos fendtipos neurologicos graves, eles
podem afetar a qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares.

Objetivo: Avaliar as manifestacdes gastrointestinais em pacientes com MPS que estavam ou
nao recebendo Terapia de Reposi¢do Enzimatica (TRE). Adicionalmente, para melhor
compreender o assunto, avaliamos a histologia da mucosa intestinal em camundongos com
MPS L.

Métodos: Estudo transversal com amostragem de conveniéncia. Foram incluidos no estudo
pacientes com diagndstico de qualquer tipo de MPS que estavam ou ndo em TRE. Os sujeitos
foram avaliados através de inquérito alimentar, questionamentos quanto ao aparecimento de
sintomas gastrointestinais e realizacdo de uma série de exames bioquimicos. Adicionalmente,
foram realizados testes de bioimpedancia elétrica (para avaliagdo da composi¢do corporal) e
teste molecular para hipolactasia primaria a partir de amostras de DNA dos pacientes, assim
como analise da histologia da mucosa intestinal em um modelo de camundongo com MPS 1.
Resultados: Foram incluidos 27 pacientes com diferentes tipos de MPS, sendo 15 (55,6%) do
sexo feminino e 12 (44,4%) do sexo masculino, com mediana de idade de 12 (1-28) anos. Os
sintomas gastrointestinais mais prevalentes foram flatuléncia, distensdo abdominal, dor
abdominal e fezes amolecidas. Houve diferenca significativa na prevaléncia de flatuléncia
entre os tipos de MPS (p=0,004). A prevaléncia de flatuléncia e de distensdo abdominal foi
significativamente maior no grupo dos que nao recebiam TRE, em comparacio ao grupo dos
que recebia TRE (p = 0,04 e 0,03, respectivamente). A maioria dos exames bioquimicos
realizados para investigacdo e/ou exclusdo de alguma patologia especifica apresentaram
resultados normais, sugerindo que o aparecimento de sintomas gastrointestinais nesses
pacientes possa ser decorrente da propria MPS através de mecanismo fisiopatoldgico
independente. A analise da histologia do intestino delgado de camundongos MPS I identificou
células aumentadas de volume, sugerindo algum tipo de acimulo intracelular. Em relacdo ao
Teste Molecular para Hipolactasia, 58,8% dos pacientes apresentaram gen6tipo CC, o qual ¢
compativel com intolerancia a lactose. Os exames de Bioimpedancia Elétrica sugerem que, os
pacientes em TRE apresentam menor propor¢do de massa gorda (MG) em relagdo aos
pacientes que ndo estavam em TRE.

Conclusio: Este foi o primeiro estudo sobre manifestacdes gastrointestinais de pacientes
brasileiros com MPS realizado em nosso meio. Inimeros sinais e sintomas foram observados,
com maior prevaléncia relativa nas MPS 1, II, III e IV do que na MPS VI. O sintoma mais



frequentemente relatado foi flatuléncia. Embora ndo tenha sido estatisticamente significativo a
diferenca, a proporcao de pacientes com sintomas gastrointestinais foi menor nos pacientes
que estavam em TRE. A Intolerancia a lactose observada em maior propor¢do nos pacientes
com MPS com manifestacdes gastrointestinais, a avaliagdo da composi¢ao corporal e as
alteragdes observadas na mucosa intestinal do camundongo com MPS I devem ser levadas em
consideragdo na interpretagdo dos resultados. Acreditamos que mais estudos, dirigidos para as
manifestagdes gastrointestinais, devam ser realizados para comprovar esses achados e melhor
compreender os mecanismos fisiopatologicos dos sintomas relacionados nos pacientes
aferidos.

Palavras-chave: Mucopolissacaridoses, Glicosaminoglicanos, Doencas Lisossomicas de
Deposito, Manifestacdes Gastrointestinais, Terapia de Reposi¢cao Enzimatica, Bioimpedancia
Elétrica, avaliagao nutricional.



ABSTRACT

Introduction: The mucopolysaccharidoses (MPS) are lysosomal storage disorders
characterized by a deficiency in enzymes involved in glycosaminoglycan degradation.
Abnormal accumulation of this molecule compromises cellular and organic function, leading
to a spectrum of progressive, multisystem clinical manifestations. Gastrointestinal
manifestations, such as frequent episodes of loose stools and diarrhea, are often reported by
patients with MPS. Although these gastrointestinal symptoms are often overshadowed by
severe neurological phenotypes, they can have a negative impact on the quality of life of
patients and their family members.

Objective: To assess gastrointestinal manifestations in patients with MPS who were or not
receiving enzyme replacement therapy (ERT). Furthermore, we sought to assess bowel
mucosa histology in a mouse model of MPS 1.

Methods: Cross-sectional study with a convenience sampling strategy. The sample comprised
patients with a diagnosis of MPS of any type and regardless of ERT status. Patients were
assessed by means of a dietary recordatory and an interview focused on gastrointestinal
symptoms, as well as a battery of biochemical tests. Bioelectrical Impedance was performed
for body composition assessment.Patient DNA samples were also tested by molecular tests for
primary lactase hypolactasia, and bowel mucosa specimens from MPS I mice underwent
histological examination.

Results: A total of 27 MPS patients were included, 15 (55.6%) female and 12 (44.4%) male,
with a median age of 12 (1-28) years. The most prevalent gastrointestinal symptoms were
flatulence, abdominal distension, abdominal pain, and loose stools. A significant difference in
the prevalence of flatulence was observed among different MPS types (p=0.004). The
prevalence of flatulence and abdominal distension was significantly higher in the non-ERT
group than in the ERT group (p = 0.04 and 0.03 respectively). Most biochemical tests
performed to work up and/or rule out specific conditions were within normal limits, which
suggests that the development of gastrointestinal systems in these patients may be due to MPS
itself through an independent pathophysiological mechanism. Histological analysis of small-
bowel tissue from MPS I mice found increased cell volume indicative of some form of
intracellular accumulation. On molecular testing for lactase deficiency, 58.8% of patients had
the CC genotype, which is consistent with lactose intolerance. Bioelectrical Impedance
analysis suggest that patients with TRE have lower proportion of fat mass (FM) compared to
patients who were not on ERT.

Conclusion: This was the first study to assess gastrointestinal manifestations in Brazilian
patients with different MPS subtypes.Several signs and symptoms were observed with higher
relative prevalence in MPS [, II, III and IV to that in MPS VI. The most frequently reported
symptom was flatulence. Although was no statistical difference the proportion of patients
with gastrointestinal symptoms was lower in patients on ERT.The lactose intolerance
observed in a higher proportion of MPS patients with gastrointestinal manifestations, body



composition assessment and observed changes in the bowel mucosa of MPS I mice should be
taken into account when interpreting the results. Further studies focusing on the
gastrointestinal manifestations of MPS are warranted to corroborate our findings and provide
a better understanding of the pathophysiological mechanisms associated with these symptoms
in affected patients.

Keywords: Mucopolysaccharidoses, glycosaminoglycans, lysosomal storage disorders,
gastrointestinal manifestations, enzyme replacement therapy, bioelectrical impedance,
nutritional assessment.
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1. INTRODUCAO

As MPS sdo doencas metabdlicas hereditarias caracterizadas pelo acumulo
intralisossomico de glicosaminoglicanos (GAGs), secundario a deficiéncia na atividade de
uma enzima lisossdmica envolvida na degradacdo dessas moléculas. O acimulo dos GAGs
ndo degradados ou parcialmente degradados ocorre nas células, tecidos e orgdos. Esse
acimulo anormal compromete a fun¢do celular e organica, levando a um grande numero de
manifestagdes clinicas, as quais sdo progressivas e afetam multiplos orgdos. O curso da
doenca ¢ evolutivo e a expectativa média de vida de pacientes com a forma mais grave ¢ em
torno da primeira e/ou segunda década (NEUFELD; MUENZER, 2001).

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

Manifestagdes gastrointestinais, tais como episodios frequentes de fezes amolecidas e
diarreia, tém sido frequentemente evidenciado em pacientes com MPS (BHAUMIK et al.,
1999; ELSNER, 1970; WEGRZYN et al., 2005; SIBILIO et al., 2006). Entretanto, seus
mecanismos fisiopatoldgicos ainda sdo obscuros. Até o momento, nenhum estudo sistematico
foi realizado, em ambito nacional ou internacional, sobre a etiologia de sintomas
gastrointestinais em pacientes com MPS. Essas manifestagdes, agregadas as dificuldades
fisicas e neurologicas, limitam a qualidade de vida do paciente e seus familiares (NEUFELD;
MUENZER, 2001, SIBILIO et al, 2009).

Nesse sentido, esta tese apresenta um estudo transversal, inédito no Brasil, com o
objetivo de avaliar as manifestacdes gastrointestinais em pacientes com MPS, que estivessem
ou ndo recebendo Terapia de Reposicdo Enzimatica. Esse estudo foi realizado em pacientes
com diferentes tipos de MPS, em acompanhamento no Ambulatério de Mucopolissacaridoses

do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (AMPS-
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SGM/HCPA). O Servigco de Genética Médica ¢ um centro de referéncia para diagnostico e
manejo das Doengas Lisossomicas de Depdsito e sedia a Rede MPS Brasil, uma iniciativa
para promoc¢do do diagndstico das MPS em nosso pais, que presta assisténcia médica e

nutricional aos pacientes com MPS, bem como assisténcia aos seus familiares.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Em 1908, Archibald Garrod constatou que irmaos, filhos de pais normais e
consangiiineos, excretavam altas quantidades de adcido homogentisico e que, com freqiiéncia
uma ou mais pessoas da mesma irmandade eram afetadas, mesmo sem seus pais ou parentes
apresentarem a doencga. Através de suas observagdes, o conceito de que algumas doencgas
ocorrem pela deficiéncia de uma enzima responsdvel por uma rota metabodlica foi
desenvolvido. Varias descobertas seguiram-se a essa e através delas foi possivel estabelecer o
conceito de Erro Inato do Metabolismo (EIM) (SCRIVER et al., 2001).

Os EIM tém como caracteristica a sintese alterada de uma proteina, geralmente uma
enzima, que tem sua atividade reduzida total ou parcialmente. A deficiéncia ou auséncia da
atividade dessa enzima pode resultar no bloqueio de uma via metabdlica, tendo como
consequéncia o acumulo de seus substratos e derivados e/ou falta de seu produto, gerando
muitas vezes prejuizo no desenvolvimento mental e fisico dos individuos afetados (SCRIVER
etal., 2001).

Quando os EIM sdo mencionados, o que pensamos ¢ que sdo extremamente raros € que
ocorrem em pequenos segmentos da populacdo. Contudo, segundo Martins et al. (2006), sdo
descritas mais de 500 doencas classificadas como EIM, sendo essas raras isoladamente, mas
com freqiiéncia global de 1: 2.500 nascidos vivos. Soliz, Chandler e Vasconcelos (2007) ainda
relatam que os mesmos ocorrem em todos os grupos étnicos e existem em todos o0s

continentes.
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2.2 CLASSIFICACAO DOS EIM

Viérias sdo as maneiras pelas quais os EIM podem ser classificados. Saudubray et al

(2012) categorizaram os EIM em trés grandes grupos, conforme suas caracteristicas

fisiopatologicas:

a)

b)

Grupo I - EIM que culminam em intoxicagdo: Esse grupo envolve distirbios do
metabolismo intermedidrio que levam a intoxicagdo aguda ou progressiva do
acimulo de compostos téxicos, secundario ao comprometimento das vias de
metabolizacao de pequenas moléculas. Sao exemplos desse grupo a fenilcetonuria,
doenca da urina do xarope de bordo, homocistintria, tirosinemia, os defeitos dos
acidos organicos e do ciclo da uréia e as intolerancias aos agtcares.

Grupo II — EIM envolvendo metabolismo energético: Esse grupo envolve
distarbios cuja clinica ¢ decorrente de alteracoes de producdo e consumo
energéticos. Em sua maioria, sdo provenientes de distirbios do figado, miocardio,
musculo, cérebro entre outros tecidos. Sao exemplos desse grupo as glicogenoses,
hiperlacticemias congénitas, doengas mitocondriais da cadeia respiratoria e defeitos
na oxidagdo de acidos graxos

Grupo III — EIM envolvendo moléculas complexas: Esse grupo inclui doengas que
alteram a sintese ou o catabolismo de moléculas complexas. Alguns exemplos
desse grupo sdo as doengas lisossomiais, que abrangem as mucopolissacaridoses e

as esfingolipidoses, assim como as doengas peroxissomiais.
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2.3 DOENCAS LISOSSOMICAS DE DEPOSITO

Entre os EIM existe um subgrupo importante que se relaciona as fungdes
geneticamente determinadas envolvendo os lisossomos. Esses sdo denominados de doencas
lisossomicas de deposito (SAINZ et al., 2002).

As doencas lisossomicas de deposito (DLDs) sdo caracterizadas pela atividade
deficiente de uma enzima lisossomica, que pode ser uma hidrolase, ou da deficiéncia de co-
fatores envolvidos no processo da degradacdo de macromoléculas, ou, ainda, de
transportadores. A maioria das enzimas lisossOmicas sdo exohidrolases que agem em
seqiliéncia, sendo os substratos degradados em etapas sucessivas através da remogao de seus
residuos terminais. A deficiéncia de uma enzima lisossdmica causa bloqueio da via metabdlica
envolvida, levando a nao remogao do substrato, o que o torna inacessivel a hidrélise por outras
enzimas lisossomicas (PINTO, 2005).

Essas doengas tém incidéncia estimada em 1:7.000 recém nascidos vivos (MEIKLE et
al., 1999a; POORTHIUS et al., 1999) e compreendem mais de cinqiienta condi¢des diversas
(WALKEY, 2009).

As DLDs sdo tradicionalmente classificadas de acordo com a deficiéncia enzimatica e
com o substrato acumulado em (PLATT & WALKEY, 2004):

1) Mucopolissacaridoses (MPS): Exemplos de doenca sao MPS I, MPS 11, MPS III,
MPS IV, MPS 1V, MPS VII e MPS IX dentre outras.

2) Oligossacaridoses: Exemplos de doenca sdao fucosidose, alfa-Manosidose, beta-
manosidose, doenca de Schindler dentre outras.

3) Esfingolipidoses: Exemplos de doenca sao Gangliosidose GM1 ¢ GM2, Doenca de
Fabry, Doenca de Gaucher, Doenca de Nemann-Pick A e B, Leucodistrofia Metacromatica

dentre outras.
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4) Mucolipidoses: Exemplos de doenca sao mucolipidose II, I1l e IV.
5) Doenga de deposito de lipideos: Exemplos de doenga sao Doenca de Nemann-Pick
C e D, Doenca de Wolman.

6) Defeito de transporte lisossomal: Exemplos de doenga ¢ a cistinose.

Muitas hidrolases ndo sdo especificas para cada substrato e doengas diferentes
causadas por deficiéncias enzimaticas diversas podem apresentar o mesmo tipo de substrato
acumulado, como por exemplo, a Mucopolissacaridose tipo I (MPS I) e a MPS II. Ainda nesse
sentido podem existir doengas lisossdmicas que apresentam a mesma deficiéncia enzimatica e
sao entidades clinicamente distintas como, por exemplo, a Gangliosidose GM1 ¢ a
Mucopolissacaridose tipo IVB (MPS IV B) (PINTO, 2009).

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

transducao de sinais (BALLABIO; GIESELMANN, 2008).

2.4 MUCOPOLISSACARIDOSES

As Mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de DLDs caracterizadas pelo acumulo
intralisossomico de glicosaminoglicanos (GAGs), secundario a deficiéncia na atividade de
uma enzima lisossdmica envolvida na degradacdo dessas moléculas. O acimulo dos GAGs
ndo degradados ou parcialmente degradados ocorre nas células, tecidos e Orgdos. Esse
acimulo anormal compromete a fun¢do celular e organica, levando a um grande numero de
manifestagdes clinicas, as quais sdo progressivas e afetam multiplos o6rgdos. Esses substratos

serdo excretados em quantidades aumentadas na urina (VIEIRA, 2007).
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As MPS sao classificadas de acordo com o(s) tipo(s) de GAGs excretado(s) € com a
deficiéncia enzimatica envolvida. Existem onze deficiéncias enzimaticas para sete subtipos de
MPS (Tabela 1) (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Os GAGs sao componentes dos tecidos conjuntivos conectivos, onde sao encontrados
ligados a proteinas, formando macromoléculas denominadas proteoglicanos. Os
proteoglicanos fazem parte da matriz extracelular e t€ém a fun¢ao de controlar o fluxo de agua
e nutrientes para as células (VIEIRA, 2007). Os GAGs constituem-se de polissacarideos
sulfatados formados de residuos alternados de &cido urénico L-urénico e/ou D-glicurénico) e
de hexosamina (D-galactosamina) (NEUFELD; MUENZER, 2001). Ao todo existem sete
tipos de GAGs, classificados de acordo com a sua estrutura bioquimica em: sulfato de heparan
e sulfato de dermatan, sulfato de condroitin I e II, acido hialurénico, heparina e sulfato de

queratan.



Tabela 1. Classificacdo das Mucopolissacaridoses
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MPS / Eponimo

Deficiéncia Enzimatica

GAGsSs excretados em maior

gantidade na urina

MPS 1
Sindromes de Hurler,

Hurler-Scheie e Scheie

o-L-iduronidase

Sulfato de heparan

Sulfato de dermatan

MPS 1T

Sindrome de Hunter

Iduronato-2-sulfatase

Sulfato de heparan

Sulfato de dermatan

MPS IITIA
Sindrome de Sanfilippo A

Heparan N-sulfatase

Sulfato de heparan

MPS IIIB
Sindrome de Sanfilippo B

0. -N-acetil- glicosaminidase

Sulfato de heparan

MPS IIIC
Sindrome de Sanfilippo C

Acetil-Coa- o -
glicosamina-acetiltransferase

Sulfato de heparan

MPS IIID
Sindrome de Sanfilippo D

N-acetil-glicosamina-6-

sulfatase

Sulfato de heparan

MPS IVA
Sindrome de Morquio A

N-acetil-galactosamina-6-

sulfatase

Sulfato de condroitin

Sulfato de queratan

MPS IVB

Sindrome de Morquio B

3-galactosidase

Sulfato de condroitin

Sulfato de queratan

MPS VI

N-acetil-galactosamina-

Sulfato de dermatan

Sindrome de Maroteaux- | 4-sulfatase Sulfato de condroitin
Lamy
MPS VII B-glicuronidase Sulfato de dermatan

Sindrome de Sly

Sulfato de heparan

Sulfato de condroitin

MPS IX Hialuronidase Acido hialurénico
Sindrome de Natowicz
MPS: Mucopolissacaridoses ; GAGs: glicosaminoglicanos

Fonte: Adaptado de Pinto (2005)
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As MPS sao doencas raras, apresentando incidéncia diversa entre paises, a qual pode
variar de 1,9 a 4,5:100.000 em recém-nascidos vivos (POORTHUIS et al., 1999;
APPLEGARTH et al., 2000; NELSON et al., 2003).

Em relacdo aos aspectos genéticos, as MPS sao transmitidas de forma autossomica
recessiva, exceto na MPS II, onde a transmissao ¢ ligada ao cromossomo X. (NEUFELD;
MUENZER, 2001).

A Rede MPS Brasil, uma iniciativa para promog¢ao do diagnéstico das MPS em nosso
pais coordenada pelo Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SGM-HCPA) tem um total de 1000 pacientes brasileiros com MPS cadastrados desde 2004
até dezembro de 2012, sendo 198 com MPS I, 300 com MPS 11, 132 com MPS III (MPS IIIA:
37; MPS 1IIB: 71; MPS IIIC: 24; MPS IIID: 0), 128 com MPS IV (MPS IV-A: 120 e MPS V-
B: 08); 233 com MPS VI; e 13 com MPS VIIL.

Os quadros clinicos das MPS sdo crénicos e progressivos. As manifestacdes clinicas
dessa doenga sdo caracterizadas pela presenca de: face grosseira, contraturas articulares,
hepatoesplenomegalia, disostose maultipla, surdez, opacificacio de cornea, diarréia,
cardiopatia, doenca pulmonar obstrutiva cronica, apnéia do sono e retardo mental, este tltimo
nem sempre estd presente (NEUFELD; MUENZER, 2001).

Diante de uma suspeita clinica, o diagnoéstico das MPS ¢ estabelecido através da
realizacdo de exames bioquimicos especificos (Figura 1). O primeiro exame realizado ¢ a
analise dos GAGs na urina através de dosagem e de cromatografia (ou eletroforese). Esses
exames iniciais permitem orientar a dire¢do dos estudos enzimaticos em plasma, leucécitos ou
fibroblastos. A maioria das MPS pode ser triada por esses métodos, mas somente a medida da
atividade da enzima especifica permitira o diagnostico definitivo do tipo de MPS (PINTO et

al, 2009). E bom salientar que para as MPS nas quais a enzima deficiente é uma sulfatase,
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deve-se medir a atividade de outra sulfatase, para excluir a possibilidade diagndstica de
deficiéncia multipla de sulfatases.
O diagnostico pré-natal das MPS também pode ser realizado através da medida da

atividade enzimatica em células cultivadas do liquido aminidtico e das vilosidades coridnicas

(NEUFELD; MUENZER, 2001).



/ Dosagem quantitativa de GAGs |—

Suspeita clinica de MPS > Exames de triagem na urina ‘ \

‘ Cromatografia de GAGs —

Cromatografia e dosagem normais

ou Cromatografia e/ou dosagem alteradas

‘ Padrio de MPS III

Enzimas especificas

‘ para subtipos*

Solicitar enzimas conforme a cromatografia+s

P - acetil-

Padrio de MPS IV

galactosamina-§-

‘ \ sulfatase

Provavelmente ndo é MPS#*

B-galactosidase

< Padrio de

MPS L ILVIT®

—¥ o-L-iduronidase

» Iduronato-2-sulfatase

~a

B-glicuronidase

‘ Padrio de MPS VI

N-acetil-

‘ » galactosamina-4-

sulfatase

Figura 1. Fluxograma para o diagnoéstico das MPS no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

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

deve ser continuada caso a suspeita clinica seja muito forte.

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

MPS (mucopolissacaridoses), GAGs (glicosaminoglicanos)

Enzimas especificas para subtipos': Heparan N-sulfatase (MPS IIIA), a-N-acetil- glicosaminidase (MPS IIIB), Acetil-CoA: a - glicosaminidase-Nacetiltransferase

(MPS IIIC) e N-acetilglicosaminidase-6-sulfatase (MPS IIID).
Fonte: Adaptado da Rede MPS Brasil
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2.4.1 Modelo Animal de Mucopolissacaridoses

Estudos com modelos animais de mucopolissacaridoses, com defeitos
enzimaticos especificos, tem demonstrado achados importantes para compreender
melhor ndo apenas estratégias terapéuticas, tais como transplante de medula dssea e/ou
terapia génica, mas também achados clinicos, bioquimicos € mecanismos patogénicos
dessa doenga (SAKIYAMA, 1995). A maioria dos modelos animais sdo criados em
laboratorio através da interrupg¢do do gene de interesse em células-tronco embrionarias.
No entanto, alguns modelos animais acontecem de forma espontinea e foram
identificados através de observacdes fenotipicas e subsequentemente por confirmagao
bioquimica e molecular. (SAKIYAMA, 1995).

Hoje ja existem modelos em camundongos para a MPS I (CLARKE et al,
1997; OHMI et al, 2003; WANG et al, 2010); MPS II (JUNG et al, 2010); MPS IIIA
(BHAUMIK et al, 1999); MPS IIIB (LI et al, 1996); MPS IVA (TOMATSU et al,
2005); MPS VI (EVERS et al, 1996), MPS VII (SANDS ¢ BIRKENMEYER, 1993) e
MPS IX (MARTIN et al, 2008). Outros modelos animais ja foram descritos em
animais maiores, incluindo ratos (MPS VI), gatos (MPS 1, VI), cachorros (MPS I,
ITIA, IIIB e VII), entre outros (HASKINS, 2007).

Através de modelos animais de MPS, foram realizados estudos focados na sua
caracterizacdo, mecanismos causadores de doeng¢a e desenvolvimento de novas
terapias. Alteragdes cardiacas (JORDAM et al., 2005; BRAULIN et al., 2011),
deformidades Osseas, alteragdes na funcao auditiva (METCALF et al, 2010), alteragdes
gastrointestinais (ROBERTS et al., 2009) dentre outros achados sao compativeis com a
doenca humana. Estes animais também foram e estdo sendo usados para verificar

eficacia de terapias, como por exemplo, a terapia génica (OSBOURNE et al, 2011),
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terapia de reposi¢dao enzimatica (BALDO et al, 2011) e transplante de células-tronco
hematopoiéticas (WOLF et al, 2011).

O presente trabalho focou-se na investigacdo da histologia intestinal de
modelos de camundongo com e sem MPS para analisar possiveis alteragdes

gastrointestinais.

2.5 TRATAMENTOS DAS MUCOPOLISSACARIDOSES

O catabolismo dos glicosaminoglicanos pode ser restaurado ou normalizado
com o auxilio de tratamentos disponibilizados para algumas formas de MPS. A enzima
deficiente pode ser administrada diretamente (Reposi¢do Enzimatica), ou
indiretamente (Transplante de Medula Ossea ou de Células Tronco Hematopoiéticas),
ou ainda, por células autdlogas modificadas geneticamente para expressar a enzima
(Terapia Génica). No caso de transplante de medula 6ssea, acredita-se que células do
doador-derivados podem fornecer enzima nio s6 através de producdo, mas também

pelo contato direto com células receptoras (NEUFELD; MUENZER, 2001).

2.5.1 Transplante de Medula Ossea (TMO) e Células Tronco Hematopoiéticas
(TCTH)

O TMO/TCTH tém sido realizado em pacientes com MPS com o objetivo de
corrigir a deficiéncia enzimatica (BOELENS et al, 2006). Esse tratamento baseia-se no
fato de que a enzima produzida pelas células do doador/transplante ¢ liberada no
plasma do receptor e pode ser absorvida por suas células que tém a enzima deficiente
(MATTE, 1998).

Este ¢ um procedimento de alto risco e com elevada taxa de

morbidade/mortalidade, mas muitos estudos indicam que este tratamento modifica a
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historia natural da doenca, aumentando a expectativa de vida e melhorando muitas
anormalidades sistémicas e neurologicas (VELLODI et al., 1997, WRAITH &
CLARKE, 2006). No entanto, a TCTH tem pouco impacto tanto nas fungdes
neurologicas, onde as alteragdes presentes parecem ser irreversiveis (NEUFELD;
MUENZER, 2001), quanto nas deformidades oOsseas, presumidamente devido a
escassa penetragdao da enzima nos osteocitos (VELLODI et al, 1997).

Sua indicacdo depende do tipo de MPS, do quadro clinico, idade e
comprometimento neurologico (MUENZER et al., 2007).

Para a MPS |, a principal indicagdo € para os pacientes com a forma grave da
doenca, devendo ser realizado antes dos dois anos de idade, pois neste periodo o
TCHT parece modificar de forma significativa o comprometimento cognitivo. Alem da
dificuldade de encontrar um doador compativel, ¢ dificil prever, no inicio da doenga,
quais pacientes desenvolverdo a forma grave, nos quais vale a pena correr os riscos
associados a este procedimento (MUENZER et al., 2007). Este procedimento pode
estagnar o déficit neuroldgico, impedir a morte precoce por doenca cardiaca ou
hepatica, melhorar as alteragdes oftalmologicas e prolongar a sobrevida destes
pacientes. Apesar disto, o TMO/TCTH nao corrige as deformidades esqueléticas. Os
resultados dos transplantes realizados mais recentemente mostram um significativo
progresso neste procedimento, com sobrevida acima de 70% (BOELENS et al., 2006;
GIUGLIANTI et al., 2010).

Para a MPS 1, o tratamento com TCHT nao tem sido indicado principalmente
pela falta de resultados que demonstrem beneficios quanto ao déficit neuroldgico e
pela alta taxa de morbi-mortalidade do procedimento, apesar de poder proporcionar
beneficios em relagdo a outras questdes clinicas (VELLODI, et al., 1997; ZAREBA,

2007; GIUGLIANI et al., 2010).
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Esse procedimento ¢ considerado uma alternativa terapéutica para MPS VI,
mas nestes pacientes prefere-se utilizar a Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE),
pois os riscos do TCHT parecem nao superar os beneficios deste procedimento neste

tipo de MPS (GIUGLIANI et al., 2006; GIUGLIANI, 2012).

2.5.2 Terapia de Reposicao Enzimatica (TRE)

A Terapia de Reposicao Enzimatica (TRE) ¢ um tratamento que consiste na
administracdo periddica, da enzima especifica deficiente no paciente, através de
infusdes intravenosas regulares de formas recombinantes das mesmas (VIEIRA, 2008).

A primeira TRE para tratamento de uma mucopolissacaridose foi para MPS 1,
aprovada para uso no Brasil em 2005, sendo subsequentemente aprovadas a TRE para
MPS 1I (2007), MPS VI (2009) e mais recentemente para MPS IVA (ensaios clinicos
em andamento) (GIUGLIANI, 2012). No momento ndo existe TRE para os outros
tipos de MPS. No Brasil, a maioria dos pacientes com MPS I, I e VI vem obtendo este
tratamento por via judicial. As infusdes do medicamento sdo usualmente realizadas em
centros de atendimento especializados nesta doenca.

A TRE nao ¢ curativa e nao pode melhorar todos os 6rgaos e sistemas no individuo
quando as alteracdes irreversiveis ja estdo estabelecidas, entretanto o tratamento
precoce pode prevenir a progressdao em alguns aspectos relacionados com a doenga,
melhorando a qualidade de vida (PESSUTTO, 2007). A principal desvantagem deste
tratamento ¢ que a enzima fornecida intravenosamente ndo atravessa a barreira
hemato-enceafalica. Além disso, o fato da administracdo da enzima ter de ser
semanalmente também pesa na busca de novas estratégias (NEUFELD; MUENZER,

2001; PESSUTTO, 2007).
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Para os pacientes com MPS I, a reposicdo enzimatica ¢ feita com a a-L-
Iduronidase recombinante (laronidase). Estudos Pré-clinicos e clinicos de Fase I, 11, II1
e IV demonstraram que a administracdo desta terapia pode trazer beneficios aos
pacientes como diminuicdo da hepatoesplenomegalia, aumento de estatura e peso,
diminui¢ao de GAGs na urina e aumento da capacidade cardiorrespiratoria (WRAITH
et al, 2004; COX-BRINKMAN et al., 2007).

A TRE para MPS 1II ¢ feita pela administracdo de idursulfase. Os estudos
realizados demonstraram reducdo da excrecdo de GAGs urinarios, reducao da
hepatoesplenomegalia, aumento da capacidade cardiorrespiratoria e melhora na
mobilidade articular do cotovelo, mas ndao houve impacto ou melhora no
comprometimento do SNC (MUENZER et al., 2004; MUENZER et al., 2007).

A TRE para o tratamento de MPS VI ¢ realizada pela administragao de uma forma
recombinante da enzima N-acetilgalactosamina 4-sulfatase, denominada de galsulfase.
Estudos realizados observaram reducdo da excre¢do de GAGs pela urina, melhora na
capacidade funcional para locomocdo e subida em escadas, alem de uma sensacdo de
melhora na rigidez e dor articular. Um estudo mais recente identificou melhora na
funcdo pulmonar apds tratamento com TRE. (HARMATZ et al., 2006; HARMATZ et

al., 2008).

2.5.3 Terapia de Inibicao da Sintese do Substrato

Este tratamento baseia-se na utilizagdo de pequenas moléculas que agem como
inibidores da sintese de compostos que nao podem ser degradados devido a atividade
enzimatica deficiente (WRAITH et al, 2007). Isto ¢, proporciona a restauracdo do

equilibrio entre a sintese e a degradagao destes compostos. Se esta molécula inibitéria
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ultrapassar a barreira hemato-encefalica pode corrigir também as alteragdes do SNC,
ndo somente as manifestacdes clinicas em tecidos somaticos (BANECKA-
JAKOBIEWICZ et al., 2007). Em um trabalho de Pieotrowska et al. (2006), foi
demonstrado que a Genesteina inibe consideravelmente a sintese de GAGs em cultura
de fibroblastos de pacientes com MPS I, MPS II, MPS IIA e MPS IIIB. Entretanto,

mais estudos sdo necessarios para comprovar seu beneficio.

2.5.4 Terapia Génica

A Terapia Génica consiste na introdu¢do de uma copia normal do gene (através
de vetores virais ou nao virais) dentro do organismo, visando aumentar a sintese da
enzima e permitir que esta seja produzida em quantidades suficientes. Estudos com
terapia génica (Pré-clinicos) tém sido realizados para MPS I, MPS II, MPS III-A, MPS

I1I-B, MPS VI e MPS VII (WRAITH et al, 2007).

2.5.5 Tratamento de Suporte

O tratamento de suporte das manifestacdoes clinicas da MPS inclui uma
abordagem multidisciplinar, j4 que em funcdo das caracteristicas clinicas da doenga
serem progressivas, hd uma necessidade de acompanhamento regular por diversas
areas da saude para verificar potenciais alteragdes nas condigdes clinicas e prevenir a
mortalidade precoce (MUENZER et al, 2007; WRAITH & CLARKE, 2006).

Este tipo de tratamento pode melhorar significantemente a expectativa e a

qualidade de vida dos pacientes afetados e seus familiares (MUENZER, 2004).



34

Vérias medidas de suporte podem ser tomadas para as manifestagdes clinicas
da doenga, tais como: tratamento medicamentoso para, por exemplo, problemas
cardiacos, respiratorios, neuroldgicos, entre outros; uso de equipamentos de suporte,
como aparelho de pressdo positiva do ar (CPAP) e aparelho auditivo; tratamento
cirtirgico para hidrocefalia, hérnias, algumas alteragdes esqueléticas, adenoidectomia,
amigdalectomia, entre outras; transplante de cornea para os casos de opacificagdo mais
importantes (VIEIRA, 2007).

Uma equipe multidisciplinar, formada por geneticista, anestesiologia,
odontologo, oftalmologista, otorrinolaringologista, cardiologista, fisiatra, nutricionista,
fisioterapeura, fonoaudiologo, terapeuta ocupacional e pneumologista, ¢ de extrema
importancia para o suporte ¢ manejo adequado aos pacientes e seus familiares,
oferecendo alivio de sintomas especificos. O contato com outros pacientes com a
mesma doenca e o apoio dos grupos de suporte, juntamente com o aconselhamento
genético, devem fazer parte do manejo dos pacientes com MPS e de suas familias

(FEDERHEN, 2009).



35

2.6 MANIFESTACOES GASTROINTESTINAIS DAS
MUCOPOLISSACARIDOSES

Manifestagdes gastrointestinais, tais como episddios frequentes de fezes
amolecidas e diarréia, tém sido frequentemente evidenciado em pacientes com MPS
(BHAUMIK et al., 1999; ELSNER, 1970; WEGRZYN et al., 2005; SIBILIO et al.,
2009). Entretanto, seus mecanismos fisiopatologicos ainda sdo obscuros. Embora os
sintomas gastrointestinais sdo frequentemente ofuscados pelos fendtipos neurologicos
graves, eles podem afetar a qualidade de vida dos pacientes e seus familiares, sendo
uma queixa pouco valorizada pelos médicos (NEUFELD; MUENZER, 2001,
SIBILIO et al, 2009).

Wegrzyn et al (2005) investigaram, através de um relato de caso de uma
paciente com MPS I, fatores que poderiam contribuir para episodios recorrentes de
diarreia. No relato, a paciente apresentava episddios recorrentes de fezes amolecidas e
diarréia, frequentemente acompanhandos de vOmitos. Analises microbioldgicas
detalhadas foram realizadas e infec¢des microbianas atipicas do trato digestivo foram
encontradas na maioria dos episodios de diarréia, sugerindo que essas infecgdes
poderiam contibuir significativamente para a etiologia desses episodios em pacientes
com MPS. No entanto, ¢ importante ressaltar que a maioria dos eventos de diarréia
apresentados nesse relato de caso foram causados por infecgdes microbianas. Quando
a bacteria ou fungo patogénico- foram isolados, o tratamento com antibiotico sempre
resultou na normalizacdo das fezes. Uma possivel explicagdo para isso, segundo o
autor, seria que os GAGs acumulados no trato digestivo dos pacientes com MPS,

poderiam fornecer um meio favoravel para o crescimento microbiano. Assim sendo,
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qualquer alteracdo no conteudo da flora intestinal faria um crescimento excessivo de
uma cepa patogénica, tornando o individuo mais sucetivel a esse sintoma.

Além disso, vale ressaltar que o acimulo de GAGs pode também afetar a
producao e/ou agao da IgA, uma classe de anticorpos predominante no intestino, o que
tornaria o paciente mais sensivel a infec¢des microbianas. Assim sendo, o autor
sugeriu que em pacientes com MPS, a diarréia surge diretamente do acimulo de GAGs
e parcialmente pela disfuncao/defeito do sistema nervoso autonomo e motilidade
anormal do intestino. Embora ndo possamos excluir essa possibilidade, os argumentos
listados acima indicam que infec¢des microbianas atipicas do trato digestivo possam
contribuir significativamente para que ocorram episddios de diarreia nesses pacientes.
No entanto, poucas evidéncias existem para embasar essa hipdtese e mais estudos
devem ser realizados para comprovar ou nao esses achados (WEGRZYN et al, 2005).

Sibilo et al (2009) descreveram um relato de caso evidenciando os achados
intestinais em um paciente com MPS IIIB. O paciente apresentava historico de diarréia
cronica e intratavel, que afetava a qualidade de vida e a saude em geral. Analises
endoscopcias e exames histologicos detalhados revelaram dilatacdo intestinal de
linfocitos da submucosa e subserosa. O autor sugere que um depdsito localizado de
GAGs possa causar uma obstrugdo mecanica do sistema linfatico intestinal, podendo
levar, assim, a perda de fluidos e diarréia.

Estudos sobre mecanismos patogénicos e alteragdes gastrointestinais em
pacientes com MPS sdo escassos. Roberts e colaboradores (2009) descreveram a
morfologia gastrointestinal e suas fungdes em um modelo de camundongo com MPS
IITA. O peso do estdmago e do duodeno aumentaram em camundongos com MPS IITA
e o comprimeito do duodeno também aumentou. O aumento da espessura da

submucossa foi observado no intestino de camundongos com MPS IIIA comparados
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com camundongos normais ¢ o acumuo lissossomal de GAGs foi observado nessa
regido e em suas vilosidades. O autor sugeriu que as alteragdes observados na estrutura
do trato gastrointestinal em camundongos com MPS IIIA podem contribuir para o
ganho de peso nessa desordem.

Os GAGs aculumados em pacientes com MPS ndo sdo apenas importantes
componentes da matriz extracelular e de células de superficie, mas também estdo
associados com fungodes celulares relevantes (motilidade celular, interacdo entre
regulagao da matrix exta e intracelular) e também com regulagdo de vias de sinalizacao
extracelular (por exemplo modulacao de crescimento de fiproblastos, fator de atividade
de citocinas) (SIBILOS et al, 2009; BODE et al., 2006). Assim, a incapacidade de
degradacao dos GAGs em pacientes com MPS interrompe os niveis normais desse
composto, podendo gerar patologias associadas. Entretanto, a correlacdo entre
acuimulo de GAGs e desenvolvimento de patologias permanece obscura e mais
trabalhos devem ser realizados para seu entendimento (ROBERTS et al., 2009).

Adicionalmente, dados do Ambulatorio de MPS do Servigo de Genética
Meédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, indicam que pacientes com MPS tém
apresentado  frequentemente episodios de fezes amolecidas e/ou sintomas
gastrointestinais que melhoram com a introdu¢do de medidas como dieta restrita em
lactose, por exemplo, mostrando que mais  estudos sdo necessarios para melhor
investigar e manejar esses achados em pacientes com MPS.

Assim sendo, fica claro que pacientes com MPS que apresentam epsddios de
fezes amolecidas e/ou sintomas gastrointestinais devem ser investigados
cuidadosamente, buscando o melhor entendimento das manifestagdes gastrointestinais

nas MPS e das possiveis medidas para o seu manejo. (SIBILOS et al, 2009).
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2.7 DIGESTAO E ABSORCAO DA LACTOSE: ASPECTOS FISIOLOGICOS

A lactose ¢ um dissacarideo que consiste em uma molécula de beta-galactosidade
aderida & glicose por uma ligagdo beta-1 — 4. E conhecida como o “agticar do leite” e
¢ produzida pela glandula mamadaria da maioria dos mamiferos (CHAMPE &
HARLEY, 1997).

Durante o processo de digestdo, a enzima lactase hidrolisa a lactose em glicose e
galactose que sao absorvidas pela mucosa intestinal. A glicose entra para o pool de
glicose do intestino, ¢ a galactose ¢ metabolizada no figado para ser convertida em
glicose, e entrar nesse pool. Caso a galactose nao seja metabolizada no figado, o ¢
pelos eritrocitos, ou ¢ eliminada na urina. A lactose, ndo sendo hidrolisada, ndo ¢
absorvida no intestino delgado e passa rapidamente para o célon. No cdlon, a lactose ¢
convertida em acidos graxos de cadeia curta, gas carbonico e gas hidrogénio pelas
bactérias da flora, produzindo acetato, butirato e propionato. Os &cidos graxos sao
absorvidos pela mucosa coldnica, desta forma recuperando a lactose mal absorvida
para utilizagdo energética. Os gases, apOs absorcao intestinal, sdo expirados pelo
pulmao, servindo como ferramenta diagnoéstica. Esta fermentagdo da lactose pela flora
bacteriana leva ao aumento do transito intestinal e da pressdo intracolonica, podendo
ocasionar dor abdominal e sensacdo de inchago no abdome (HET et al, 2006). A
acidificacdo do conteudo colonico e o aumento da carga osmotica no ileo e colon
resultante da lactose nao absorvida leva a grande secrecao de eletrolitos e fluidos, além
do aumento do transito intestinal, resultando em fezes amolecidas e diarreia. Apesar da
falta de evidéncias, alguns autores acreditam que a absor¢ao da lactose nos pacientes
com hipolactasia poderia ser favorecida pela sua metabolizacdo pela flora intestinal

(MATTAR et al, 2010; LOMER et al, 2008).
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A hidrolise da lactose, como mencionada acima, ¢ feita por uma beta-
galactosidase, conhecida como lactase; sua forma precursora ¢ sintetizada pelo
enterdcito como uma proteina de alto peso molecular (215kD) e ap6s varias etapas de
glicosilagdo e clivagem, a proteina precursora ¢ transportada para a membrana
microvilositaria, na sua forma madura: lactase-florizina hidrolase, uma molécula com
atividade hidrolitica e peso molecular de 130-160 kD (LEIS et al., 1997, WALKER-
SMITH, 1999). A lactase sé se encontra na extremidade da vilosidade, sendo, portanto,
muito vulneravel a lesdes da mucosa (HEITLINGER & LEBENTHAL, 1988).

Nos seres humanos, a atividade da lactase ¢ detectada por volta do terceiro més de
gestacdo, mas com valores muito baixos, s6 aumentando a partir da 26* semana. Na 34?
semana atinge 30% dos valores do recém-nascido, aumenta rapidamente entre a 36" e
38 semanas, ¢ ao termo os seus valores equivalem aos de uma crianga de um ano de
idade (MOBASSALECH et al., 2003).

A lactase estd presente em toda a extensdo do intestino delgado, porém sua
concentragdo pode variar, apresentando niveis mais altos no jejuno proximal e mais
baixos no duodeno e ileo distal. A atividade dessa enzima no duodeno pode ser 40%
menos do que no jejuno (ROBAYO-TORRES et al, 2006; AURICCHIO &

TRONCONE, 2000).

2.7.1 Ma Absorcao da Lactose

M4 absor¢dao ou ma digestdo de lactose ¢ a diminuicdo na capacidade de
hidrolisar a lactose, que ¢ resultante da hipolactasia. A hipolactasia significa
diminui¢do da atividade de enzima lactase na mucosa do intestino delgado (SAHI,

1994), também denominada recentemente de “lactase ndo persistente” (ENNATTAN
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et al, 2007). O aparecimento de sintomas abdominais por ma absorcao de lactose
caracteriza a intolerancia a lactose (WALKER-SMITH, 1999).

A ma absor¢do de lactose nem sempre provoca sintomas de intolerancia a
lactose (SAHI, 1994a). Apds o desmame, ocorre uma redugdo geneticamente
programada e irreversivel da atividade da lactase na maioria das populagdes do mundo,
cujo mecanismo ¢ desconhecido, resultando em ma absor¢do primaria de lactose
(WANG et al, 1998). Porém, a hipolactasia também pode ser secundaria a doengas que
causem dano na borda em escova da mucosa do intestino delgado ou que aumentem
significativamente o tempo de transito intestinal, como nas enterites infecciosas,
giardiase, doenca celiaca, fibrose cistica, doenca inflamatoria intestinal (especialmente
doenca de Crohn), gastroenterite, enterites induzidas por drogas ou radia¢ao, doenga
diverticular do colon dentre outras (MATTAR et al, 2010, WALKER-SMITH, 1999;
AURICCHIO & PITCHUMONI, 1994). Diferentemente da hipolactasia primaria do
adulto, a hipolactasia secundaria ¢ transitéria e reversivel (LABAYEN et al, 2001).

A prevaléncia da hipolactasia primaria do adulto pode variar nos diversos
paises e em suas diferentes regides (Tabela 2), sendo em torno de 5% no nordeste da
Europa, com a menor prevaléncia observada na Gra-Bretanha (5%). A prevaléncia da
hipolactasia vai aumentando na dire¢do do centro-sul da Europa para chegar préximo
aos 100% na Asia e Oriente Médio (SAHI, 1994a). No Brasil, a prevaléncia
encontrada foi de 57% para individuos brancos, 57% para individuos mulatos e 80%

(MATTAR et al, 2010) para os negros, conforme descrito na tabela abaixo.
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Tabela 2. Prevaléncia de hipolactasia primaria do adulto em diferentes
populacdes

Pais Prevaléncia (%) Citacao
Alemanha 14,8 Flatz et al, 1982
Brasil (brancos) 57 Mattar et al, 2009
Brasil (pardos) 57 Mattar et al, 2009
Brasil (negros) 80 Mattar et al, 2009
China (Norte) 87,3 Xu et al, 2010
Franga 234 Cloarec et al, 1991
Italia (Norte) 51 Burgio et al, 1984
Japao 89 Nose et al, 1979
Russia (Nordeste) 35,6 Khabarova et al, 2009
Suécia 5 Sahi et al, 1994

Fonte: Adaptado de Matar et al 2010

2.7.2 Métodos Diagndsticos para ma absorc¢ao da lactose

Existem varios métodos para o diagnostico de mé absorc¢ao da lactose, cada um
com suas particularidades. Podemos citar o Teste de pH fecal, através de pesquisa de
substancia redutoras nas fezes, o teste de tolerancia a lactose (curva glicémica), o teste
de tolerancia a lactose com etanol, o teste respiratério com 14C-lactose, o teste
respiratério com *C-lactose, o teste molecular no gene da lactase e bidpsia intestinal
para medida da atividade da lactase, que por sua vez € um exame invasivo € que
necessita a exposi¢ao a radiagdo (BRUMMER et al, 1993).

Os testes de tolerancia a lactose sdo realizados como desafio, o paciente ingere
de 25g a 50g de lactose e se avalia os sintomas por duas a trés horas. A técnica mais
difundida nos laboratorios de anélises clinicas € a por curva glicémica. Nesta técnica, ¢
coletada a glicemia em jejum e depois ¢ feita uma curva. Se o paciente absorver a

lactose, a glicemia deve se elevar de 1,4 mmol/l ou mais (MATTAR et al, 2010).
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Atualmente, o teste do hidrogénio expirado ¢ uma das técnicas mais
empregadas no diagndstico da mé absorcdo de lactose (SEVA-PEREIRA et al, 1999).
O exame se baseia na producdao de hidrogénio pela fermentacdo da lactose nao
absorvida: o hidrogénio entra na corrente sanguinea e ¢ expirado pelo pulmado. O
paciente sopra o basal, ingere a lactose, e depois sopra novamente apds 60, 90, 120,
150 e 180 minutos, sendo considerado o exame positivo quando ocorre aumento de
hidrogénio expirado em 20 ppm (partes por milhdo) em relagao ao valor basal, uma
vez que ndo existem outras fontes enddgenas para a producao de hidrogénio nos
mamiferos. A leitura ¢ feita em cromatdgrafo gasoso especifico para o hidrogénio
(MATTAR, 2009). A dose-padrao utilizada nesse teste ¢ de 2g/kg de lactose em
solugdo aquosa a 20%. Contudo, como o teste do hidrogénio expirado pode detectar
até 2 gramas de lactose ndo absorvida, alguns autores tém proposto o uso de doses
menores ¢ mais fisioldgicas de lactose, assim como o uso do leite ou de iogurte como
veiculos (LEIS et al, 1997, ROSADO et al, 1994). E importante ressaltar que a
sensibilidade do exame ¢ de 80% a 92,3% e a especificidade 100%, desde que as
recomendacdes sejam seguidas rigorosamente (ROSADO et al, 1994).

Com a validagdo do polimorfismo LCT7-13910C>T associada a intolerancia e
tolerancia & lactose confirmada através de estudos no Brasil (BULHOES et al, 2007;
MATTAR et al, 2008) e em outros paises (RIDEFELT, HAKANSSON, 2005 ; DI
STEFANO et al, 2009), o exame genético passou a incorporar a rotina de exames de
laboratorio para diagnosticar hipolactasia. A enzima intestinal lactase ou lactase
florizina hidrolase (LPH) ¢ codificada pelo gene LCT localizado no cromossomo 2
(AROLA & TAMM, 1994). Sua persisténcia na vida adulta tem heranca autossomica
dominante, enquanto que a hipolactasia ¢ herdada de forma autossomica recessiva

(SAHI, 1974; LISKER,1996). Os individuos homo ou heterozigotos para o alelo
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dominante sdo os absorvedores de lactose, e os nao-absorvedores sdo homozigotos
para o alelo autossdmico recessivo.

Na Europa o exame ¢ feito com kit MutaReal Lactase Test que utiliza o PCR
em tempo real, e com kit GenoType LCT que se baseia na hibridizagdo dos produtos de
PCR de PCR multiplex com sondas selvagens e mutantes aderidas as tiras de
nitrocelulose (DI STEFANO et al, 2009). No Brasil foi implantada no Hospital das
Clinicas de Porto Alegre técnica que emprega PCR convencional e tratamento do

produto de PCR com enzima de restri¢do (RFLPPCR) (BULHOES et al, 2007).
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3. JUSTIFICATIVA

As MPS sdo doencas metabolicas hereditarias caracterizadas pelo actimulo
intralisossomico de glicosaminoglicanos (GAGs), secunddrio a deficiéncia na
atividade de uma enzima lisossomica envolvida na degradacdo dessas moléculas. O
acimulo dos GAGs nao degradados ou parcialmente degradados ocorre nas células,
tecidos e oOrgdos. Esse acumulo anormal compromete a fungdo celular e organica,
levando a um grande nimero de manifestagdes clinicas, as quais sdo progressivas e
afetam multiplos o6rgdos. O curso da doenca ¢ evolutivo e a expectativa média de vida
de pacientes com a forma mais grave ¢ em torno da primeira e/ou segunda década
(VIEIRA, 2007).

Manifestagdes gastrointestinais, tais como episodios frequentes de fezes
amolecidas e diarreia, tém sido frequentemente evidenciadas em pacientes com MPS
(BHAUMIK et al., 1999; ELSNER, 1970; WEGRZYN et al., 2005; SIBILIO et al.,
2006). Entretanto, seus mecanismos fisiopatologicos ainda sdo obscuros. Até o
momento, nenhum estudo foi realizado em ambito nacional ou internacional com uma
maior precisdo referente a etiologia de sintomas gastrointestinais em pacientes com
MPS. Essas manifestagdoes, agregadas as dificuldades fisicas e neuroldgicas,
prejudicam a qualidade de vida do paciente e de seus familiares (NEUFELD;
MUENZER, 2001, SIBILIO et al, 2009).

No sentido de resolver, ou pelo menos minimizar esses sintomas, algumas
medidas empiricas tém sido utilizadas, sem um maior embasamento cientifico. Assim,
acreditamos ser de grande relevancia avaliar as manifestagdes gastrointestinais em
pacientes com MPS, que estejam ou ndo recebendo Terapia de Reposicdo Enzimatica,
acompanhados no Ambulatério de Mucopolissacaridoses do Servigo de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (AMPS-SGM/HCPA), uma vez que o
Servigo de Genética Médica ¢ um centro de referéncia para diagndstico € manejo de
Doengas Lisossdmicas de Depdsito e sedia a Rede MPS Brasil, uma iniciativa para
promog¢do do diagnostico das MPS em nosso pais, que presta assisténcia médica e

nutricional aos pacientes com MPS, assim como servigos aos seus familiares.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar as manifestagdes gastrointestinais em pacientes com MPS, que estejam
ou nao recebendo Terapia de Reposicdo Enzimatica, acompanhados no Ambulatorio
de Mucopolissacaridoses do Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (AMPS-SGM/HCPA).

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar os sintomas gastrointestinais mais prevalentes em pacientes com MPS.

2. Identificar se ha diferencas nos sintomas gastrointestinais nos diferentes tipos de
MPS.

3. Identificar se ha diferencas nos sintomas gastrointestinais de pacientes que
recebiam Terapia de Reposicao Enzimatica em relacdo aqueles que nao foram
submetidos a esse tratamento.

4. Correlacionar os valores de GAGs urinarios com os sintomas gastrointestinais em
pacientes com MPS.

5. Avaliar a persisténcia da enzima lactase por meio do teste molecular para
hipolactasia primaria, e correlacionar a presen¢a do polimorfismo LC7-13910C>T
com as manifestacdes gastrointestinais nesses pacientes.

6. Comparar a histologia da mucosa intestinal em camundongos com e sem MPS.

7. Avaliar o estado nutricional dos pacientes por meio da avaliagdo de parametros

antropométricos, composi¢ao corporal e de parametros bioquimicos.
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5. METODOS

5.1 Delineamento

Estudo transversal envolvendo uma série de casos.

5.2 Populacio

A populagdo estudada foi recrutada no Ambulatorio de Mucopolissacaridoses
do Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (AMPS-

SGM/HCPA). Foram incluidos pacientes com diversos tipos de MPS.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

A populacdo do estudo foi constituida de pacientes com diagnostico
bioquimico ou molecular de diversos qualquer tipo de MPS, que estivessem ou ndo em
Tratamento de Reposi¢ao Enzimatica (TRE), que nao se enquadrassem nos critérios de
exclusdo e que concordassem em participar do protocolo do estudo mediante

assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE I).

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram critérios de exclusdao do estudo a impossibilidade de realizar os testes
previstos no protocolo, assim como a ndo concordancia do paciente, pais e/ou

representantes legais em participar do estudo.
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Sendo a MPS uma doenca rara, a amostra do presente estudo foi de

conveniéncia, ndo foi, portanto, calculado o tamanho amostral. A amostra foi

selecionada a partir da figura abaixo:

Total de pacientes ativos com MPS do AMPS-SGM/HCPA n = 34

|

Preencheram critérios de

MPS | n=08

MPS II n=12 n=34
MPS lll n =05

MPS IV n=06

MPS VI n=03

inclusdo

v

v

Nao compareceram no AMPS-SGM/HCPA no
periodo de coleta de dados

MPS | n=02
MPS Il n=03 n=06
MPS Il n=01

Convidados a participar do estudo

MPS | n=06

MPS Il n=09 n=28
MPS lll n =04

MPS IV n=06

MPS VI n=03

v

'

Nao concordaram em participar do estudo por
falta de interesse na pesquisa

MPS Il n=01 n=01

Pacientes que concordaram em participar do estudo e
realizaram os exames conforme protocolo

MPS | n=06
MPS Il n=08 n =27
MPS Il n =04

MPS IV n=06
MPS VI n=03

Figura 2. Algoritmo da selecdo da amostra do presente estudo.

5.6 VARIAVEIS

5.6.1 Socio-demograficas

Dados sobre a caracterizacdo da amostra, tais como data de nascimento, idade,

sexo, procedéncia, consanguinidade dentre outras variaveis foram obtidos por meio de

revisdo de prontudrio e registrados em formulério especifico (APENDICE 1I).
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5.6.2 Dados Dietéticos — Consumo de Calcio

Foi verificado por meio de inquérito alimentar (recordatério 24 horas)
(APENDICE III) aplicado ao paciente ou aos acompanhantes em caso de criangas
menores de 12 anos, e registrado em formulario especifico (APENDICE IV, pagina
168).

O Recordatorio 24 horas pode ser considerado o instrumento mais usado para
avaliagdo da ingestdo de alimentos, nele sdo vistos os alimentos e quantidades dos
mesmos consumidos no dia anterior a entrevista. A precisdo da informagao depende da
memoria e cooperaciao do entrevistado, como também da capacidade do entrevistador
de estabelecer comunicacdo que obtenha a informagao através do didlogo. As criancas
a partir de 12 ou 13 anos tem capacidade de responder a entrevista, sem a ajuda de
adultos, com precisdo (FISBERG et al., 2005).

O inquérito alimentar (recordatorio de 24h) foi realizado/aplicado por uma
nutricionista treinada e capacitada em uma sala especifica do AMPS-SGM/HCPA.

O consumo de Calcio foi obtido com o auxilio do programa de apoio a nutri¢ao
DietWin Versao Profissional — 2011. Os valores de referéncia para ingestao de calcio

estdo descritas na tabela abaixo conforme faixa etaria.
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Tabela 3. Recomendacdes Dietética Diarias de Calcio - RDA

Recomendacgdes Dietética Diarias de Calcio - RDA

Estagio da Vida Calcio (mg/dia)
Bebés
0a 6 meses 210
7 a 12 meses 270
Criancas
1 a3 anos 500
4 a 8 anos 800
Homens
9 a 13 anos 1.300
14 a 18 anos 1.300
19 a 30 anos 1.000
31 a 50 anos 1.000
51 a 70 anos 1.200
[170 anos 1.200
Mulheres
9 a 13 anos 1.300
14 a 18 anos 1.300
19 a 30 anos 1.000
31 a 50 anos 1.000
51 a 70 anos 1.200
170 anos 1.200

Fonte: Food and Nutrition Board. Institute of Medicine. National Academies, 2000

5.6.3 Estado Nutricional

5.6.3.1 Avaliacao Antropométrica

Os dados antropométricos foram aferidos em um Unico momento durante o
estudo. O peso foi obtido através da balanga eletronica digital marca Toledo®, com
capacidade méaxima de 200Kg e sensibilidade de 100g. Os pacientes foram pesados
com o0 minimo de roupa possivel, com os pés descalcos e unidos no centro da balanga,
eretos e com os bracos estendidos ao longo do corpo. A altura dos pacientes foi
realizada através de estadiometro fixado na parede com comprimento de 2m e escala
de 0,1 cm. Para aferir a altura os pacientes foram posicionados de costas para o
estadiometro, descalcos, sem aderecos na cabega, com os pés unidos e bragos
estendidos ao longo do corpo, eretos e com olhar para o horizonte. As técnicas para

afericdo de altura e peso sdo preconizadas por Jelliffe (JELLIFFE, 1968).
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Para a avaliacao dos dados antropométricos de pacientes menores de 19 anos
foi utilizado o Sofware WHO Anthro Plus® versao 1.0.4 de 2009, determinando os
percentis para o indicador de IMC por idade (IMC/I); e para os pacientes maiores de
19 anos foi calculado o IMC com massa corporal expressa em quilogramas e a estatura
em metros quadrados. Os valores encontrados de tais dados foram classificados de
acordo com o preconizado pela WHO (2007) e WHO (1995), respectivamente.

Essas medidas foram aferidas no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (CPC/HCPA) e realizadas por um tnico observador, nesse

caso, a nutricionista e também autora do trabalho.

5.6.3.2 Avaliacdo da Composiciao Corporal — Bioimpeddncia Elétrica

Foi avaliada a composi¢dao corporal dos pacientes através da Bioimpedancia
Elétrica (BIA). A BIA ¢ um exame de alta precisdo e ndo invasivo, proporcionando
uma medida direta da impedancia corporal através da resisténcia, reactancia e angulo
de fase do paciente.

Essa avaliagdo estima diversos parametros da composi¢ao corporal como
massa gorda, massa magra, massa intra e extracelular, relagdo entre massa intra e
extracelular, agua corporal total, 4gua intra e extracelular, indice de massa corporal
(IMC) e taxa de metabolismo basal (TMB).

Foram incluidos no estudo pacientes com Mucopolissacaridoses atendidos no
AMPS-SGM/HCPA, com idade > 10 anos e que possuiam condigdes adequadas para
realizagdao do exame. Os critérios de exclusao foram: pacientes gravidas, portadores de
marcapasso, pacientes com idade < 09 anos, a impossibilidade de realizar o exame de

BIA (paciente inquieto e/ou agitado), paciente ndo compareceu no AMPS-
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SGM/HCPA no periodo de coleta de dados assim como a nao concordancia do
paciente, pais e/ou representantes legais em participar do estudo.

No presente estudo foi utilizado o aparelho de Bioimpedancia Biodynamics
Modelo 450, marca registrada da Biodynamics Corporation® nos Estados Unidos. A
precisao do mesmo ¢ de 0,1% na Resisténcia, 0,2% na Reactancia e 0,2% no angulo de
fase. O aparelho emite uma corente elétrica subliminar de baixa intensidade (80 mA —
50 kHz), atendendo as exigéncias da Association for Advancement of Medical

Instrumentation (ES-1988).

Para se obter uma boa precisao no teste, os pacientes foram orientados quanto:

1. Evitar consumo de alcool, cafeina (café, chd, chocolate) 24 horas antes do
teste;

2. Ndo realizar atividade fisica intensa 24 horas antes do teste;

3. Estar de jejum de 4 horas;

4. Retirar metais (brinco, colar, anel, pulseira, piercing e adornos em geral) ;

5. Suspender medicagdo diurética 24 horas antes do teste, exceto no caso de

individuos hipertensos, que devem estar sob rigoroso controle médico.

As medidas para esse teste foram aferidas uma tinica vez com o paciente deitado,
em decubito dorsal, posi¢do confortavel e relaxado. Os bracos foram afastados do
tronco em um angulo de 30°, e as pernas foram afastadas entre si, formando um angulo
de aproximadamente 45°, segundo orientagdes do fabricante. De acordo com a
descri¢do internacional da técnica, os 04 eletrodos foram posicionados sobre a pele

desinfetada e seca, em locais previamente padronizados: Pé Direito: O eletrodo distal
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na base do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulacao
do tornozelo, entre os maléolos medial e lateral; Mao direita: O eletrodo distal na
base do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do
punho, coincidindo com o processo estiloide. Procedeu-se entdo a realizagao do exame
e o aparelho ja fornecia o percentual de gordura diretamente.

Esse método baseia-se na condugao de uma corrente elétrica de baixa intensidade
através do corpo. A impedancia ou resisténcia ao fluxo da corrente elétrica ¢ medida
pela bioimpedancia elétrica. Como a impedancia varia de acordo com o tecido que esta
sendo mensurado e, sendo a massa magra um bom condutor de energia (baixa
resisténcia a corrente) por possuir alta concentracao de agua e eletrdlitos e a massa
gorda um mal condutor de energia (alta resisténcia a corrente), pode-se dizer que a
impedancia ¢ diretamente proporcional ao percentual de gordura corporal.

Tomou-se como parametro o percentual de massa gorda fornecido pelo aparelho,
através de equagdes ja programadas pelo fabricante no proprio instrumento.

Como ndo temos valores referencias para o percentual de gordura em pacientes
com mucopolissacaridose, esses valores serdo descritivos e serdo feitas consideragdes
e analises de punho nutricional para interpretagdo dos resultados. Quando nio existem
valores de referéncia para uma populacdo especifica, a comparacdo com padrdes
alheios impde limitagdes que se prendem com diferengas relativas a fatores
nutricionais ¢ ambientais (PINTO et al,2005 ; SAFAK et al, 1998).

A realizagdo e avaliagdo da Bioimpedancia Elétrica foi realizada no Centro de
Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre por um unico observador,

nesse caso, a nutricionista e também autora do trabalho.
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5.6.4 Avaliacio Bioquimica

A avaliagdo bioquimica tem como objetivo identificar possiveis causas dos
sintomas gastrointestinais dos pacientes para melhor compreender sua etiologia.

A avalia¢dao bioquimica dos pacientes foi realizada através da solicitacdo dos
exames abaixo relacionados via AGH - HCPA pela médica colaboradora do estudo e
foram registradas em formulario especifico (APENDICE II). Os seguintes testes

compdem a avaliagdo bioquimica do presente estudo:

- Dosagem da excrecio urinaria de GAGs: Os GAGs foram coletados e analisados a
partir de uma amostra ocasional de urina. A andlise foi realizada no Laboratorio de
Erros Inatos do Metabolismo do SGM/HCPA (LREIM) de acordo com as técnicas
padrdo ja estabelecidas (de JONG et al., 1992). Os valores normais de referéncia
estabelecidos para os GAGs pelo LREIM estdo elucidados na tabela 4.

- Hemograma: O hemograma foi obtido através de equipamento de automacio XZ -
2100 ou XE — 2100 da Sysmex no Servigo de Patologia Clinica do HCPA. Foram
verificados hemoglobina, hematdcrito e volume corpuscular médio (VCM). Os valores
de referéncia estdo descritos na tabela 5.

- Albumina: A Albumina foi obtida através de método colorimétrico utilizando Verde
de Bromocrezol em equipamento modular P da Roche no Servico de Patologia Clinica
do HCPA. Os valores de referéncia utilizados estdo descritos na tabela 6. Segundo
Duarte e Castellani (2002) a albumina ¢ uma proteina de sintese hepatica, a sua
deficiéncia pode ter relacdo com a desnutri¢do, por isso, a dosagem da mesma faz
parte da avaliacdo do estado nutricional.

- Ferritina: A ferritina foi obtida através de método de quimioluminescéncia em

equipamento Centaur XP no Servigo de Patologia Clinica do HCPA. Os valores de
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referencia utilizados foram: Homens: 22 — 322 ng/mL e Mulheres: 10 — 291 ng/mL
(Fonte: Servico de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre). A
ferritina € uma proteina de sintese hepatica e seu excesso e/ou deficiéncia pode ter
relacio com doengas inflamatorias, hemocromatose dentre outras, e anemia
ferropifriva, respectivamente.

- Imunoglobulina IgA: A IgA foi obtida através de método de imunoturbidimetria em
equipamento Advia 1800 no Servigo de Patologia Clinica do HCPA. Os valores de
referéncia utilizados foram: Intervalo Normal: 40 — 350 mg/dL e deficiéncia de IgA: <
10mg/dL (Fonte: Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre). A IgA ¢ um anticorpo predominante no intestino, ¢ sua deficiéncia pode
acarretar em infecgOes microbianas ¢ bacterianas.

- Imunoglobulina IgA Anti-transglutaminase: A IgA Anti-transglutaminase foi
obtida através de método enzima imuno ensaio em laboratorio terceirizado vinculado
com o Servico de patologia clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os valores
de referéncia utilizados estdo ilustrados na tabela 7. Esse exame foi realizado como
diagnostico diferencial para a diarreia, uma vez que a IgA Anti-transglutaminase ¢ um
marcador altamente especifico para a Doenca Celiaca.

- Proteina C Reativa (PCR): A PCR foi obtida através de método de turbidometria
em equipamento Advia 1800 no Servico de Patologia Clinica do HCPA. Os valores de
referéncia utilizados estdo ilustrados na tabela 8. Esse exame foi realizado como
triagem de doengas inflamatorias intestinais.

- Velocidade de sedimenta¢ao glomerular (VSG): A VSG foi obtida de acordo com
as técnicas padrdo ja estabelecidas no Servico de Patologia Clinica do HCPA. Os
valores de referéncia utilizados estdo ilustrados na tabela 9. Esse exame foi realizado

como triagem de doengas inflamatorias intestinais.
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- Alfa — 1 — antitripsina fecal: A alfa — 1 — antitripsina fecal foi obtida pelo método
de nefelometria em laboratdrio terceirizado (Laboratorio Balague, Sao Paulo, Brasil)
vinculado com o Servico de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Os valores de referéncia utilizados sdo: Normal: Inferior a 0,3 mg/g fezes. A alfa-1-
anti-tripsina nas fezes ¢ uma proteina resistente a degradacao pelas enzimas digestivas,
sendo utilizada como marcador endégeno da perda proteica pelo tubo digestivo. Esse
exame foi realizado no presente estudo como triagem para a doenca de enteropatia
perdedora de proteinas.

- Anticorpos Anticitoplasma de Neurdfilos (ANCA): Esse exame foi obtido pelo
método Imunofluorecéncia Indireta em laboratério de apoio vinculado com o Servigo
de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os valores de referéncia
utilizados sdo: Normal: Nao reagente (Referencia: Servigo de patologia clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre). Esse exame foi realizado no presente estudo
como triagem para a Retocolite Ulcerativa.

- Anticorpos IgG anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA): Os anticorpos IgG anti-
ASCA foram detectados pelo método de ELISA, utilizando kit comercial da
ORGENTEC (Kit ASCA ORGENTEC; ALKA SCHEBO) conforme protocolo do
fabricante, com o auxilio do Centro de Pesquisa Experimental (CPE) do SGM/HCPA.
Esse teste permite a quantificagdo de autoanticorpos contra manana de Saccharomyces
cerevisiae em soro ou plasma humano. Os resultados foram expressos como unidades
arbitrarias (U) e os valores de referéncia utilizados foram de < 10 U/ml para normal e
de > 10 U/ml para positivo. Os resultados foram calculados através de regressao nao—
linear de quatro parametros utilizando a densidade Optica média a 450 nm e as
concentragdes dos padrdes fornecidos pelo kit, conforme recomendagdes do fabricante.

Esse exame foi realizado no presente estudo como triagem para a Doenca de Crohn.
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- Elastase — 1 fecal (E1): A quantificacdo da elastase pancreatica nas amostras de
fezes foi realizada pelo método de ELISA, utilizando o kit comercial ELISA Elastase
Pancreitica ELISA (Kit ELASTASE PANCREATICA 1 FECAL; BIOSERV
DIAGNOSTICS), segundo recomendagdes do fabricante, com o auxilio do Centro de
Pesquisa Experimental (CPE) do SGM/HCPA. Os resultados foram expressos em pg
de elastase por g de fezes e foram calculados por regressao linear de quatro parametros
utilizando a absorbancia média em 450 nm e a concentracao dos padrdes fornecidos
pelo kit, conforme protocolo do fabricante. Os valores de referéncia utilizados foram:
> 200 pg elastase/g de fezes para fungdo pancredtica exocrina normal; 100 — 200 pg
elastase/g de fezes para insuficikncia pancreatica excocrina moderada; e < 100 pg

elastase/g de fezes para insuficiéncia pancreatica exdcrina grave.

E importante ressaltar que os exames dosagem de GAGs na urina, albumina,
ferritina, hemegrama, velocidade de sedimentacdo glomerular (VSG), Proteina C
Reativa (PCR) e imunoglobulina IgA sdo exames realizados dentro da rotina padrdo de
atendimento do AMPS-SGM-HCPA, conforme consultas habituais dos pacientes. Os
demais exames foram realizados para fins do presente estudo, juntamente com o
auxilio do Servico de Patologia Clinica e o Servigco de Hepatologia e Gastroenterologia

do HCPA.
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Tabela 4: Valores de referéncia de GAGs urinarios pela faixa etaria:

Idade Mg/mmol/Creatina pg/mg/Creatina
< 6 meses 15-52 133 — 460
<1 ano 15-31 133 -274
<2 anos 09-29 79 — 256
< 3 anos 7,7-21,3 68 -188
< 5 anos 7,6 —14 67— 124
<7 anos 06—13 53-115
<9 anos 05-12 44 — 106
< 14 anos 03-11 26 -97
<18 a 20 anos 1,5-6,7 13-59
> 18 a 20 anos 1,5-5,1 13 -45

Fonte: Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo do SGM/HCPA

Tabela 5 - Valores de referéncia hemograma

Idade Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%) |VCM (fL)
6 meses a 2 anos 10,5a 13,5 33a39 70 a 86

2 a 6 anos 11,5a 13,5 34 a 40 75 a 87

6 a 12 anos 11,5a15,5 35a45 77 a 95
12 a 18 anos homem 13,0 a 15,5 37a49 78 a 98

12 a 18 anos mulher 12,02 16,0 36 a46 78 a 102
Adultos Homens 13,5a17,5 41 a 53 80 a 100
Adultos Mulheres 12,02 16,0 36 a 46 80 a 100

Fonte: Servico de patologia clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Tabela 6 - Valores de referéncia albumina

Classificacao Valor (mg/dL)
Normal >35

Deplecao Leve 3,0-3,5
Deple¢ao Moderada 24-29
Deplecao Grave <24

Fonte: Bottoni et al. (2001)
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Tabela 7 - Valores de referéncia Imunoglobulina IgA Anti-transglutaminase

Classificacao Valor (U/mL)
Nao reagente <20 U/mL
Reagente > 30 U/mL
Reagente Fraco 20-30 U/mL

Fonte: Servico de patologia clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Tabela 8 - Valores de referéncia Proteina C Reativa (PCR)

Classificacao Valor (mg/L)
Nao - Reagente <350
Reagente >35,0

Fonte: Servico de patologia clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Tabela 9 - Valores de referéncia Velocidade de sedimentacao glomerular (VSG)

Classificacao Idade Valor (mm)
Criancas/Adolescentes 0 a 16 anos 0-10
17 a 50 anos 0-10
51 a 60 anos 0-12
Homens 61 a 70 anos 0-14
> 70 anos 0-30
17 a 50 anos 0-12
51 a 60 anos 0-19
Mulheres 61 a 70 anos 0-20
> 70 anos 0-35

Fonte: Servico de patologia clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

5.6.5 Teste Molecular de Hipolactasia Primaria

Os testes de biologia molecular foram realizados no Centro de Terapia Génica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, por uma equipe capacitada, treinada e
qualificada. A presenca das mutacdes C/T — 13910 foi identificada a partir de

amostras de DNA existentes ¢ devidamente armazenada no Servigo de Genética
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Médica do HCPA, os quais fazem parte de um projeto paralelo, realizado dentro do
SGM/HCPA, intitulado “REDE MPS BRASIL: Um estudo clinico, epidemiolégico,
bioquimico e molecular com impacto no diagnodstico, manejo e prevengao”, aprovado
pelo CEP/HCPA sob o namero 03-066.

A analise foi realizada através da técnica de PCR — Reagdo em cadeia da
Polimerase. O DNA foi extraido através de Kit comercial de extragio (Easy-DNA™,
Invitrogen). O DNA foi utilizado exclusivamente para este estudo, sendo
posteriormente descartado. Medidas adicionais de prevencdo do anonimato dos
participantes foram tomadas pela codificacdo das amostras de DNA. As reagdes de
amplificacdao foram realizadas em aparelho termociclador do tipo Eppendorf Personal
Cycler e cada reacao foi composta de 30 ciclos e 90 segundos e temperatura de
anelamento de 56°C.

Apo6s a reagao de PCR, o produto da mesma foi verificado em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etidio. Uma vez que houve a confirmacdo da
amplificacdo da seqiiéncia pretendida, fou realizada a digestdao enzimatica.

A digestdo foi realizada através das enzimas de restricio BsmFI (New England
Biolabs) para a mutacdo C/T-13910 e Hhal (Invitrogen) para a mutacdo G/A-22018
nas seguintes condi¢des: 16 pL de dgua, 3 pL. de tampao, 1 pL de enzima de restricdo e
10 puL de produto de PCR por 4 horas a 65° C e 37° C, respectivamente.

O resultado foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 2% e assim foi
possivel constatar a presenca ou ndo das mutagdes C/T-13910 e G/A-22018.

De acordo com os resultados da analise molecular os individuos foram
classificados em (APENDICE V):

Genotipo CC = Lactase ndo persistente (intolerancia a lactose)

Genotipo CT ou TT = lactase persistente (tolerancia a lactose)
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5.6.6 Analise Histologica da Mucosa Intestinal de um modelo de camundongo

com e sem MPS 1

O intestino delgado de camundongos de 8 a 10 meses normais ou nocautes para
o gene da alfa-L-iduronidase (camundongos MPS I) foram analisados por histologia
pelas coloragdes de Hematoxilina-Eosina (HE), PAS e Alcian Blue. O material
biologico foi coletado anteriormente para o projeto N° GPPG 09-420.

As amostras foram processadas no Centro de Terapia Génica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Apds sacrificio do animal, as amostras de intestino delgado e
grosso foram fixadas em fomalina 10% para preserva¢ao do material. Apds essa etapa,
os mesmo foram desidratados em concentracdes crescentes de alcool etilico.
Posteriomente, os tecidos foram imersos na parafina a uma temperatura de 56 a 60° C
(parafina fundida) até o tempo necessario para a completa impregnagdo. Apos, 0s
blocos foram deixados a temperatura ambiente até que a parafina endurecesse. A
partir dos blocos de parafina com o tecido, foi realizado a microtomia com espessura
média de 4 micrometros para a confeccdo das laminas em coloragao HE, PAS e Alcian
Blue, de acordo com processos de rotina do hospital. As analises foram realizadas por
meio de um microscopico Optico por uma médica patologista treinada e capacitada, no

setor de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

5.7 PLANO DE COLETA

Os pacientes foram convidados a participar do estudo durante uma das consultas
rotineiras no AMPS-SGM/HCPA, sendo que a inclusdo dos mesmos foi realizada
somente apds a assinatura dos TCLE. O critério de inclusdo foi a existéncia de
diagnéstico bioquimico e/ou molecular de qualquer tipo de MPS, que estavam ou nao

em Tratamento de Reposi¢ao Enzimatica (TRE).
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Os pacientes vieram ao Hospital de Clinicas de Porto Alegre para uma consulta
habitual no Ambulatorio de MPS do Servigo de Genética Médica com o seu médico.
Nessa consulta, os pacientes preencheram um inquérito alimentar (Recordatério de
24h) onde tiveram o suporte de uma nutricionista treinada e qualificada para maiores
esclarecimentos, e também foram questionados quanto aparecimento de sintomas
gastrointestinais ao longo de suas vidas.

No término da consulta, os pacientes foram encaminhados para o Centro de
Pesquisa Clinica do HCPA para realizarem a coleta de sangue para os exames
bioquimicos, receberam instrugdes para a coleta das fezes e aqueles pacientes aptos e
capazes também realizaram a avaliacao da composi¢ao corporal via Bioimpedancia.

ApoOs esses procedimentos, os pacientes foram liberados e podiam voltar para as
suas casas. O tempo necessario para a realizacdo de tais procedimentos variou de 30
minutos a uma hora aproximadamente.

Todos os inquéritos alimentares e a avaliagdo de Bioimpedancia foram realizados
pela autora do estudo, previamente capacitada e treinada. As coletas de sangue foram
realizadas por um coletador contratado do Centro de Pesquisa Clinica do HCPA,
treinado para tal tarefa.

A extracdo de DNA, técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase, as andlises
histologicas da mucosa intestinal de um modelo de camundongo com e sem MPS I
foram realizadas no Centro de Terapia Génica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
juntamente com o Servico de Patologia do HCPA.

Os desfechos foram avaliar os sintomas gastrointestinais dos pacientes do AMPS-
SGM/HCPA quanto aos seguintes pardmetros: teste molecular para analise de
mutagdes no gene da lactose, valores de GAGs, IgA, IgA anti-transgltaminase, PCR,

VGS Elastase-1-fecal, alfa-1-anti-tripsina fecal, hemograma, ferritina, albumina,
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avaliacdo da composi¢ao corporal via Bioimpedancia, recordatorio alimentar 24h,
questionario de sintomas gastrointestinais e analise histoldgica intestinal em um

modelo de camundongo com e sem MPS.

5.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram armazenados em Software Microsoft® Excel e analisados
posteriormente. Para andlise estatistica foi utilizado o Programa Statistical Package for
Social Sciences, versao 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).

As variaveis categoricas foram apresentadas como freqiiéncias e percentuais e
as variaveis continuas como média + desvio padrdo e mediana com intervalo
interquartis. O teste do Qui-quadrado foi empregado para testar a associacdo entre as
variaveis categoricas. Quando necessario foi aplicado outros testes ndo paramétricos
para a associagdo entre as varidveis. Os resultados do estudo foram considerados

significativos quando p < 0,05.

5.9 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HCPA sob o nimero 12-0259. Os pacientes e/ou seus representante legal do AMPS-
SGM/HCPA assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(APENDICE ) antes de qualquer procedimento do estudo.
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Resumo

Introducio: As Mucopolissacaridoses (MPS) sdo doengas lisossomicas causadas pela
deficiéncia de enzimas envolvidas na degradagdo dos glicoaminoglicanos (GAGs). O
acimulo anormal de GAGs compromete a fun¢ao celular e organica, levando a um
espectro de manifestagdes clinicas, de cardter multisistémico e progressivo.
Manifestagdes gastrointestinais tém sido frequentemente evidenciadas e relatadas por
pacientes com MPS e ainda que esses sintomas sejam ofuscados pelos fenotipos
neurologicos graves, eles podem afetar a qualidade de vida dos pacientes e seus
familiares. Objetivo: Avaliar as manifestagcdes gastrointestinais em pacientes com
MPS e a histologia da mucosa intestinal em modelo de camundongos com MPS 1.
Métodos: Estudo transversal com amostragem de conveniéncia, incluindo pacientes
com diagnéstico de qualquer tipo de MPS em relagdo ao status de Terapia de
Perosicdo enzimdtica (TRE). Os sujeitos foram avaliados através de inquérito
alimentar, questionamentos quanto ao aparecimento de sintomas gastrointestinais e
realizagdo de uma bateria de exames bioquimicos. Adicionalmente, foi realizado o
teste molecular para hipolactasia primaria a partir de amostras de DNA dos pacientes,
assim como analise da histologia da mucosa intestinal em um modelo de camundongo
com MPS I. Resultados: Foram incluidos 27 pacientes com mediana de idade de 12
(1-28) anos. Os sintomas gastrointestinais mais prevalentes foram flatuléncia,
distensao abdominal, dor abdominal e fezes amolecidas. Houve diferenca significativa
na prevaléncia de flatuléncia entre os tipos de MPS (p=0,004). A prevaléncia de
flatuléncia e de distensao abdominal foi significativamente maior no grupo dos que
ndo recebiam TRE, em comparacdo ao grupo dos que recebia TRE (p = 0,04 e 0,03,
respectivamente). A maioria dos exames bioquimicos realizados para investigacao
e/ou exclusao de alguma patologia especifica apresentou resultados normais. A analise
da histologia do intestino delgado de camundongos MPS I identificou células
aumentadas de volume, sugerindo algum tipo de acimulo intracelular.Em relacdo ao
Teste Molecular para Hipolactasia, 58,8% dos pacientes apresentaram genotipo CC, o
qual é compativel com intolerancia a lactose. Conclusao: Nossos resultados sugerem
que as manifestacdes gastrointestinais sdo frequentes na maioria dos tipos de MPS e
que a TRE desempenha um papel no tratamento deles. Os achados na analise da
histologia da mucosa intestinal em um modelo de camundongo com MPS I sao
consistente com  anormalidades celulares contribuindo  para  essas
manifestagdes.Acreditamos que mais estudos, dirigidos para as manifestagdes
gastrointestinais, devam ser realizados para comprovar esses achados e melhor
compreender os mecanismos fisiopatoldgicos dos sintomas relacionados nos pacientes
aferidos.

Palavras-chave: Mucopolissacaridoses, Glicosaminoglicanos, Doencas LisossOmicas
de Deposito, Manifestagdes Gastrointestinais, Terapia de Reposi¢ao Enzimatica
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Introduciao

As Mucopolissacaridoses (MPS) sdao um grupo de Doengas Lisossdmicas de
Depositos  (DLDs)  caracterizadas  pelo  aciumulo  intralisossomico  de
glicosaminoglicanos (GAGs), secundario a deficiéncia na atividade de uma enzima da
rota de degradagdao dos mucopolissacarideos. Esse acumulo anormal de GAGs nao
degradados ou parcialmente degradados compromete a fungdo celular e organica,
levando a um grande nimero de manifestagdes clinicas, as quais sdo progressivas e
afetam multiplos 6rgios e sistemas’.

Os GAGs sao componentes do tecido conjuntivo, onde sdo encontrados ligados
a proteoglicanos. Os proteoglicanos fazem parte da matriz extracelular e t€ém entre suas
funcdes controlar o fluxo de 4gua e nutrientes para as células’. Os GAGs constituem-
se de polissacarideos sulfatados formados de residuos alternados de acido urénico (L-
urdnico e/ou D-glicurdnico) ¢ de hexosamina (D-galactosamina)-Ao todo existem sete
tipos de GAGs, classificados de acordo com a sua estrutura bioquimica em: sulfato de
heparan, sulfato de dermatan, sulfato de queratan, sulfato de condroitin I e de
condroitin I, 4cido hialuroénico e heparina.

As MPS sao classificadas de acordo com o(s) tipo(s) de deficiéncia enzimatica
envolvida. Existem onze deficiéncias enzimaticas para sete subtipos de MPS. De
acordo com a enzima deficiente, as MPS sao classificadas em: MPS I (Deficiéncia de
a-L-iduronidase); MPS 1II (Deficiéncia de Iduronato-2-sulfatase); MPS IIIA
(Deficiéncia de Heparan N-sulfatase); MPS IIIB (Deficiéncia de o -N-acetil-
glicosaminidase); MPS IIIC (Deficiéncia de Acetil-Coa- o -glicosamina-
acetiltransferase); MPS IIID (Deficiéncia de N-acetil-glicosamina-6- sulfatase); MPS

IVA (Deficiéncia de N-acetil-galactosamina-6-sulfatase); MPS IVB (Deficiéncia de 8-
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galactosidase); MPS VI (Deficiéncia de N-acetil-galactosamina-4-sulfatase); MPS VII
(Deficiéncia de B-glicuronidase) e MPS IX (deficiéncia de Hialuronidase) °.

A incidéncia das MPS pode variar de 1,9 a 4,5:100.000 em recém-nascidos
vivos, conforme paises e suas diferentes regides .

As manifestagdes clinicas dessas doencgas sdo progressivas e caracterizadas pela
presenca de: face grosseira, contraturas articulares, hepatoesplenomegalia, disostose
multipla, surdez, opacificagdo de cornea, diarréia, cardiopatia, doenga pulmonar
obstrutiva cronica, apnéia do sono, déficit de crescimento e retardo mental em algumas
formas .

O tratamento da MPS pode ser especifico ou sintomatico. O tratamento
especifico busca repor a enzima deficiente, retardar a progressao da doenga, melhorar
anormalidades sistemadticas e proporcionar maior qualidade de vida as pacientes.
Dentre os  tratamentos, podemos «citar o transplante de  células
hematopoiéticas/Transplante de medula o6ssea, a terapia de reposicdo enzimadtica
(TRE), a terapia de inibi¢do de sintese de substrato, além de terapia génica, os quais
estudos tém apontado resultados promissores. Atualmente, a TRE esta aprovada para
as MPS I, II e VI Essa terapia consiste na administracdo periddica, por via
intravenosa, da enzima especifica deficiente no paciente "*.

O tratamento sintomatico ¢ dirigido ao manejo das complicacdes da doenca e
envolve uma equipe multidisciplinar’.

Manifestagdes gastrointestinais, tais como episddios frequentes de fezes
amolecidas e diarréia, t€ém sido frequentemente evidenciadas e relatadas por pacientes
com MPS ', Linfangiectasia intestinal® ou infec¢do microbiana'? podem contribuir
para o aparecimentos de sintomas gastrointestinais, embora os mecanismos

fisiopatologicos envolvidos ainda sejam obscuros. Ainda que os sintomas
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gastrointestinais sejam frequentemente ofuscados pelos fenotipos neurologicos graves,
eles podem afetar a qualidade de vida dos pacientes e seus familiares, sendo uma
queixa em geral pouco valorizada pelos médicos "'*. Contudo, alguns estudos sobre a
correlagdo de sintomas gastrointestinais ¢ MPS encontram-se disponiveis na
literatura'®'>".

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar as manifestagdes
gastrointestinais em pacientes com MPS que estavam ou nao recebendo Terapia de
Reposi¢ao Enzimatica, acompanhados no Servigo de Genética Médica (centro de
referéncia para diagnostico e manejo das DLDs) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (SGM/HCPA). Paralelamente, afim de pesquisar possiveis mecanismos da

doencga, foi também analisada a histologia da mucosa intestinal de um modelo de

camundongo com e sem MPS.

Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA
(namero 12-0259). Todos os pacientes e/ou seus responsaveis assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes da realizagdo de qualquer
procedimento do estudo.

Este trabalho ¢ um estudo transversal envolvendo uma série de casos. A coleta

de dados ocorreu de agosto de 2012 até maio de 2013.

Pacientes
Foram incluidos no estudo pacientes com diagnostico bioquimico e/ou
molecular de qualquer tipo de MPS atendidos no SGM/HCPA, que estavam ou ndo em

TRE. Os critérios de exclusdo foram a impossibilidade de realizar os testes previstos
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no protocolo, paciente que nao compareceu no AMPS-SGM/HCPA no periodo de da
realizagdo do estudo, assim como a ndo concordancia do paciente, pais e/ou

representantes legais em participar do estudo.

Sintomas Gastrointestinais

Ao longo da consulta habitual no SGM/HCPA Os pacientes incluidos no
estudo foram questionados quanto ao aparecimento de sintomas gastrointestinais, tais
como: diarréia cronica (Definicdo de Diarréia Cronica segundo OMS: diminuicao da
consisténcia fecal por mais de 4 semanas), constipagdo, flatuléncia, fezes amolecidas,
regurgitacdo, dor abdominal e distensao abdominal. Esse questionamento foi realizado

pela autora do estudo em uma sala ambulatorial especifica do SGM/HCPA

Avaliaciao Bioquimica

Os exames bioquimicos foram realizados no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, assim como laboratorios terceirizados vinculados a essa institui¢ao.

No presente trabalho foram avaliados os seguintes parametros bioquimicos:
Quantificacdo da excre¢do urindria de GAGs; Hemograma (hemoglobina, hematocrito
e volume corpuscular médio - VCM); Albumina; Ferritina; Imunoglobulina IgA;
Imunoglobulina IgA Anti-transglutaminase; Proteina C Reativa (PCR); Velocidade de
sedimentacdo glomerular (VSG); Alfa — 1 — antitripsina fecal (Laboratério Balague®,
Sao Paulo, Brasil); Anticorpos Anticitoplasma de Neuré6filos (ANCA); Anticorpos IgG
anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) (Kit ASCA ORGENTEC; ALKA
SCHEBO®); Elastase Pancreatica— 1 fecal (E1) (Kit ELASTASE PANCREATICA 1

FECAL; BIOSERV DIAGNOSTICS®).
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Teste Molecular de Hipolactasia Primaria

Os testes de biologia molecular foram realizados no Centro de Terapia Génica
do HCPA, por uma equipe capacitada, treinada e qualificada. A presenca das
mutacoes C/T — 13910 e G/A — 22018 foi identificada a partir de amostras de DNA
existentes e devidamente armazenada no SGM/HCPA, as quais fazem parte do projeto
previamente aprovado pelo CEP/HCPA sob o namero 03-066.

A analise foi realizada através da técnica de PCR — Reagdo em cadeia da
Polimerase. O DNA foi extraido através de Kit comercial de extracao (Easy-DNATM,
Invitrogen). As rea¢des de amplificacao foram realizadas em aparelho termociclador
do tipo Eppendorf Personal Cycler e cada reacdo foi composta de 30 ciclos e 90
segundos e temperatura de anelamento de 56°C.

Apo6s a reagao de PCR, o produto da mesma foi verificado em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etidio. Uma vez que houve a confirmacdo da
amplificacdo da sequencia pretendida, foi realizada a digestao enzimatica.

A digestdo foi realizada através das enzimas de restricdo BsmFI (New England
Biolabs) para a mutacdo C/T-13910 e Hhal (Invitrogen) para a mutacdo G/A-22018
nas seguintes condi¢des: 16 pL de dgua, 3 pL. de tampao, 1 pL de enzima de restricdo e
10 puL de produto de PCR por 4 horas a 65° C e 37° C, respectivamente.

O resultado foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 2% e assim foi
possivel constatar a presenca ou nao das mutacdes C/T-1391. Os individuos foram
classificados : (a) Genotipo CC = Lactase ndo persistente (intolerancia a lactose); e (b)

Genotipo CT ou TT = lactase persistente (tolerancia a lactose).
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Consumo Dietético de Calcio

O consumo de Calcio foi verificado por meio de inquérito alimentar
(Recordatorio 24 horas) aplicado ao paciente ou aos acompanhantes em caso de
criancas menores de 12 anos. O Recordatorio 24 horas foi aplicado por uma
nutricionista treinada e capacitada em uma sala ambulatorial especifica do
SGM/HCPA.

O célculo do consumo de Calcio foi obtido com o auxilio do programa de
apoio a nutri¢do DietWin Versao Profissional — 2011. Os valores analisados foram
comparados com as Recomendagdes Dietética Diarias (RDA) de Célcio conforme
faixa etaria, baseadas na Food and Nutrition Board. Institute of Medicine, National

Academies, 2000.

Histologia da Mucosa Intestinal de um modelo de camundongo com e sem MPS

O intestino delgado de camundongos de 8 a 10 meses normais ou nocautes para
o gene da alfa-L-iduronidase (camundongos MPS 1) foi analisado por histologia pelas
coloracdes de Hematoxilina-Eosina (HE), PAS e Alcian Blue. O material biologico foi
coletado anteriormente para o projeto N° GPPG 09-420.

As amostras foram processadas no Centro de Terapia Génica do HCPA. Apods
sacrificio do animal, as amostras de intestino delgado e grosso foram fixadas em
fomalina 10% para preservacdo do material. Apds essa etapa, as amostras foram
desidratadas com concentragdes crescentes de alcool etilico. Posteriomente, os tecidos
foram imersos na parafina a uma temperatura de 56 a 60° C (parafina fundida) até o
tempo necessdrio para a completa impregnacdo. Posteriormente foi realizada a
microtomia com espessura média de 4 micrometros para a confeccdo das laminas em

coloracdo HE, PAS e Alcian Blue, de acordo com processos de rotina do hospital. As
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analises foram realizadas por meio de um microscopico Optico por uma médica

patologista treinada e capacitada, no setor de Patologia do HCPA.

Analise estatistica

As informagdes foram digitadas em planilha eletronica utilizando o programa
Microsoft® Excel. A andlise estatistica foi realizada através do Programa Statistical
Package for Social Sciences, versao 18.0 (SPSS® Inc, Chicago, IL). As variaveis
categoricas foram apresentadas como freqiiéncias e percentuais e as varidveis
continuas como média + desvio padrao e mediana com intervalo interquartis. O teste
do qui-quadrado foi empregado para testar a associa¢ao entre as varidveis categoricas.
Quando necessario foi aplicado outros testes ndo paramétricos para a associagao entre
as variaveis. Os resultados do estudo foram considerados significativos quando p <

0,05.

Resultados

Dos 34 pacientes em seguimento regular no SGM-HCPA e que poderiam
participar do projeto, seis pacientes ndo compareceram ao referido ambulatorio ao
longo do periodo da realizacdo do estudo e um paciente ndo aceitou participar do
mesmo. Assim sendo, 27 pacientes foram incluidos no estudo, sendo 15 (55, 6%) do
sexo masculino e 12 (44,4%) do sexo feminino. Excluindo os 8 pacientes com MPS 11
(ligada ao cromossomo X), a distribui¢do por género ficou 12 (63,1%) do sexo
masculino e 7 (36,9%) do sexo feminino. A mediana (intervalo interquartil) de idade
dos pacientes foi de 12 (1 — 28) anos. A caracterizagdo da amostra estd descrita na

Tabela 1.
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Em relagdo ao tratamento de Terapia de Reposicao Enzimatica (TRE), 12/27

(44,4%) estavam em tratamento no momento da realizagdo do estudo. Desses

pacientes, 4/12 eram portadores de MPS 1, 5/12 possuiam MPS II e 3/12 possuiam

MPS VI

Tabela 1. Caracterizaciao da amostra (n=27)

Variaveis N=27
Idade (anos) — mediana (IQ) 12 (1 -28)
Sexo —n(%)
M 15 (55,6)
F 12 (44,4)
Tipo MPS — n(%)
I 6 (22,2)
II 8(29,6)
111 4 (14,9)
v 6 (22,2)
VI 3(1L,1)
TRE — n(%)
Sim 12 (44,4)
I 4(33,3)
II 5(41,7)
VI 3(25,0)
Nao 15 (55,56)
I 2(13,3)
II 3(20,0)
11 4(26,7)
VI 6(40,00)

*Sexo: F:Feminino; M: Masculino; MPS: Mucopolissacaridose;
TRE: Terapia de Reposicdo Enzimatica

Sintomas Gastrointestinais em pacientes com MPS
Os sintomas gastrointestinais mais prevalentes apresentados pelos pacientes estao

descritos no Grafico 1 e foram flatuléncia, distensdo abdominal, dor abdominal e fezes
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amolecidas. A média de quantidade de sintomas gastrintestinais aferidos pelos

pacientes foi de 3,44 = 1,47.

Flatuléncia 21 (77,8%)

Distens&o abdominal 18 (66,7%)

Dor abdominal 15 (55,6%)
Fezes amolecidas

14 (51,9%)

Regurgitagao 2 (7,4%)

Sintomas Gastrointestinais

Constipacao 2 (7,4%)

Diarréia Cronica 1(3,7%)

0 5 10 15 20 25 30

N° de pacientes

Figura 1. Sintomas Gastrointestinais apresentados pelos pacientes com MPS
(n=27)

A associagdo entre os sintomas gastrointestinais e os tipos de MPS esta descritos
na Tabela 2. Houve diferenga significativa na prevaléncia de flatuléncia entre os tipos
de MPS (p=0,004). Como pode ser observado na Tabela 2, os pacientes com MPS VI
apresentaram menor prevaléncia do que os demais tipos de MPS. Os demais sintomas
gastrointestinais ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa quando
comparados aos diferentes tipos de MPS.

Quando agrupamos os quatro sintomas mais frequentes, definidos como
flatuléncia, dor abdominal, distensdo abdominal e fezes amolecidas, houve uma
diferenca estatisticamente significativa em relagdo a esses sintomas quando foram
analisados os pacientes com MPS VI em relacdo aos demais tipos de MPS (p= 0,02).
A associagdo entre os sintomas gastrointestinais e os pacientes com MPS de diferentes

tipos que recebiam TRE em relacdo aqueles que ndo estavam sendo submetidos a esse
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tratamento estd descrita na Tabela 2. Agrupando os sintomas gastrointestinais mais
prevalentes como flatuléncia e distensdao abdominal, houve diferenca estatisticamente
significativa com redugdo nesses sintomas nos pacientes que recebiam TRE em relagao
aos que nao recebiam TRE (p = 0,04 e 0,03, respectivamente).

Ao agruparmos os quatro sintomas mais prevalentes, definidos como flatuléncia,
dor abdominal, distensdo abdominal e fezes amolecidas, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os pacientes que recebiam a TRE em relacao
aqueles que nao foram submetidos a esse tratamento. Embora ndo havendo uma
diferenca significativa, observa-se que os pacientes que possuiam 0s quatro sintomas
mais frequentes simultaneamente estavam mais presentes no grupo sem TRE.
Enquanto que no grupo com TRE a prevaléncia ¢ de 16,7%, no grupo sem TRE essa
proporcao sobe para 53% de aparecimentos de sintomas gastrointestinais.

Os valores de GAGs urinarios dos pacientes do estudo foram analisados com base
na faixa da normalidade conforme faixa etaria dos mesmos, segundo padroes
previamente estabelecidos pelo Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do
SGM/HCPA. Conforme observado na Tabela 2, pacientes com valores de GAGs
urinarios normais conforme suas faixas etarias apresentaram significativamente menor
propor¢ao de fezes amolecidas quando comparados com o grupo de pacientes com
valores de GAGs alterados (p=0,016).

Quando avaliados os quatro sintomas mais frequentes simultaneamente, observa-
se que nenhum paciente com valores de GAGs urindrios dentro da faixa da
normalidade possuia esses sintomas, ao passo que 45,5% do grupo com valores de
GAGs alterados apresentaram a combinagdo desses quatro sintomas (p=0,04). Isso ¢

condizente com o numero de sintomas, visto que o grupo com valores de GAG normal
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apresenta um numero bem inferior de sintomas (mediana = 1) do que o grupo com
valores de GAG alterado (mediana = 4).

Embora nao tendo sido estatisticamente significativa a diferenca na pequena
amostra estudada, ¢ importante ressaltar que o grupo com alteragdo de GAGs
apresentou uma prevaléncia de dor abdominal trés vezes maior do que a do grupo com

valores de GAGs normal.

Avaliagdo Bioquimica

Com o objetivo de excluir outras causas organicas que poderiam estar associadas
com sintomas gastrointestinais, os pacientes com MPS foram submetidos a um série de
exames bioquimicos. Em rela¢dao aos parametros bioquimicos de imunoglobulina IgA,
anti-transglutaminase IgA, proteina C reativa (PCR), velocidade de sedimentacao
Glomerular (VSG), albumina, ferritina ¢ ANCA, todos os pacientes apresentaram
valores dentro da faixa da normalidade. Quanto aos valores do exame de Alfa 1
Antitripsina Fecal, 24/27 tiveram esse parametro avaliado e todos apresentaram
valores dentro da normalidade.

O exame de ASCA foi realizado em 22/27 pacientes. Entre esses, apenas dois
pacientes apresentaram resultados alterados. Os demais pacientes apresentaram valores
dentro da faixa da normalidade.

Em relagdo ao exame de Elastase Pancreatica 1 Fecal, obtivemos dados relativos a
essa variavel em 24/27 pacientes. Entre esses, um paciente apresentou insuficiéncia
pancreatica moderada (paciente N° 03) e os demais pacientes apresentaram funcao
pancreética normal.

Valores de hematdcrito, hemoglobina e VCM estavam disponiveis e normais para

todos os pacientes. Um unico paciente apresentou nivel de hemoglobina, hematdcrito e
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VCM abaixo da referencia de normalidade. Os demais pacientes apresentaram valores

dentro da faixa da normalidade para esses exames.
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Tabela 2. Associagdo entre os sintomas gastrointestinais de pacientes com MPS com as varidveis: Tipo de MPS, com ou sem Terapia de Reposicao
Enzimatica, valores de GAGs urinarios, genotipos CC e CT/TT e ingestdao de Calcio através do Recordatorio Alimentar 24 horas

MPS 1 MPS 11 MPSIII MPSIV MPSVI Com Sem GAG GAG Gendtipo Gendtipo Ingestio Ingestio Ingestio
Sintomas (n=6) (n=8) (n=4) (n=6) (n=3) P TRE TRE )4 Urindrio Urindrio P cc CT/TT y/ Ca Ca Ca )4
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) (n=12) (n=15) normal Alterado (n=10) (n=07) Inferior Adequada Superior
n (%) n (%) (n=5) (n=22) n (%) n (%) (n=03) (n=08) (n=16)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Flatuléncia 4 (66,7) 8 (100) 3(75,0) 6 (100) 0(0,0) 0,004 7 (58,3) 14(93,3) 0,040 3 (60,0) 18 (81,8) 0,303 8 (80,0) 6 (85,7) 1,000 2 (66,7) 5(62,5) 14( 87,5) 0,294
Distensao 4 (66,7) 5(62,5) 4 (100) 4 (66,7) 1(33,3) 0,523 5(41,7) 13(86,7) 0,037 2 (40,0) 16 (72,7) 0,295 09 (90,0) 2 (28,5) 0,030 3 (100,0) 5(62,5) 10 (62,5) 0,690
abdominal
Dor abdominal 4 (66,7) 6 (75,0) 2 (50,0) 2 (33,3) 1(33,3) 0,569 6 (50,0) 9 (60,0) 0,707 1 (20,0) 14 (63,6) 0,139 10 (100,0) 2 (28,5) 0,003 3 (100,0) 5(62,5) 7 (43,8) 0,233
Fezes amolecidas 4 (66,7) 4 (50,0) 2 (50,0) 3(50,0) 1(33,3) 0,953 5(41,7) 9 (60,0) 0,449 0(0,0) 14 (63,6) 0,016 8(80,0) 1(28,5) 0,010 1(33,3) 8 (100,0) 1(33,3) 0,738
Regurgitagao 1(16,7) 0(0,0) 0(0,0) 1(16,7) 0(0,0) 0,724 1(8,3) 1(6,7) 1,000 0(0,0) 2(9,1) 1,000 0(0,0) 1(14,2) 0,410 0(0,0) 0(0,0) 2 (12,5) 0,625
Constipagao 0(0,0) 1(12,5) 1(25,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,620 0(0,0) 2 (13,3) 0,487 0(0,0) 2(9,1) 1,000 0(0,0) 0(0,0) 0,430 0(0,0) 0(0,0) 2 (12,5) 0,625
Diarreia Cronica 0(0,0) 1(12,5) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1,000 1(8,3) 0(0,0) 0,444 0(0,0) 1(4,5) 1,000 0(0,0) 1(14,2) 0,413 1(33,3) 0(0,0) 0(0,0) 0,105

Flatuléncia ou

Fezes Amolecidas
ou Distenséo 5(83,3) 8 (100) 4 (100) 6 (100) 1(33,3) 0,021 9(75,0) 15(100) 0,075 4 (80,0) 20 (90,9) 0,474 10 (100,0) 06 (85,7) 0,412 3 (100) 6 (75) 15 (93,8) 0,481
Abdominal ou
Dor abdominal

Flatuléncia +
Fezes Amolecidas

+ Distensdo 3(50,0) 5(62,5) 2(50,0) 2 (33.,3) 0 (0,0) 0,539 2 (16,7) 8(53,0) 0,236 0(0,0) 10 (45,5) 0,042 6 (60,0) 0(0,0) 0,035 1(33.,3) 4 (50,0) 3(18,8) 0,274
Abdominal + Dor

abdominal

N° de sintomas — 4(1-5) 4,5(1-5) 4 (2-4) 3,5(1-4) 1(1-5) 0,441 4(1-4) 4(3-5) 0,271 1(1-3) 4(4-5) 0,013 4(4-5) 2(1-4) 0,055 4(4-5) 4(1-5) 4(1-5) 0,232

md (min — max)
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Genotipagem do Polimorfirmo LCT-13910 C>T

Dos 27 pacientes incluidos no estudo, 17 realizaram genotipagem do
polimosfirmo LCT-13910 C>T, para avaliar a persisténcia da enzima lactase. Desses
pacientes, 10/17 (58,8%), apresentaram gendtipo CC (compativel com intolerancia a
lactose); 02/17 (11,8%) apresentaram genotipo TT e 05/17 (29,4%) apresentaram
genotipo CT (estes dois ultimos compativeis com tolerancia a lactose). A anélise dos
pacientes com gendtipo CC e CT/TT em relacdo ao aparecimento dos sintomas
gastrointestinais esta descrita na Tabela 2.

Houve uma diferenca estatisticamente significativa da prevaléncia dos sintomas
gastrointestinais distensao abdominal, dor abdominal e fezes amolecidas entre o grupo
de pacientes com gendtipo CC (compativel com intolerancia a lactose) em relagao
aqueles com genotipo CT ou TT (p = 0,03; 0,003 e 0,010, respectivamente).

Ao agruparmos os quatro sintomas mais prevalentes do estudo simultaneamente
(flatuléncia, dor abdominal, distensdao abdominal ¢ fezes amolecidas), houve uma
diferenga significativamente maior desses sintomas nos pacientes com gendtipo CC
em comparag¢do aos pacientes com genotipo CT/TT (p= 0,03). Nenhum paciente com
geno6tipo CT/TT possuia esses sintomas ao passo que 60% dos pacientes com genotipo
CC apresentaram a combinagdo desses quatro sintomas. Isso estd de acordo com o
nimero de sintomas, visto que os pacientes com genotipos CT/TT apresentam um
nimero inferior de sintomas (mediana =2) do que os pacientes com genotipo CC
(mediana = 4), o qual ¢ compativel com intolerancia a lactose.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes com

gendtipos CC em comparagao aos diferentes tipos de MPS.
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Consumo Dietético de Cdlcio

O consumo de calcio total analisado no Recordatorio de 24 horas aplicado nos 27
pacientes apresentou média 1.048 mg/dia £ 407,02 e mediana de 1.000 mg/dia (1.000
— 1.400). Comparando a ingestdo de calcio dos pacientes do presente estudo nesse
inquérito com as recomendacdes da RDA, 16/27 apresentam consumo superior ao de
referencia; 08/27 apresentaram consumo adequado de célcio e 3/27 apresentaram
valores abaixo da referéncia.

A associagdo da ingestao de calcio pelos pacientes em relagdo ao aparecimento
dos sintomas gastrointestinais estad descrita na Tabela 2. Nao houve diferencga
significativa entre as variaveis estudas, uma vez que esses sintomas foram prevalentes

em toda a amostra.

Histologia da Mucosa Intestinal de um modelo de camundongo com e sem MPS

No presente estudo, foi analisada a estrutura do intestino delgado de um
modelo de camundongo nocaute para o gene da alfa-L-iduronidase (MPS I) de 09
meses de idade em comparacdo com camundongo normal (controle) de 08 meses de
idade, através da histologia pelas coloracdes HE, PAS e Alcian Blue.

Nenhuma anormalidade adicional foi observada na estrutura do intestino
delgado em camundongo com MPS I através do Microscopio Optico (Olympus BX51)
além daquelas ja conhecidas e associadas com a patologia do MPS 1. Essa foi
caracterizada por um acumulo intracelular na lamina prépria das vilosidades das
regides do intestino delgado, o qual ndo foi evidenciado em amostras normais (Figura).
Além disso, foi verificada uma redug@o no nimero de células caliciformes nos vilos no

camundongo com MPS em comparac¢do ao normal.
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As alturas das células epiteliais do intestino delgado foram medidas nos
camundongos MPS I e nos camundongos normais. As alturas das células epiteliais em
camundongos MPS 1 foram significativamente maiores que as dos camundongos
normais (p[10,001 — Teste T de Student). A médiatDP dessas alturas foram de 442,51
pixels £ 51,82 e 258,59 pixels + 43,47 (equivalente a 117,08 mm + 13,71 e 64,42 mm
+ 11,50), para o camundongo com MPS e o normal, respectivamente.

Embora nao havendo uma diferenca estatisticamente significativa, observou-se
que o diametro da lamina prépria dos vilos do intestino delgado do camundongo com
MPS I foi maior do que o dos vilos do camundongo normal, com média+=DP de 270,41
pixels £ 87,13 ¢ 217,52 pixels £ 71,59 (equivalente a 71,54 mm + 23,05 ¢ 57,55 mm +

18,94), respectivamente.

R
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Figura 2: Histologia do intestino delgado em coloragdo HE em camundongo
normal (a) e com MPS I (b) em aumento de 400 vezes no Microscopia Optico
(Olympus BXS51)
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Discussao

Este foi o primeiro estudo realizado para avaliar as manifestagdes
gastrointestinais em pacientes brasileiros com diferentes tipos de MPS.

No presente estudo a correlagdo dos sintomas gastrointestinais e os tipos de
MPS, observou-se uma diferenga significativa na prevaléncia de flatuléncia entre os
tipos de MPS, com os pacientes com MPS VI apresentando menor prevaléncia do que
os demais tipos de MPS. Além disso, quando agrupamos os sintomas mais frequentes,
definidos como flatuléncia, dor abdominal, distensdo abdominal e fezes amolecidas,
houve uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo a esses sintomas quando
comparados os diferentes tipos de MPS, com prevaléncia menor na MPS VI. Como
apenas trés pacientes com esse tipo de MPS foram incluidos no estudo, ¢ uma
limitacdo do estudo e deve ser levada em consideragao.

A prevaléncia de flatuléncia e distensdo abdominal foi significativamente maior
no grupo dos que ndo recebiam tratamento de reposicdo enzimdtica (TRE), em
comparagdo ao grupo dos que recebiam TRE. Embora ndo havendo uma diferenca
significativa, observa-se que os pacientes que possuiam os quatro sintomas mais
frequentes simultaneamente estavam em maior propor¢ao no grupo sem TRE. Isso
sugere que a TRE pode ter um possivel beneficio em alguns sintomais
gastrointestinais.

O desenvolvimento de estratégias terap€uticas, como por exemplo, a TRE, tem
mudado a histéria natural de muitos tipos de MPS. Embora esta terapia tenha
limitagdes quanto a modificagdo de algumas manifestagdes clinicas, a administracdo
semanal intravenosa da enzima deficiente tem demonstrado beneficios mensuraveis e

14,15

sustentaveis para os doentes ~°. Esse tratamento pode prevenir complica¢des e/ou

reduzir a progressdo da doenca e melhorar a qualidade de vida. Diante do observado
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nesse estudo, podemos levantar a hipotese que esse tratamento pode também auxiliar
na reducdo de sintomas gastrointestinais em pacientes afetados. Conduto, mais
estudos, com uma amostra maior de pacientes, deve ser realizados para confirmar
esses achados.

Em relacao a excrecdo de GAGs, observou-se que aqueles pacientes que possuiam
valores de GAGs urinarios aumentados e que nao estavam em TRE apresentaram uma
propor¢ao maior de sintomas gastrointestinais em comparagao aqueles que estavam
recebendo TRE e tinham valores de GAGs urinarios baixos. Isso estd em
conformidade com estudos anteriores, uma vez que um dos beneficios da TRE
intravenosa ¢ a redu¢ao de GAGs nos pacientesm. Assim sendo, essa reducao de
GAGs consequentemente poderia minimizar o aparecimento de sintomas
gastrointestinais em pacientes com MPS.

No estudo de Hoffmann et al'’, o autor descreveu a evolugio clinica de trés
pacientes com MPS II e potencial efeito terapéutico da terapia de reposigdo
enzimatica. Em todos os pacientes, melhorias em tamanho oOrgdo visceral, na
capacidade fisica e sintomas gastrointestinais foram relatados. Todos os pacientes
relataram que a evacuagao de fezes tornou-se menos perturbadora apés a introdugdo da
TRE.

A avaliagdo bioquimica tem como objetivo identificar possiveis causas dos
sintomas gastrointestinais dos pacientes para melhor compreender sua etiologia. Com
o intuito de excluir alguma patologia especifica a qual poderia estar associada a
alguma manifestagdo gastrointestinal, todos os pacientes do estudo realizaram uma
extensa e completa investigagdo para outras patologias que poderiam manifestar
sintomas gastrointestinais, como infec¢des microbianas e bacterianas, doenca celiaca,

retocolite ulcerativa, doenga de enteropatia perdedora de proteina, insuficiéncia
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pancreatica,doenca inflamatoéria intestinal dentre outras, o que poderiam mascarar e/ou
serem confundidores do aparecimentos de sintomas gastrointestinais.

No presente estudo observou-se que, apesar da sintomatologia frequente de
manifestagdes gastrointestinais, os pacientes ndo apresentaram alteragdes significativas
em relacdo ao estado nutricional. Isso demonstra que os pacientes apresentaram
alteragdes funcionais que nao comprometem seu estado nutricional. A maioria dos
exames bioquimicos realizados nos nossos pacientes para investigagdo e/ou exclusao
de alguma patologia especifica apresentaram resultados normais, sugerindo que o
aparecimento de sintomas gastrointestinais nesses pacientes possa ser decorrente da
propria MPS através de outro mecanismo fisiopatologico.

Através da nossa andlise da histologia do intestino delgado do camundongo
com MPS I identificamos células aumentadas de volume, sugerindo algum tipo de
acumulo intracelular. A hipdtese levantada ¢ que esse acimulo pode ser de GAGs
propriamente dito, mas isso foi dificil de identificar através das coloracdes HE + AB,
ou decorrente de uma degeneragdo hidropica nas células. Esse acimulo nas células
poderia prejudicar a absor¢do de nutrientes e substancias, levando a uma sindrome de
ma absor¢do e consequentemente ao aparecimento de sintomas gastrointestinais nos
pacientes portadores de MPS. Contudo, ¢ importante ressaltar que na nossa amostra, 0s
pacientes mostravam-se bem nutridos (bom estado nutricional e bioquimico).

Estudos sobre mecanismos patogénicos e alteragdes gastrointestinais em
pacientes com MPS sdo escassos. Roberts e colaboradores'®  descreveram a
morfologia gastrointestinal e suas fungdes em um modelo de camundongo com MPS
IIA. O peso do estomago e do duodeno aumentram em camundongos com MPS IIIA e
o comprimeito do duodeno também aumentou. O aumento da espessura da

submucossa foi observado no intestino de camundongos com MPS IIIA comparados
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com camundongos normais ¢ o acumuo lissossomal de GAGs foi observado nessa
regido e em suas vilosidades. O autor sugeriu que as alteragdes observadas na estrutura
do trato gastrointestinal em camundongos com MPS IIIA podem contribuir para o
ganho de peso nessa condigao.

Os GAGs acumulados em pacientes com MPS ndo sdo apenas importantes
componentes da matriz extracelular e de células de superficie, mas também estdo
associados com fungodes celulares relevantes (motilidade celular, interacdo entre
regulagao da matrix exta e intracelular) e também com regulagdo de vias de sinalizacao

extracelular'>".

Assim, a incapacidade de degradagdo dos GAGs em pacientes com
MPS leva a presenca de niveis elevados dessa constituinte celular, levando a alteragdes
estruturais na histologia das células, podendo gerar o apareicmento de sintomas
gastrointestinais'®. Essa hipotese poderia justificar o fato de que a maioria dos exames
bioquimicos realizados nos nossos pacientes apresentaram resultados normais,
sugerindo que as queixas gastrointestinais aferidas pelos pacientes possam estar
relacionadas ao aumento do volume das células, conforme evidenciado no intestno
delgado em um modelo de camundongo com MPS. Entretanto, a correlagdo entre
acumulo de GAGs e o aparecimento de sintomas gastrointestinais permanece obscura,
de modo que trabalhos adicionais devem ser realizados para comprovar ou ndo esses
achados.

Em relagdo a genotipagem do polimorfirmo LCT-13910 COIT, 58,8% dos
pacientes apresentaram gendtipo CC, o qual é compativel com intolerancia & lactose. E
importante ressaltar que todos os pacientes do nosso estudo eram de origem
caucasiana. No estudo de Mattar et al *°, foi realizado um levantamento da prevaléncia

da hipolactasia priméria no Brasil através do exame genético do polimorfismo

associada com a persisténcia da lactase. A prevaléncia encontrada foi de 57% para
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individuos brancos, 57% para os pardos e 80% para os negros, estando em
conformidade com os dados encontrados no nosso estudo.

Nao foi encontrada diferenga significativa entre os pacientes com genotipos CC
em comparagao aos diferentes tipos de MPS. Isso ja era o esperado e estd
conformidade com a literatura, pois na populacdo em geral a frequéncia da intolerancia
a lactose apresenta uma distribuicio aleatéria entre as populagdes”.

Os pacientes do presente estudo apresentaram uma grande variabilidade de
sintomas gastrointestinais. Possiveis fatores responsdveis por esta variabilidade
incluem a osmolalidade e conteido de gordura do alimento no qual o acgucar ¢
ingerido, o esvaziamento gastrico, a sensibilidade a distensao abdominal produzida
pela carga osmoética da lactose nao hidrolizada no intestino delgado superior, o transito
intestinal e a resposta do colon a carga de carboidrato. De uma maneira geral, os
alimentos com alta osmolalidade e conteudo de gordura diminuem o esvaziamento
gastrico e reduzem a gravidade dos sintomas induzidos pela lactose®' 2.

Os dados dietéticos da ingestdo de calcio do nosso estudo foram obtidos
através de recordatdrio 24h, que define quais tipos e a quantidade de alimentos e
bebidas foram consumidos, no dia anterior a entrevista. Esse método possui como
vantagens o curto tempo de aplicacdo, a ndo alteracdo da ingestdo do pacientes, o
baixo custo e, além disso, pode ser aplicado para qualquer faixa etaria e analfabetos™.
Contudo, Witschi** cita possiveis fontes de erros que podem distorcer as informagdes
sobre ingestdo alimentar: a percepcdo do que se come; a memoria do entrevistado;
efeitos decorrentes da idade, sexo e ambiente da entrevista; a habilidade do
entrevistador em obter informacdes e a disposi¢do do paciente em colaborar.

No presente estudo, foi expressivo o niumero de pacientes com MPS que

apresentaram ingestao superior de célcio. Levando em consideragdo que pacientes com
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MPS possuem células aumentadas de volume no intestino delgado devido ao acumulo
de GAG, ¢ fundamental o monitoramento ¢ manejo adequado dessas queixas por parte
da equipe médica para minimizar esses achados. Nos pacientes com intolerancia a
lactose e reducdo do consumo de leite e derivados, ¢ importante avaliar se a ingestao
diaria de calcio estd adequada. O célcio deve ser suplementado caso esteja insuficiente
na dieta, com monitorizardo e suplementagdo se necessario também de vitamina D 2.
Manifestagdes gastrointestinais ja foram evidenciadas em outras doengas de
deposito lisossdmico, como por exemplo doenca de Gaucher e Doenca de Fabry ** %7,
entretanto elas sdo frequentemente ofuscadas pelos fendtipos neuroldgicos graves.
Acreditamos que mais estudos, dirigidos para as manifestagdes gastrointestinais,
devam ser realizados para comprovar esses achados e melhor compreender os
mecanismos fisiopatologicos dos sintomas relacionados nos pacientes aferidos.
Acreditamos na necessidade de padronizar uma avaliagdo especifica para o
monitoramento de sintomas gastrointestinais em pacientes com MPS, o que,

certamente, contribuird para uma melhora significativa da qualidade de vida desses

pacientes e seus familiares.
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Abstract

Introduction: The mucopolysaccharidoses (MPS) are lysosomal storage disorders
characterized by a deficiency in enzymes involved in the glycosaminoglycan
degradation. Abnormal accumulation of GAGs compromises cellular and organic
function, leading to progressive, multisystem manifestations. Gastrointestinal
manifestations are often reported by patients with MPS and although these symptoms
are overshadowed by severe neurological phenotypes, they can have a negative impact
on the quality of life of patients and family. Objective: To assess gastrointestinal
manifestations in patients with MPS and bowel mucosa histology in a MPS Imouse
model. Methods: Cross-sectional study with a convenience sampling strategy,
including patients with a diagnosis of MPS of any type and regardless enzyme
reclacement therapy (ERT) status.Patients were assessed by means of a dietary record
and an interview focused on gastrointestinal symptoms, and also by a set laboratory
tests. Patient’s DNA samples were also tested for primary lactase hypolactasia, and
bowel mucosa specimens from MPS I mice underwent histological examination.
Results: A total of 27 patients were included, with a median age of 12 (1-28) years.
The most prevalent gastrointestinal symptoms were flatulence, abdominal distension,
abdominal pain, and loose stools. A significant difference in the prevalence of
flatulence was observed among different MPS types (p=0.004). The prevalence of
flatulence and abdominal distension was significantly higher in the non-ERT group
than in the ERT group (p = 0.04 and 0.03 respectively). Most biochemical tests
performed to work up and/or rule out specific conditions were within normal limits.
Histological analysis of small-bowel tissue from MPS I mice found increased cell
volume indicative of some form of intracellular accumulation. On molecular testing
for lactase deficiency, 58.8% of the patients had the CC genotype, which is consistent
with lactose intolerance. Conclusion: Our results suggest that gastrointestinal
manifestation, are frequent across most MPS type, and ERT plays a role in treating
them. The findings in the bowel histology in analysis in the in the MPS mouse model
are consistent with cellular abnormalities contributing to these manifestations. Further
studies focusing on the gastrointestinal manifestations of MPS are warranted to
corroborate our findings and provide a better understanding of the pathophysiological
mechanisms associated with these symptoms in affected patients.

Keywords: Mucopolysaccharidoses, glycosaminoglycans, lysosomal storage
disorders, gastrointestinal manifestations, enzyme replacement therapy
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Introduction

The mucopolysaccharidoses (MPS) are lysosomal storage disorders (LSDs)
characterized by intralysosomal accumulation of glycosaminoglycans (GAGs),
secondary to deficient activity of an enzyme in the GAG degradation pathway. This
abnormal accumulation of non-degraded or partially degraded GAGs compromises cell
function and leads to a wide range of progressive clinical manifestations that affect
several organs and body systems'.

GAGs are components of the connective tissues, where they are found in
proteoglycans. Proteoglycans are part of the extracellular matrix and play several roles,
such as controlling the flow of water and nutrients into the cell>. GAGs are sulfated
polysaccharides composed of alternating uronic acid (L-iduronic and/or D-glucuronic
acid) and hexosamine (D-galactosamine) residues'. There are 7 types of GAGs, each
with a distinct molecular structure: heparan sulfate, dermatan sulfate, keratan sulfate,
chondroitin I sulfate, chondroitin II sulfate, hyaluronic acid, and heparin.

The MPS are classified by the type of enzyme deficiency (or deficiencies)
involved. Altogether, there are 11 recognized enzyme deficiencies and 7 MPS
subtypes. Depending on the affected enzyme, MPS is classified as: MPS I (a-L-
iduronidase deficiency); MPS II (iduronate-2-sulfatase deficiency); MPS IIIA (heparan
N-sulfatase deficiency); MPS IIIB (a-N-acetylglucosaminidase deficiency); MPS IIIC
(acetyl-CoA:a-glucosamine  acetyltransferase  deficiency); MPS IIID  (N-
acetylglucosamine-6-sulfatase deficiency); MPS IVA (N-acetylgalactosamine-6-
sulfatase deficiency); MPS IVB (B-galactosidase deficiency); MPS VI (N-
acetylgalactosamine-4-sulfatase deficiency); MPS VII (B-glucuronidase deficiency); or
MPS IX (hyaluronidase deficiency)’.

The incidence of MPS ranges from 1.9 to 4.5 per 100,000 live births,
depending on country and region®®,

The clinical manifestations of these conditions are progressive and
predominantly characterized by the presence of coarse facial features, joint
contractures, hepatosplenomegaly, dysostosis multiplex, hearing loss, corneal opacity,
diarrhea, heart disease, chronic obstructive pulmonary disease, sleep apnea, growth
deficits, and, in some forms, mental retardation’.

Treatment of MPS may be specific or symptomatic. Specific treatment seeks to

replace the deficient enzyme, delay disease progression, relieve systemic
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manifestations, and improve patient quality of life. Specific treatment options include
hematopoietic stem cell or bone marrow transplantation, enzyme replacement therapy
(ERT), substrate inhibition therapy, and gene therapy, studies of which have suggested
promising results. Currently, approved ERT options exist for MPS I, II, and VI e now
for MPS IVA (clinical trials in progress). ERT consists of periodic intravenous
administration of the deficient enzyme to the patient”®.

Symptomatic treatment is meant to manage disease complications and should
involve a multidisciplinary team’.

Gastrointestinal manifestations, such as frequent episodes of loose stools and

S0 Intestinal

diarrhea, have been widely observed and reported by patients with MP
lymphangiectasia'® or microbial infections'? may contribute to the development of
gastrointestinal symptoms, but potential pathophysiological mechanisms are still
unclear. Although gastrointestinal symptoms are often overshadowed by severe
neurological phenotypes, they can have a negative impact on the quality of life of
patients and their family members, and are usually underrated as a complaint by
physicians''". Nevertheless, some studies on the correlation between gastrointestinal
symptoms and MPS have been published in the literature'®'*".

Within this context, the present study sought to assess gastrointestinal
manifestations in patients with MPS, on or off ERT, who were followed at the Medical
Genetics Service (a reference center for the diagnosis and management ol LSDs) in
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA), Brazil. In parallel, in order to
look for possible mechanism of disease, we assessed bowel mucosa histology in a

mouse model of MPS and in control normal mice.

Materials and Methods

The study was approved by the HCPA Research Ethics Committee ( study
number 12-0259). All patients and/or their legal guardians provided written informed
consent before any study procedures.

This was a cross-sectional case-series study. Data collection occurred from

August 2012 to May 2013.
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Patients

The study sample included patients with a biochemical and/or molecular
diagnosis of any type of MPS who were seen at SGM/HCPA, regardless of ERT
status. The exclusion criteria were: inability to undergo testing as per the study
protocol; failure to attend MPS clinic visits at SGM/HCPA during the study period;
and refusal by the patient or his/her parents and/or legal guardians to take part in the

study.

Gastrointestinal Symptoms

During their routine SGM/HCPA appointments, patients included in the study
were interviewed for the presence of any gastrointestinal complaints, such as chronic
diarrhea (a decrease in stool consistency for more than 4 weeks, as defined by the
World Health Organization), constipation, flatulence, loose stools, regurgitation,
abdominal pain, and abdominal distension. This interview was conducted by the lead

author of the study at a dedicated office in the SGM/HCPA outpatient MPS clinic.

Biochemical Tests

Biochemical tests were performed at HCPA or outsourced to independent
partner facilities as necessary.

The following biochemical parameters were assessed for the purposes of this
study: quantitative urinary GAG excretion; complete blood count (including
hemoglobin, hematocrit, and mean corpuscular volume [MCV]); albumin; ferritin; IgA
immunoglobulin; anti-transglutaminase IgA immunoglobulin; C-reactive protein
(CRP); erythrocyte sedimentation rate (ESR); fecal alpha-1-antitrypsin (Laboratorio
Balague®, Sao Paulo, Brazil); antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA); anti-
Saccharomyces cerevisiae 1gG antibodies (ASCA) (Kit ASCA Orgentec, Schebo®,
Alka); and fecal pancreatic elastase-1 (E1) (Kit Elastase Pancreatica 1 Fecal; Bioserv

Diagnostics®).

Molecular Testing for Primary Lactase Deficiency
All molecular tests were carried out at the HCPA Gene Therapy Center by a
team of trained and qualified professionals. Presence of the C/T — 13910 and G/A —

22018 mutations was identified by means of existing DNA samples stored at
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SGM/HCPA as part of a previous research project approved by the HCPA Research
Ethics Committee with project number 03-066.

Molecular analysis was carried out by the polymerase chain reaction (PCR)
technique. DNA was extracted with a commercially available kit (Easy-DNATM,
Invitrogen). Amplification reactions (30 cycles, 90 seconds, annealing temperature
56°C) were performed in an Eppendorf personal thermal cycler.

PCR products were examined on 1.5% agarose gel with ethidium bromide
staining. Once amplification of the desired sequence had been confirmed, enzymatic
digestion was performed, using the restriction enzymes BsmFI (New England Biolabs)
for the C/T-13910 mutation and Hhal (Invitrogen) for the G/A-22018 mutation under
the following conditions: 16 pL water, 3 puL buffer, 1 uL restriction enzyme, and 10 pLb
PCR product for 4 hours at 65° C and 37° C respectively.

The result was checked by electrophoresis on a 2% agarose gel to confirm the
presence or absence of the C/T-13910 mutation. Patients were classified as follows: (a)
CC genotype = no lactase persistence (lactose intolerance); or (b) CT or TT genotype

= lactase persistence (lactose tolerance).

Dietary Calcium Intake

Calcium intake was assessed by means of a 24-hour dietary recordatory, which
was administered by a duly trained dietitian, at a dedicated office in the SGM/HCPA
outpatient MPS clinic, and completed by the patient (if aged 12 years or older) or the
patient’s guardian (in patients under the age of 12).

Calculation of dietary calcium intake was performed with the DietWin Pro
2011 software. The recorded values were compared to the Recommended Daily
Allowance (RDA) for calcium at the corresponding age range, as defined by the Food
and Nutrition Board of the Institute of Medicine (National Academies, 2000).

Bowel Mucosa Histology in a Mouse Model of MPS I

Small-bowel specimens obtained from wild type mice and from alpha-L-
iduronidase knockout mice (MPS I mice), aged 8-10 months, were stained with
hematoxylin and eosin (H&E), periodic acid—Schiff (PAS), and Alcian blue and sent
for histological examination. These specimens had been collected for a prior project

(GPPG no. 09-420).
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Specimens were processed at the HCPA Gene Therapy Center. After
euthanasia, small and large intestine samples were collected and fixed in 10%
formalin. The specimens were then dehydrated in a graded ethanol series and
embedded in melted paraffin (temperature, 56—60° C) as long as necessary for
complete impregnation. The resulting paraffin blocks were then cut into slices (mean
thickness, 4 um) for H&E, PAS, and Alcian blue staining as per routine hospital
protocols. All histological analyses were performed under light microscopy (Olympus

BX51 optical microscope) by a duly trained HCPA staff pathologist.

Statistical Analysis

Data were entered into a Microsoft® Excel electronic spreadsheet. Statistical
analyses were conducted in the PASW Statistics 18.0 software environment (SPSS Inc,
Chicago, IL). Categorical variables were expressed as absolute and relative
frequencies and continuous variables as mean + standard deviation or median
(interquartile range). The chi-square test was used to test for association between
categorical variables. Other nonparametric tests were employed as needed to evaluate
potential associations among study variables. Results were considered significant

when p <0.05.

Results

Of the 34 patients undergoing regular follow-up at SGM-HCPA who could
take part in the project, 6 failed to attend their appointed visits during the study period
and one declined to participate. Therefore, 27 patients were included in the study, 15
males (55.6%) and 12 females (44.4%). Not counting the 8 patients with MPS II,
which is an X-linked recessive condition, the gender distribution was 12 males
(63.1%) and 7 females (36.9%). The median age was 12 years (IQR, 1-28 years). The

sample profile is described in Table 1.
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Table 1. Characterization of the sample studied (n=27).

Variable N=27
Age, years — median (IQR) 12 (1 -28)
Sex —n (%)
Male 15 (55,6)
Female 12 (44,4)
MPS type —n (%)
I 6 (22,2)
II 8(29,6)
11 4 (14,9)
v 6 (22,2)
VI 3(1L,1)
ERT —n (%)
Yes 12 (44,4)
I 4(33,3)
II 5(41,7)
VI 3(25,0)
No 15 (55,56)
I 2(13,3)
II 3(20,0)
111 4(26,7)
VI 6(40,00)

MPS, mucopolysaccharidosis; ERT, enzyme replacement therapy.

Font: Matar et al, 2010

Overall, 12 of the 27 patients (44.4%) were on ERT at the time of the study. Of
these 12 patients, 4 had MPS I, 5 had MPS 11, and 3 had MPS VL

Gastrointestinal Symptoms in Patients with MPS

The most prevalent gastrointestinal symptoms reported by the patients were

flatulence, abdominal distension, abdominal pain, and loose stools (Figure 1). The

mean number of gastrointestinal symptoms reported by each patient was 3.44 £ 1.47.
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Flatulence 21 (77.8%)

Abdominal distension 18 (66.7%)

Abdominal pain 15 (55.6%)
Loose stools 14 (51.9%)

Regurgitation

Gastrointestinal Symptoms

Constipation

Chronic diarrhea

0 5 10 15 20 25 30

Number of patients

Figure 1. Gastrointestinal symptoms reported by patients with MPS (n=27).

The association between gastrointestinal symptoms and MPS subtypes is
described in Table 2. There were significant differences in the prevalence of flatulence
across MPS subtypes (p=0.004). As shown in Table 2, the prevalence of this complaint
was lower in patients with MPS VI as compared with the other MPS subtypes. The
remaining gastrointestinal symptoms had no statistically significant differences in
distribution across the different MPS subtypes.

After pooling the 4 most commonly reported symptoms (flatulence, abdominal
pain, abdominal distension, and loose stools), we found a significant difference in the
occurrence of these symptoms between patients with MPS VI and patients with the
other subtypes (p=0.02). The association between gastrointestinal symptoms and
presence or absence of ERT in patients with different MPS subtypes is described in
Table 2. After pooling the 2 most prevalent gastrointestinal complaints (i.e., flatulence
and abdominal distension), a significant reduction in the occurrence of these symptoms
was found among patients who were on ERT as compared with patients who were not
on ERT (p =0.04 and 0.03 respectively).

After pooling the 4 most commonly reported symptoms (flatulence, abdominal
pain, abdominal distension, and loose stools), there was no significant difference in the
occurrence of these symptoms between patients who were on ERT and those who were
not on ERT. Nevertheless, despite the absence of statistical significance, patients who

had all 4 of these symptoms were more likely to be in the non-ERT group. Whereas
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the prevalence of gastrointestinal symptoms was 16.7% in the ERT group, the
prevalence in the non-ERT group was 53%.

Urinary GAG values from all study patients were analyzed and compared
against the reference range for their age group as previously established by the
SGM/HCPA Laboratory for Inborn Errors of Metabolism. As shown in Table 2,
patients with urinary GAG levels within normal limits for age had significantly lower
rates of loose stools as compared with patients whose urinary GAG levels were
abnormal (p=0.016).

None of the patients with GAG levels within normal limits had all 4 of the
most commonly reported gastrointestinal symptoms, whereas 45.5% of those with
abnormal GAG levels had all 4 symptoms simultaneously (p=0.04). This is consistent
with the number of symptoms reported, as patients with normal GAG levels reported a
much smaller number of symptoms (median = 1) than patients with abnormal GAG
levels (median = 4).

Again, despite the absence of a statistically significant difference in this small
sample, it bears stressing that patients with abnormal GAG levels had a threefold

prevalence of abdominal pain as compared to patients with normal GAG levels.

Biochemical Tests

To rule out any non-MPS organic causes that might be implicated in their
gastrointestinal symptoms, all patients in the sample underwent a battery of clinical
chemistry tests. All patients had IgA immunoglobulin, anti-transglutaminase IgA,
CRP, ESR, albumin, ferritin, and ANCA levels within normal limits. Fecal alpha-1-
antitrypsin levels were also normal in all 24 patients in whom they were measured.

ASCA testing was performed in 22 of the 27 patients in the sample. Of these
22, only 2 patients had abnormal results.

Fecal pancreatic elastase-1 levels were measured in 24 of the 27 patients. Of
these 24, one patient (ID Patient #03) had levels consistent with moderate pancreatic

insufficiency; all others had levels consistent with normal pancreatic function.
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Hematocrit, hemoglobin, and MCV values were available and normal for all
patients, other than one patient that had all 3 of these parameters below the reference

range.
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Table 2. Association between gastrointestinal symptoms in patients with MPS and the following variables: MPS subtype, ERT, urinary GAG
levels, CC and CT/TT genotype, and 24-hour dietary recordatory calcium intake.

MPS 1 MPS I MPSIII MPSIV MPSVI On ERT off Normal Abnormal cC CT/TT Ca intake Adequate Ca intake
Symptoms (n=6) (n=8) (n=4) (n=6) (n=3) P (n=12) ERT P urinary urinary P genotype genotype P below RDA Ca intake above p-

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) (n=15) GAGs GAGs (n=10) (n=07) (n=03) (n=08) RDA value

n (%) (n=5) (n=22) n (%) n (%) n (%) n (%) (n=16)
n (%) n (%) n (%)

Flatulence 4(66.7) 8 (100) 3(75.0) 6 (100) 0(0.0) 0.004 7 (58.3) 14(93.3)  0.040 3(60.0) 18 (81.8) 0.303 8(80.0) 6(85,7) 1.000 2 (66.7) 5(62.5) 14( 87.5) 0.294
Abdominal 4(66.7) 5(62.5) 4 (100) 4(66.7) 1(33.3) 0.523 5(41.7) 13(86.7)  0.037 2 (40.0) 16 (72.7) 0.295 09 (90.0) 2(28,5) 0.030 3(100.0) 5(62.5) 10 (62.5) 0.690
Distension
Abdominal Pain 4(66.7) 6(75.0) 2(50.0) 2(33.3) 1(33.3) 0.569 6(50.0) 9 (60.0) 0.707 1(20.0) 14 (63.6) 0.139 10 (100.0) 2(28,5) 0.003 3(100.0) 5(62.5) 7 (43.8) 0.233
Loose Stools 4(66.7)  4(50.0) 2(50.0) 3(50.0) 1(33.3) 0.953 5(41.7) 9 (60.0) 0.449 0(0.0) 14 (63.6) 0.016 8(80.0) 1(28,5) 0.010 1(33.3) 8(100.0) 1(33.3) 0.738
Regurgitation 1(16.7) 0(0.0) 0(0.0) 1(16.7) 0(0.0) 0.724 1(8.3) 1(6.7) 1.000 0(0.0) 2(9.1) 1.000 0(0.0) 1(14,2) 0.410 0(0.0) 0(0.0) 2(12.5) 0.625
Constipation 0(0.0) 1(12.5) 1(25.0) 0(0.0) 0(0.0) 0.620 0(0.0) 2(13.3) 0.487 0(0.0) 2(9.1) 1.000 0(0.0) 0(0,0) 0.430 0(0.0) 0(0.0) 2(12.5) 0.625
Chronic Diarrhea 0(0.0) 1(12.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1.000 1(8.3) 0(0.0) 0.444 0(0.0) 1(4.5) 1.000 0(0.0) 1(14,2) 0.413 1(33.3) 0(0.0) 0(0.0) 0.105
Flatulence or
Loose Stools or
Abdominal 5(83.3) 8 (100) 4 (100) 6 (100) 1(33.3) 0.021 9 (75.0) 15(100)  0.075 4(80.0) 20 (90.9) 0.474 10 (100.0) 06 (85,7) 0.412 3 (100) 6 (75) 15(93.8) 0.481
Distension or
Abdominal Pain
Flatulence +
Loose Stools +
Abdominal 3(50.0) 5(62.5) 2(50.0) 2(33.3) 0(0.0) 0.539 2(16.7) 8(53.0) 0.236 0(0.0) 10 (45.5) 0.042 6 (60.0) 0(0.0) 0.035 1(33.3) 4 (50.0) 3(18.8) 0.274
Distension +
Abdominal Pain
Number of 4(1-5)  4.5(1-5) 424 3.5(1- 1 (1-5) 0.441 4(1-4 4(3-5) 0.271 1(1-3) 4 (4-5) 0.013 4(4-5) 2 (1-4) 0.055 4 (4-5) 4 (1-5) 4 (1-5) 0.232
symptoms — 4)

median (range)
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Genotyping for LCT-13910 C>T Polymorphism

Of the 27 patients included in the study, 17 underwent genotyping for the LCT-13910
CLIT polymorphism to assess lactase persistence. Of these patients, 10 (58.8%) had the CC
genotype (consistent with lactose intolerance); 2 (11.8%) had the TT genotype; and 5 (29.4%)
had the CT genotype (the latter 2 are compatible with lactose tolerance). Analysis of
gastrointestinal symptoms in patients with the CC and CT/TT genotypes is shown in Table 2.

There were significant differences in the prevalence of abdominal distension,
abdominal pain, and loose stools among patients with the CC genotype (consistence with
lactose intolerance) versus patients with the CT or TT genotypes (p = 0.03, 0.003, and 0.010
respectively).

Analysis of the simultaneous occurrence of the 4 most prevalent gastrointestinal
complaints reported by the sample (flatulence, abdominal pain, abdominal distension, and
loose stools) showed a significantly higher occurrence of these symptoms in patients with the
CC genotype as compared with CT/TT patients (p=0.03). No patients with the CT/TT
genotype had all 4 symptoms, whereas 60% of patients with the CC genotype did. This is
consistent with the number of symptoms reported, as patients with the CT/TT genotypes
reported a smaller number of symptoms (median = 2) than patients with the CC genotype
(median = 4), which is indicative of lactose intolerance.

No statistically significant differences were found among patients with the CC

genotype in terms of distribution of the different MPS subtypes.

Dietary Calcium Intake

Mean and median total calcium intake values as determined by the 24-hour dietary
recall administered to all 27 patients were 1,048.00 = 407.02 mg/day and 1,000 (1,000-1,400)
mg/day respectively. Comparison of patient calcium intakes against RDAs for calcium
showed that 16 patients had a calcium intake exceeding the RDA, 8 had an adequate calcium
intake, and only 3 had a calcium intake below the RDA.

The association between calcium intake and occurrence of gastrointestinal symptoms
is shown in Table 2. There were no significant differences among the study variables, as the

aforementioned symptoms were prevalent across the entire sample.
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Bowel Mucosa Histology in a Mouse Model of MPS 1

In the present study, we also assessed the structure of the small-bowel mucosa in a
mouse model of MPS I — a 9-month-old alpha-L-iduronidase knockout mouse — and compared
it to that of a healthy, 8-month-old control mouse.

No abnormalities in small-bowel structure were found on microscopic examination of
the MPS I mouse specimen in addition to those already known to be associated with MPS 1.
These known abnormalities were characterized by intracellular accumulation of material in
the epithelium of the villi of the small intestine, whereas no such changes were observed in
the control mouse (Figure 2). Furthermore, there were fewer goblet cells in the villi of the
MPS mouse specimen than in the healthy mouse specimen.

The small-bowel wall epithelial cell height was measured in the MPS T and control
mice. Mean cell height was significantly higher in the MPS I mice (117.08 = 13.71 mm) than
in the control mice ( 64.42 £ 11.50 mm) (p<0.001, Student’s ¢-test).

Although the difference was not significant, the mean diameter of the lamina propria
in the villi of the small intestine was greater in the MPS I mice (71.54 £ 23.05 mm) than in

the healthy control mice (57.55 = 18.94 mm).

(b)

Figure 2: Small-bowel histology in (a) a normal mouse and (b) an MPS I
mouse. H&E stain, original magnification 400x (Olympus BXS51 optical
microscope)

Discussion

This was the first study to assess gastrointestinal manifestations in Brazilian patients

with different MPS subtypes.
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In the present study, comparative analysis of gastrointestinal symptoms by MPS
subtype showed a significant difference in the prevalence of flatulence across these subtypes.
Patients with MPS VI had a lower prevalence of this symptom than patients with other MPS
types. Furthermore, pooled analysis of the most common symptoms (flatulence, abdominal
pain, abdominal distension, and loose stools) showed a statistically significant difference in
the occurrence of these symptoms among MPS subtypes, with a lower prevalence in MPS VL.
This may be explained by the inclusion of only 3 patients with MPS VI in the sample, and
may thus constitute a limitation that should be taken into account.

Flatulence and abdominal distension were significantly more prevalent among patients
who were not on ERT. Although the difference was not significant, patients who reported all
4 of the most common symptoms simultaneously were overrepresented in the non-ERT group.
Whereas the prevalence of these symptoms was 16.7% among patients on ERT, those not on
ERT reported a prevalence of 53%. This suggests that ERT may have a beneficial effect on
some gastrointestinal symptoms.

The development of treatment strategies such as ERT has changed the natural history
of many MPS types. Although this therapy has limited value in modifying some disease
manifestations, weekly intravenous replacement of the deficient enzyme is associated with

413 ERT can prevent complications and/or delay

sustained, quantifiable benefits for patients
disease progression and improve quality of life. In view of the findings of the present study,
we hypothesize that ERT may also help reduce gastrointestinal symptoms in affected patients.
Nevertheless, further studies with larger sample sizes are required to confirm these findings.

Regarding GAG excretion, patients who had increased urinary GAG levels and were
not on ERT were found to have a higher proportion of gastrointestinal symptoms as compared
with patients who were receiving ERT and had lower urnary GAGs levels. This is consistent
with the previous studies, as one of the benefits of intravenous ERT is a reduction in GAG
levels'®. Therefore, this reduction in GAGs might minimize the occurrence of gastrointestinal
symptoms in MPS patients.

In 2011, Hoffmann et al."” described the clinical course of 3 patients with MPS II and
the potential therapeutic effects of ERT. All patients experienced improvements in
visceromegaly, physical capacity, and gastrointestinal symptoms. All patients reported that
bowel movements had become less bothersome after ERT.

The objective of biochemical assessment was to identify potential causes for the

patients’ gastrointestinal symptoms and gain a better understanding of their etiology. To rule
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out any specific conditions potentially associated with gastrointestinal manifestation, all
patients underwent a thorough workup for other conditions that might present with
gastrointestinal symptoms, such as infections, celiac disease, ulcerative colitis, protein-losing
enteropathy, pancreatic insufficiency, and inflammatory bowel disease, which might mask
symptoms and/or act as confounders.

In the present study, despite frequent occurrence of gastrointestinal manifestations, the
patients did not exhibit any relevant changes in nutritional status. This shows that patients’
complaints were of a functional nature and did not jeopardize their nutritional status. Most
laboratory tests performed to diagnose or rule out specific conditions in our patients were
within normal limits, which suggests that the onset of gastrointestinal symptoms in these
patients may be a result of MPS itself, through other pathophysiological mechanisms.

Histological analysis of small-bowel wall specimens from MPS I mice showed
enlarged cells suggestive of intracellular accumulation of some material. We hypothesize that
this finding corresponds to an accumulation of GAGs — which was difficult to identify on
H&E + AB staining — or is attributable to hydropic degeneration of the cells. This intracellular
buildup could jeopardize absorption of nutrients and other substances, leading to
malabsorption and, consequently, to the development of gastrointestinal symptoms in MPS
patients. Nevertheless, it bears stressing that all patients in our sample were well nourished,
with good nutritional status and normal blood chemistry.

Studies on pathogenic mechanisms and gastrointestinal manifestations in patients with
MPS are scarce. Roberts et al.'® described gastrointestinal morphology and function in a
mouse model of MPS IITA. The weight of the stomach and duodenum were increased in MPS
IITA mice, as was duodenal length. Increased submucosal thickness was observed in the
bowel of MPS IIIA mice as compared with control animals, and intralysosomal acculmulation
of GAGs was seen in the bowel wall and its villi. The authors suggested that the structural
gastrointestinal changes observed in MPS IIIA mice might contribute to the weight gain seen
in this condition.

The GAGs that accumulate abnormally in patients with MPS are not only major
components of the extracellular matrix and surface cells, but are also associated with relevant
cell functions (motility, interaction between extra- and intracellular matrix regulation) and
play a role in the regulation of extracellular signaling pathways'>"'°. Hence, the loss of GAG
degradation ability in patients with MPS leads to elevated levels of these cell constituents,

which, in turn, produce structural changes in the cells and may trigger development of
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gastrointestinal symptoms'®. This hypothesis would justify the fact that most biochemical
tests performed in our patients were within normal limits, suggesting that their gastrointestinal
complaints might be associated with increased cell volume, as observed in small-bowel
samples from a mouse model of MPS. Nevertheless, the potential correlation between
increased GAG levels and development of gastrointestinal symptoms remains unclear, and
further studies are required to elucidate these findings.

On molecular testing for the LCT-13910 CLIT polymorphism, 58.8% of patients were
found to have the CC genotype, which is consistent with lactose intolerance. It bears stressing
that all patients included in the study were of European descent. Mattar et al.*’ conducted a
survey of the prevalence of primary lactase deficiency in Brazil by genetic testing for the
lactase persistence polymorphism. The prevalence was 57% in white subjects, 57% in brown
subjects, and 80% in black subjects — figures consistent with the findings of the present study.

There were no significant differences among patients with the CC genotype in terms
of different MPS subtypes. This was expected and is consistent with the literature, as the
frequency of lactose intolerance usually follows a random distribution among populations®'.

The patients included in the present study reported a wide range of gastrointestinal
symptoms. Factors that may account for this variability include the osmolality and fat content
of sugar-containing foods, gastric emptying, sensitivity to abdominal distension triggered by
the osmotic burden of undigested lactose in the upper small bowel, bowel transit time, and the
colonic response to carbohydrate intake. In general, high-osmolar, high-fat foods slow gastric
emptying and reduce the severity of lactose-associated symptoms 2'22.

Data on dietary calcium intake for this study were obtained by means of a 24-hour
dietary recordatory, which defines the type and quantity of foods and beverages consumed in
the day preceding the interview. Advantages of this method include its rapid administration,
absence of effect on patient dietary habits, low cost, and possibility of administration to
individuals of all age ranges as well as to illiterate subjects™. Nevertheless, Witschi ** notes
possible sources of error that may bias self-reported dietary intake: the respondent’s
perceptions of what he or she eats; the respondent’s memory; effects related to age, sex, and
interview setting; interviewer skill in obtaining information; and willingness of the respondent
to cooperate.

In the present study, a large number of MPS patients had high calcium intake levels.
Taking into account that patients with MPS have enlarged cells in the small bowel due to a

accumulation of GAG, it is essential that health care providers monitor gastrointestinal
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complaints in an attempt to minimize these symptoms. Patients with lactose intolerance and
restricted milk and dairy intake should be assessed for adequacy of dietary calcium intake. If
it is insufficient, supplemental calcium (and vitamin D, if necessary) should be provided®.
Gastrointestinal manifestations have been reported in other LSDs®®, but are often
overshadowed by severe neurological phenotypes. We believe that further studies focusing on
the gastrointestinal manifestations of MPS are warranted, both to corroborate our findings and
to provide a better understanding of the pathophysiological mechanisms involved in the
symptoms reported by these patients. We also believe that a specific protocol or algorithm for
assessment and monitoring of gastrointestinal symptoms in patients with MPS should be
developed. Such a standardized instrument would certainly contribute to a significant

improvement in the quality of life of these patients and their family members.
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Resumo

Introducio: As Mucopolissacaridoses (MPS) sdo doencas lisossomicas caracterizadas pela
deficiéncia de enzimas lisossomicas na degradagdo dos glicoaminoglicanos. O acumulo
anormal dessa molécula compromete a fungdo celular e organica, levando a um espectro de
manifestagdes clinicas, de carater multisistémico e progressivo. Apesar de ndo ser uma
doenca para a qual um tratamento dietético modifica o desfecho, ¢ uma condi¢do na qual os
pacientes se beneficiam de acompanhamento nutricional. Objetivo: Avaliar o estado
nutricional dos pacientes com MPS atendidos num servico especializado, por meio da
avaliagdo da composicao corporal através da Bioimpedancia Elétrica (BIA). Métodos: Estudo
transversal com amostragem de conveniéncia. Os critérios de inclusdao foram: diagnostico
confirmado de MPS, idade igual ou superior a 10 anos e presenca de condi¢cdes adequadas
para a realizagdo dos exames. Os sujeitos foram avaliados por meio de antropometria e
pardmetros de composi¢do corporal fornecidos pela BIA. Resultados: Foram incluidos 13
pacientes, sendo 7 (53,8%) do sexo feminino e 6 (46,2%) do sexo masculino, com mediana de
idade de 22 (12-28) e 15 (10-19) anos, respectivamente. Em relacdo ao estado nutricional, 5
(38,4%) eram eutroficos, 4 (30,8%) apresentaram sobrepeso e 4 (30,8%) obesidade. Nao
houve diferenga estatistica no percentual de massa magra (MM) e massa gorda (MG) quando
comparados aos diferentes tipos de MPS. Entretanto, observou-se que os pacientes com MPS
IVA apresentaram uma tendéncia maior no %MG em relagdo aos demais tipos de MPS
estudadas. Conclusio: Pacientes que estavam em Terapia de Reposicao Enzimatica (TRE)
apresentaram um percentual de MG estatisticamente menor em comparagdo ao grupo sem
TRE, sugerindo um possivel efeito do tratamento no acumulo de gordura corporal.
Acreditamos ser de grande relevancia o acompanhamento nutricional no manejo dos pacientes
com MPS, visando a adequag@o dos parametros nutricionais. Estudos adicionais com amostras
maiores sao necessarios para confirmar as tendéncias observadas neste estudo.

Palavras-chave: Doengas Lisossdmica, Mucopolissacaridoses, Bioimpedancia, Gordura
Corporal, Terapia Reposicao Enzimatica
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Introduciao

As Mucopolissacaridoses (MPS) sao um grupo de Doencas Lisossomicas de Depdsitos
(DLDs) caracterizadas pelo acumulo intralisossomico de glicosaminoglicanos (GAGs),
secundario a deficiéncia na atividade de uma enzima lisossdmica envolvida na degradagao
dessas moléculas. O acumulo dos GAGs ndo degradados ou parcialmente degradados
compromete a funcdo celular e organica, levando a um grande numero de manifestacdes
clinicas, as quais sdo progressivas e afetam multiplos 6rgdos e sistemas. Esses substratos sao
excretados em quantidades aumentadas na urina (1,2).

As MPS sao classificadas em onze condigdes de acordo com a deficiéncia enzimatica
envolvida. De acordo com a enzima deficiente, as MPS sdo classificadas em: MPS 1
(Deficiéncia de a-L-iduronidase); MPS II (Deficiéncia de Iduronato-2-sulfatase); MPS IIIA
(Deficiéncia de Heparan N-sulfatase); MPS 1IIB (Deficiéncia de o -N-acetil-
glicosaminidase); MPS IIIC (Deficiéncia de Acetil-Coa- a -glicosamina-acetiltransferase);
MPS MID (Deficiéncia de N-acetil-glicosamina-6- sulfatase); MPS IVA (Deficiéncia de N-
acetil-galactosamina-6-sulfatase); MPS IVB (Deficiéncia de B-galactosidase); MPS VI
(Deficiéncia de N-acetil-galactosamina-4-sulfatase); MPS VII (Deficiéncia de B-
glicuronidase) e MPS IX (deficiéncia de Hialuronidase) (3).

As MPS sdo doengas raras, apresentando incidéncia estimada de 1,9 a 4,5:100,000 em
recém-nascidos vivos (4-6), de acordo com estudos realizados em diferentes paises.

Os quadros clinicos das MPS sdo cronicos e progressivos. As manifestagdes clinicas
dessa doenga sdo caracterizadas pela presenca de: face grosseira, contraturas articulares,
hepatoesplenomegalia, disostose multipla, surdez, opacificacio de cornea, diarréia,
cardiopatia, doenga pulmonar obstrutiva cronica, apnéia do sono, défict de crescimento e

retardo mental (1).
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O tratamento da MPS pode ser especifico ou sintomatico. O tratamento especifico
busca substituir a enzima deficiente, retardar a progressao da doenga, melhorar anormalidades
sistematicas e proporcionar maior qualidade de vida aos pacientes. Dentre os tratamentos
atuais e potenciais, podemos citar o transplante de células hematopoiéticas/transplante de
medula 6ssea, a terapia de reposicao enzimatica (TRE), terapia de inibicdo de sintese de
substrato, além de terapia gé€nica, os quais estudos t€ém apontado resultados promissores.
Atualmente, j4 ha TRE aprovada para as MPS I, II e VI. Essa terapia consiste na
administracao periddica, por via venosa, da enzima especifica deficiente no paciente. Esse
tratamento vem proporcionando bons resultados em relagdo aos aspectos clinicos e a
qualidade de vida. (7,8). O tratamento sintomatico ¢ dirigido ao manejo das complicagdes da
doenca e envolve uma equipe multidisciplinar, composta por médicos pediatras,
neurologistas, cardiologistas, fisiatras, pneumologistas entre outros, assim como por
profissionais da area de reabilitacdo como fisioterapeuta, fonoaudidlogos, psicologos,
nutricionistas e dentistas. Esses tratamentos visam a melhora dos sintomas clinicos, a
manuten¢do das fungdes existentes e a orientagdo dos pacientes e de seus familiares. (9).

A nutri¢do tem um papel importante dentro do plano de tratamento das MPS. Apesar
de ndo ser uma doenga para a qual um tratamento dietético modifica o desfecho, ¢ necessario
um acompanhamento nutricional desses pacientes, uma vez que observagoes isoladas e nao
sistematicas indicam uma maior propensdo de ganho de peso em proporcdo a estatura
(usualmente diminuida), sendo sugerido que a introdu¢do de TRE pode ter relagdo com
alteracdo no peso nos pacientes. Um estado nutricional adequado ¢ importante para o
individuo, ndo s6 para a qualidade de vida como também para as suas relacdes inter e intra-
pessoais. Apesar disso, ndo existem na literatura estudos relativos a avaliacdo nutricional da

composicao corporal em pacientes com Mucopolissacaridoses.
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A composigdo corporal pode ser avaliada por métodos simples como a antropometria
(peso e altura), ou por medi¢des mais sofisticadas como a Bioimpedancia Elétrica (BIA) (10).

A andlise por Bioimpedancia Elétrica ¢ uma ferramenta que t€ém sido cada vez mais
utilizada para avaliar o estado nutricional. Esta técnica incorpora tanto a avaliagdo funcional
quanto morfologica, tendo um medidor portatil sido desenvolvido durante as ultimas décadas
(11).

O uso da BIA tem demonstrado eficiéncia na aferi¢do de compartimentos corporais
em diversas situagdes clinicas como desnutri¢do, trauma, pré e pos operatorio, doengas
hepaticas, insuficiéncia renal, gestagdo, criangas, atletas, dentre outros. Porém, a composicao
corporal sempre deve ser analisada e interpretada conforme grupo especifico (12).

A BIA tem provado ser um método barato, seguro e nao-invasivo para avaliacdo da
composi¢ao corporal na pratica clinica, e tem atraido ateng¢ao nos ultimos 20 anos. A BIA ¢
um exame de alta precisdo, proporcionando uma medida direta da impedancia corporal
através da resisténcia, reactancia e angulo de fase do paciente. Essa avaliagdo estima diversos
pardmetros da composi¢do corporal como massa gorda, massa magra, massa intra e
extracelular, relacdo entre massa intra e extracelular, 4gua corporal total, dgua intra e
extracelular, indice de massa corporal (IMC) e taxa de metabolismo basal (TMB) (13).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi de analisar o estado nutricional
dos pacientes com mucopolissacaridoses atendidos no Servico de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (AM-SGM/HCPA) por meio da avaliagdo da

composicao corporal através da Bioimpedancia Elétrica.

Material e métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (ntimero

12-0259). Todos os pacientes e/ou seus responsaveis assinaram o termo de consentimento
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livre e esclarecido (TCLE). Este trabalho ¢ um estudo transversal envolvendo uma série de

casos. A coleta de dados ocorreu de agosto de 2012 a maio de 2013.

Pacientes

Foram incluidos no estudo pacientes com Mucopolissacaridoses com idade > 10 anos
e que possuiam condicdes adequadas para realizagdo do exame. Os critérios de exclusao
foram: pacientes gravidas, portadores de marcapasso, pacientes com idade < 09 anos,
pacientes com impossibilidade de realizar o exame de Bioimpedancia (paciente inquieto e/ou

agitado), paciente que nao compareceu ao ambulatério no periodo de coleta de dados assim

como a nao concordancia do paciente, pais e/ou representantes legais em participar do estudo.

Antropometria

Os dados antropométricos foram aferidos em um tnico momento durante o estudo. O
peso foi obtido através da balanga eletronica digital marca Toledo®, com capacidade maxima
de 200Kg e sensibilidade de 100g. Os pacientes foram pesados com o minimo de roupa
possivel, com os pés descalcos e unidos no centro da balanga, eretos € com os bracos
estendidos ao longo do corpo. A altura dos pacientes foi realizada através de estadidmetro
fixado na parede com comprimento de 2m e escala de 0,1 cm. Para aferir a altura os pacientes
foram posicionados de costas para o estadidmetro, descalgos, sem aderecos na cabega, com 0s
pés unidos e bragos estendidos ao longo do corpo, eretos e com olhar para o horizonte. As
técnicas para aferi¢do de altura e peso sdo preconizadas por Jelliffe (14).

Para a avaliagdo dos dados antropométricos de pacientes menores de 19 anos foi
utilizado o Sofware WHO Anthro Plus® versao 1.0.4 de 2009, determinando os percentis para
o indicador de IMC por idade (IMC/I); e para os pacientes maiores de 19 anos foi calculado o

IMC com massa corporal expressa em quilogramas e a estatura em metros quadrados. Os
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valores encontrados de tais dados foram classificados de acordo com o preconizado pela
WHO (2007) (15) e WHO (1995) (16), respectivamente.

Essas medidas foram aferidas no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (CPC/HCPA) por um Unico observador, nesse caso, a nutricionista e também

autora do trabalho.

Bioimpedancia Elétrica (BIA)

Para avaliar a composicdo corporal dos pacientes, foi utilizado o aparelho de
Bioimpedancia Biodynamics Modelo 450, marca registrada da Biodynamics Corporation®
nos Estados Unidos. A precisao do mesmo ¢ de 0,1% na Resisténcia, 0,2% na Reactancia e
0,2% no angulo de fase. O aparelho emite uma corrente elétrica subliminar de baixa
intensidade (80 mA — 50 kHz), atendendo as exigéncias da Association for Advancement of
Medical Instrumentation (ES-1988).

Para se obter uma boa precisdo no teste, os pacientes foram instruidos da seguinte
forma:1. Evitar consumo de alcool, cafeina (café, cha, chocolate) 24h antes do teste; 2. Nao
realizar atividade fisica intensa 24 horas antes do teste; 3. Estar de jejum de 4 horas; 4. Retirar
metais (brinco, colar, anel, pulseira, piercing e adornos em geral); 5. Suspender medicacao
diurética 24 horas antes do teste, exceto no caso de individuos hipertensos, que devem estar
sob rigoroso controle médico; 6. Urinar pelo menos 30 minutos antes da realizagdo do teste.

A BIA foi realizada no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre pela autora do trabalho. As medidas para esse teste foram aferidas uma tinica vez com
o paciente deitado, em decubito dorsal, posicdo confortavel e relaxado. Os bragos foram
afastados do tronco em um angulo de 30°, e as pernas foram afastadas entre si, formando um
angulo de aproximadamente 45°, segundo orientacdes do fabricante. De acordo com a

descricao internacional da técnica, os 04 eletrodos foram posicionados sobre a pele
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desinfetada e seca, em locais previamente padronizados: Pé Direito: O eletrodo distal na base
do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulagdo do tornozelo,
entre os maléolos medial e lateral; Mao direita: O eletrodo distal na base do dedo médio ¢ o
eletrodo proximal um pouco acima da linha da articulacdo do punho, coincidindo com o
processo estiloide. Procedeu-se entdo a realizagdo do exame e o aparelho ja fornecia o
percentual de gordura diretamente.

Esse método baseia-se na conducdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade
através do corpo. A impedancia ou resisténcia ao fluxo da corrente elétrica ¢ medida pela
bioimpedancia elétrica. Como a impedancia varia de acordo com o tecido que estd sendo
mensurado e, sendo a massa magra um bom condutor de energia (baixa resisténcia a corrente)
por possuir alta concentracdo de agua e eletrolitos e a massa gorda um mal condutor de
energia (alta resisténcia a corrente), pode-se dizer que a impedancia ¢ diretamente
proporcional ao percentual de gordura corporal.

Tomou-se como parametro o percentual de MG fornecido pelo aparelho, através de
equacdes ja programadas pelo fabricante no proprio instrumento.

Como ndo ha valores referenciais para o percentual de gordura em pacientes com
mucopolissacaridoses, esses valores serdo descritivos e serdo feitas consideracdes e analises
de cunho nutricional para interpretagdo dos resultados. Quando ndo existem valores de
referéncia para uma populagdo especifica, a comparacdo com padrdes alheios impde
limitagdes que se prendem com diferengas relativas a fatores nutricionais e ambientais

(17,18).

Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada através do Programa Statistical Package for Social

Sciences, versao 18.0 (SPSS® Inc, Chicago, IL). As variaveis categoricas foram apresentadas
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como frequéncias e percentuais e as variaveis continuas como média = desvio padrao e
mediana com intervalos interquartis. Testes ndo paramétricos foram aplicados para a
comparagdo entre as varidveis (medianas). O Teste de Mann-Whitney foi utilizado para
comprar os percentuais de massa magra ¢ massa gorda em relacdo aos grupos com e sem
Terapia de Reposicado Enzimatica.; e o Teste Kruskal-Wallin foi utilizado para comparar os

percentuais de massa magra e massa gorda em relagdo ao estado nutricional dos pacientes. O

nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados

Dos vinte e sete pacientes com MPS em seguimento no Servigo de Genética Médica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 13 foram incluidos durante o periodo de realizacao
do estudo (Figura 1), sendo 7 (53, 8%) do sexo feminino e 6 (46,2%) do sexo masculino. A
mediana (intervalo interquartil) de idade dos pacientes do sexo feminino e masculino foi de
22 (12 -28) e 15 (10 -19) anos, respectivamente. A caracterizagdo da amostra estd descrita na

Tabela 1.

Total de pacientes com MPS do SGM/HCPA incluidos no estudo n = 27

SN

N&o preencheram critérios de inclusdo Preencheram critérios de
incluséo
MPS | n=03
MPS Il n=06 n=14 MPS | n=03
MPS IIl n=04 MPS Il n=02 n=13
MPS IVA n=01 MPS IVA n=05
MPS VI n=03

v

|

’

X

Apresentaram critério
exclusdo
(paciente < 5 anos)
MPS | n=02
MPS Il n=02
MPS IVA n=01

n=05

Apresentaram critério excluséo
(impossibilidade de realizar
BIA
paciente agitado e/ou inquieto)
MPS | n=01
MPS Il n=03
MPS Il n=04

n=08

Apresentaram critério
exclusdo
(ndo compareceu no periodo
de coleta de dados)

MPS Il n=01 n=01

Os 13 paciente concordaram em
participar do estudo e realizaram o
exame de Bioimpedancia.

Figura 1. Algoritmo da sele¢do da amostra do presente estudo
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Tabela 1. Caracterizacao da amostra estudada (n=13)

Variaveis N=13
Idade (anos) — mediana (I1Q) 18 (10 —28)
M 15(10-19)
F 22(12 —28)
Sexo — n(%)

M 6 (46,2)

F 7 (53,8)
Tipo MPS — n(%)

I (Scheie) 3(23,1)

IT (ndo neuronopata) 2 (15,3)

IV (Tipo A) 5(38,5)

VI 3(23,1)
TRE — n(%)

Sim 8(61,5)

Nao 5(38,5)

*Sexo: F:Feminino; M: Masculino; MPS: Mucopolissacaridose; TRE:
Terapia de Reposicao Enzimatica

Os dados das variaveis coletados no presente estudo estdo ilustrados na Tabela 2, em
termos de médiatDP, mediana e valor maximo e valor minimo. As variaveis estudadas ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparadas entre o sexo
masculino e feminino. Na amostra estudada, as meninas apresentaram %MG médio de 26,7
(14,9-34,7) e os meninos de 21,5 (12,6-28.5).

Em relagdo ao estado nutricional da amostra estudada, 38,4% (5/13) foram
classificados como eutrdficos, 30,8% (4/13) apresentaram sobrepeso e 30,8% (4/13)
apresentaram obesidade. A classificacdo do estado nutricional e os valores de percentual de
MM e MG nos diferentes tipos de MPS estao descritos na Tabela 3. Os percentuais de MM e
MG segundo classificagdao do tipo de MPS foram analisados, no entanto, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Observa-se que os pacientes com MPS I (Scheie) e MPS VI
apresentaram a menor porcentagem de MG, com valores médios de 154 e 17,8,
respectivamente. Os pacientes com MPS IVA apresentaram o maior percentual de MG

(28,5%) em comparagdo com os demais tipos de MPS.
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Tabela 2. Caracterizagdo antropométrica € composi¢do corporal, dividida por sexo, de

pacientes com Mucopolissacaridoses

MediatDP Mediana (Min-Max)
Variaveis Masc. Fem. Masc. Fem. P
n=6 n=7 n=6 n=7

Idade (anos) 15+3,3 21£5,9 15(10-19) 22 (12-28) 0,092
Peso (Kg) 36127 35,5£19,6 33,8 (25-58) 31 (2-78) 0,775
Estatura (cm) 119+18.4 123,9+23.,6 113 (105 —154) 116 (100 -157) 0,830
IMC (Kg/m?) 25,6+5,6 23,4447 25,6 (17,8-31,8) 22,6 (18,1-31,6) 0,475
%MM 78,246,3 72,2+11,7 78,4 (71,5-87,4) 68,1 (55,3-85,1) 0,313
%MG 21,7+6,3 25,2487 21,5 (12,6-28,5) 26,7 (14,9-34,7) 0,474
%Agua PCT 54,9445 54,9+8,0 56,5 (49,4-60) 55,8 (47,1-70,5) 0,391
%Agua MM 70,9432 72,2425 70,9 (66,3-74,2) 73,7 (68-74,1) 0,830

Masc.:Masculino; Fem.:Feminino; IMC:Indice de massa corporal; %MM: Percentual de massa
magra; %MG: percentual de massa gorda; PCT: Peso corporal total; MM: Massa magra.

Tabela 3. Classificagdo do Estado Nutricional e Percentual de massa magra e massa gorda nos
diferentes tipos de Mucopolisacaridoses

MPS 1 (Scheie)
(n=3)

MPS II (NN)
(n=2)

MPS IV (Tipo A)
(n=5)

MPS VI P
(n=3)

%MM 84,6 (66,3 —-85,1) 78,4(76,4-80,5) 68,1(553-71,5) 82,2(81,5-87,4) 0.877
%MG 15,4 (14,9-33,7) 21,5(19,5-23,6) 28,5(26,7-34,7) 17,8(12,6-18,5) 0.765
Eutréfico n (%) 2 (67) 1 (50) 1(20) 1(33,3) -
Sobrepeso n (%) - 1 (50) 2 (40) 1(33,3) -
Obesidade n (%) 1(33) - 2 (40) 1(33.3) -

Percentual de MM e MG expresso em Mediana (min-max); %MM: Percentual de massa magra; %MG:
Percentual de massa gorda; MPS: Mucopolissacaridose; *NN: ndo-neuronopata;

Ao analisarmos o percentual de MM e MG daqueles pacientes que recebiam TRE em
relagdo aqueles pacientes que ndo foram submetidos a esse tratamento, observamos que os
pacientes que estavam em TRE possuiam um percentual de MG estatisticamente menor em
comparac¢do ao grupo sem TRE (p=0,01) (Figura 2). As medianas do %MG dos pacientes
com e sem TRE foram 18,1 (12,6 — 33,7) e 28,5 (26,7 — 34,7), respectivamente.

Nao houve diferenca estatistica entre os pacientes com e sem TRE em comparacdo a

classificagdo do estado nutricional dos mesmos.
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90 + 818"
80 -
70 A
60 -
50 -
40 +
30 -
20 -
10 -

68,1

| %MM
o%MG

28,5
18,1

Sem TRE Com TRE
Terapiade Reposigdo Enzimética (TRE)

Figura 2. Percentual de massa magra e massa gorda
em pacientes com Mucopolissacaridose com e sem
tratamento de reposi¢cdo enzimatica (TRE); %MM:
Percentual de massa magra; %MG:Percentual de
massa gorda; *Teste de Mann-Whitney, p<0,05.

Discussao

Este ¢ o primeiro estudo realizado em pacientes brasileiros com Mucopolissacaridoses,
para analisar e avaliar a composi¢cdo corporal/estado nutricional. Os critérios de inclusdo
utilizados visaram a selecionar os pacientes mais colaborativos (por isso a adogdo do ponto de
corte de 10 anos para idade), uma vez que o uso da Bioimpedancia Elétrica tem sido
questionado na infancia devido a fatores que se relacionam com a metodologia e exatidao dos
resultados obtidos (17,19). Existem varias defini¢des de infancia. Neste trabalho considera-se
que a infancia é o periodo de vida compreendido entre o nascimento até a adolescéncia,
periodo que se inicia aos 10 anos, segundo a Organizacdo Mundial de Saude.

A avaliacdo antropométrica ¢ comumente usada para indicar adiposidade em estudos
epidemioldgicos, entretanto a BIA proporciona uma medida simples, precisa e rapida da
composi¢ao corporal (20). Contudo, ndo existem na literatura, estudos relativos a avaliacao

nutricional da composi¢do corporal em pacientes com Mucopolissacaridoses.
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No presente estudo foi observado que 61,6% dos pacientes apresentavam excesso de
peso (sobrepeso e obesidade). Como ja era esperado, pacientes com excesso de peso possuiam
maior percentual de MG e menor de MG do que pacientes eutroficos.

A literatura demonstra que devido as manifestagdes clinicas dos pacientes com MPS, ¢
comum o aumento de alguns 6rgaos, como coracao, figado e baco em portadores de MPS (21-
23). Assim sendo, uma hipotese levantada ¢ que tal aspecto possa contribuir com o excesso de
peso na populacao estudada. Além disso, o grave déficit de crescimento apresentado por esses
individuos provavelmente colaborou para esse achado, sugerindo uma possivel explicagao
para a elevada frequéncia de sobrepeso e obesidade desses individuos. E importante ressaltar
que esse achado vai de encontro ao que hoje ¢ visto no Brasil e em todo o mundo, o processo
de transi¢ao nutricional, com aumento na incidéncia de sobrepeso e obesidade, o que reforca a
hipotese da influéncia da doenga de base sobre a deplecao do estado nutricional (24).

Roberts e colaboradores (25) descreveram a morfologia gastrointestinal e suas funcdes
em um modelo de camundongo com MPS IIIA. O peso do estdmago e do duodeno
aumentram em camundongos com MPS IIIA e o comprimento do duodeno também
aumentou. O aumento da espessura da submucossa foi observado no intestino de
camundongos com MPS IITA comparados com camundongos normais € 0 acimuo lissossomal
de GAGs foi observado nessa regido e em suas vilosidades. O autor sugeriu que as alteragdes
observadas na estrutura do trato gastrointestinal em camundongos com MPS IIIA poderiam
contribuir para o ganho de peso nessa condigao.

Estudos apontam que pacientes com MPS apresentam alta prevaléncia de excesso de
peso (26). Pinto e colaboradores (3) avaliaram prospectivamente, durante um periodo de 12
meses, sete pacientes brasileiros, portadores de MPS II provenientes do Servigo de Genética

Meédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e encontraram resultados semelhantes ao
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nosso. Apos um ano de investigacdo, 100% dos pacientes foram classificados com excesso de
peso ou obesidade.

Nao houve diferenga estatistica no percentual de massa magra e massa gorda quando
comparados aos diferentes tipos de MPS. Entretanto, observa-se que pacientes com MPS IVA
apresentaram uma tendéncia maior no %MG em relagdo aos demais tipos de MPS estudadas.
Uma possivel explicagdo para esse achado seria que esses pacientes possuem deformidades
Osseas graves que podem levar a maiores dificuldades em sua mobilidade articular e
capacidade fisica, sugerindo uma maior tendéncia de acumulo de gordura corporal nesses
individuos.

Um achado importante do nosso estudo foi que pacientes que estavam em TRE
apresentaram um percentual de MG estatisticamente menor em comparagdo ao grupo sem
TRE, sugerindo um possivel beneficio do tratamento no acumulo de gordura corporal.

O desenvolvimento de estratégias terap€uticas, como por exemplo, a TRE, tem
mudado a historia natural de muitos tipos de MPS. Embora esta terapia ndo forne¢ca uma cura
completa, a administragdo semanal intravenosa da enzima tem demonstrado beneficios
mensuraveis e sustentdveis para os pacientes afetados (27,28). Esse tratamento pode prevenir
complicacdes e/ou reduzir a progressao da doenga e melhorar a qualidade de vida (8). Diante
do observado nesse estudo, podemos levantar a hipotese que esse tratamento pode também
auxiliar na reducdo do percentual de massa gorda em pacientes afetados. Essa possivel relacao
pode estar associada a melhora da mobilidade articular e capacidade fisica e respiratoria, ja
observada em estudos que incluiram o teste de caminhada de 6 minutos (8,29,30). Conduto,
mais estudos devem ser realizados para comprovar esses achados.

Na amostra estudada, as meninas apresentaram %MG mediano de 26,7 (14,9 - 34,7) e
os meninos de 21,5 (12,6 - 28,5). Segundo Lohman (31), a média de percentual de gordura

em individuos saudaveis varia de 16 a 24 para meninos e 24 a 31 para meninas, indicando que
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a nossa amostra estaria dentro da faixa da normalidade para essa variavel. Levando em
consideragdo que esses pacientes possuem manifestagdes clinicas graves, com decorrentes
alteragdes morfométricas em seus oOrgdos vitais, se enquadrando assim em uma populagdo
especifica, ¢ duvidoso compara-los com uma populagao saudavel.

Quando ndo existem valores de referéncia para uma populacdo especifica, a
comparagdo com padrdes universais impde limitagdes, com diferencas relativas a fatores
nutricionais e¢ ambientais (17). Assim sendo, acreditamos ser de grande relevancia um
acompanhamento nutricional em pacientes com Mucopolissacaridoses visando adequacao de
parametros nutricionais, com producao de indicadores adequados e curvas de crescimento
especificas para essa populacdo, o que pode gerar uma repercussdao positiva nos aspectos
clinicos gerais desses individuos, como melhora da mobilidade articular, capacidade fisica,
sintomas gastrointestinais dentre outros. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para
melhor compreender e avaliar o estado nutricional desses individuos. A ampliacdo do
tamanho da amostra poderia gerar mais dados com significancia estatistica, refor¢ando a

importancia da Nutri¢cdo nos pacientes aferidos.
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Abstract

Background: Mucopolysaccharidoses (MPS) are lysosomal disorders characterized by the
deficiency in lysosomal enzymes in the degradation of glycosaminoglycans. Abnormal
accumulation of this molecule compromises cellular and organic function, leading to a
spectrum of clinical manifestations, both multisystem and progressive. Despite not being a
disease for which a dietary treatment will modify the outcome, it is a condition in which
patients benefit from nutritional monitoring. Objective: To evaluate the nutritional status of
patients with MPS seen in a specialized outpatient, by means of body composition assessment
by bioelectrical impedance (BIA). Desing: A cross-sectional study with a convenience
sampling. Inclusion criteria were confirmed diagnosis of MPS, patient with > 10 years of age
and the presence of conditions appropriate for the performance for the exams. Subjects were
evaluated by means of anthropometrics and body composition parameters provided by BIA.
Results: thirteen patients were enrolled, seven (53.8%) females and six (46.2%) males, with a
median age of 22 (12-28) and 15 (10-19) years, respectively. Regarding to nutritional status,
five (38.4%) were eutrophic, four (30.8%) were overweight, and four (30.8%) were obese.
There was no statistical difference in the percentage of fat-free-mass (FFM) and fat mass
(FM) when compared to different types of MPS. However, it was noted that patients with
MPS IVA presented with a greater tendency in %FM in relation to the other MPS types
studied. Patients receaving enzyme replacement therapy (ERT) showed a %FM statistically
lower compared to the group without ERT, suggesting a possible treatment effect on body fat
accumulation. Conclusion: We believe is very relevant in nutritional monitoring management
of patients with MPS, aiming to adapt the nutritional parameters. Additional studies with
larger samples should be conducted in an attempt to confirm this hypothesis.

Key words: Lysosomal Disorders, Mucopolysaccharidoses, Bioelectrical Impedance, Body
Fat, Enzyme Replacement Therapy
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Introduction

Mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of Lysosomal Storage Disorders (LSDs)
characterized by the intralysosomal accumulation of glycosaminoglycans (GAGs) secondary
to the deficiency in activity of a lysosomal enzyme involved in the degradation of these
molecules. The accumulation of non-degredated or partially degredated GAGs compromises
cellular and organic function, leading to many clinical manifestations that are progressive and
affect multiple organs and systems. These substrates are excreted in increased quantities in the
urine (1,2).

MPS are classified in eleven conditions according to the enzyme deficiency involved.
According to the deficient enzyme, MPS are classified as MPS 1 (Deficiency of a-L-
iduronidase); MPS II (Deficiency of Iduronate-2-sulfatase); MPS IIIA (Deficiency of Heparan
N-sulfatase); MPS IIIB (Deficiency of a-N-acetyl- glucosaminidase); MPS IIIC (Deficiency
of Acetyl-CoA-a-glucosamine-acetyltransferase); MPS IIID (Deficiency of N-acetyl-
glucosamine-6-sulfatase); MPS IVA (Deficiency of N-acetyl-galactosamine-6-sulfatase);
MPS IVB (Deficiency of B-galactosidase); MPS VI (Deficiency of N-acetyl-galactosamine-4-
sulfatase); MPS VII (Deficiency of B-glucuronidase); and MPS IX (Deficiency of
Hyaluronidase) (3).

MPS are rare disorders, with an estimated incidence of 1.9 to 4.5:100,000 in liveborns
(4-6), according to studies performed in various countries.

Clinical presentation of MPS is chronic and progressive. Clinical manifestations of
these diseases include the presence of coarse face, joint contractures, hepatosplenomegaly,
multiple dysostosis, hearing loss, corneal opacity, diarrhea, cardiomyopathy, chronic
obstructive pulmonary disease, sleep apnea, growth deficit, and mental retardation (1).

MPS treatment may be specific or symptomatic. Specific treatment seeks to substitute

the deficient enzyme, retarding progression of the disease, improving systemic abnormalities
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and patient’s quality of life. Among current and potential treatments are bone
marrow/Hematopoietic Stem Cell Transplantation, enzyme replacement therapy (ERT),
substrate reduction therapy, besides gene therapy, for which studies have shown promising
results. ERT is already approved for MPS I, II, and VI. This treatment consists of periodic
intravenous administration of the specific enzyme that is deficient in the patient. This
treatment has been providing good results as to clinical aspects and quality of life (7,8).
Symptomatic treatment is directed towards the management of complications of the disease
and involves a multidisciplinary team, composed by pediatrician, neurologist, cardiologist,
physiatrist, and pneumologist physicians, among others, as well as professionals in
rehabilitation such as physical therapists, speech therapists, psychologists, dieticians, and
dentists. These treatments aim to improve clinical symptoms and maintain existing functions.
To provide counseling to patients and their family members is also important (9).

Nutrition plays an important role in the treatment of MPS. Despite not being a disease
for which a dietary treatment modifies the outcome, nutritional monitoring of these patients is
necessary, since isolated and nonsystematic observations indicate a greater propensity towards
weight gain in proportion to stature (usually diminished), leading to the suggestion that the
introduction of ERT may be related to weight changes in patients. An adequate nutritional
status is important for the individual, not only for quality of life but also for his/her inter- and
intra-personal relations. Even so, there are no studies in literature relative to the nutritional
evaluation of body composition in patients with Mucopolysaccharidoses.

Body composition may be evaluated by simple methods such as anthropometry
(weight and height), or by more sophisticated measurements such as bioelectrical impedance

(BIA) (10).



141

Bioelectrical Impedance analysis is a tool increasingly used to evaluate nutritional
status. This technique incorporates both functional and morphological evaluations, with a
portable devia developed over the last decades (11).

The use of BIA has demonstrated efficiency in the assessment of body compartments
in various clinical situations such as malnutrition, trauma, pre- and postoperative periods,
hepatic disease, renal insufficiency, gestation and etc. It could be used in children, and
athletes, among others. Nevertheless, body composition should always be analyzed and
interpreted according to the specific group (12).

BIA has proved to be a cheap, safe, and noninvasive method for evaluation of body
composition in clinical practice, and has attracted attention over the last 20 years. BIA is a
high precision test, which affords a direct measurement of body impedance through
resistance, reactance, and phase angle of the patient. This evaluation estimates various
parameters of body composition such as fat mass, fat free mass, intra- and extracellular mass,
relation between intra- and extracellular mass, total body water, intra- and extracellular water,
body mass index (BMI), and basal metabolic rate (BMR) (13).

The objective of the present study was to analyze the nutritional status of patients with
mucopolysaccharidoses treated at the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de

Porto Alegre by means of body composition evaluation using bioelectrical impedance.

Material and Methods

The present study was approved by the Ethics in Research Committee of HCPA (No.

12-0259). All the patients and/or their guardians signed the Informed Consent Form (ICF).
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This is a cross-sectional study involving a series of cases. Data collection occurred from

August 2012 to May 2013.

Patients

Were included in the study Mucopolysaccharidoses patients aged > 10 years and who
had adequate conditions to perforn the test. The exclusion criteria were pregnam, use do
pacemakers, age < 09 years, patients in whom it was impossible to carry out the bioelectrical
impedance test (restless and/or hiperractive patient), patient who did not come to the
outpatient clinics during the period of data collection, as well as the non-agreement of the

patient, parents, and/or legal representatives to participation in the study.

Anthropometrics

Anthropometric data were collected at a single time during the study. Weight was
obtained using Toledo® electronic digital scales, with 200Kg maximum capacity and 100g
sensitivity. The patients were weighed wearing the least amount of clothing possible, with
bare feet together at the center of the scales, standing straight up with arms extended along the
body. Patient height was measured using a stadiometer fixed against the wall with 2 meters in
length and a 0.1-cm grade. To check the height, patients were positioned with their backs to
the stadiometer, with bare feet and no hair ornaments, with their feet together and arms
extended along the body, standing straight and looking straight ahead. The techniques used to
check height and weight are those recommended by Jelliffe (14).

To assess anthropometric data of patients under 19 years of age, WHO Anthro Plus®
version 1.0.4 dated 2009 software was used, determining the percentiles for the BMI for age

indicator (BMI/A); and for patients over 19 years of age, the BMI was calculated with the
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body mass expressed in kilograms and the height in square meters. The values found for these

data were classified according by WHO (2007) (15) and WHO (1995) (16), respectively.
These measurements were made at the Clinical Research Center of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (CPC/HCPA) by a single observer, in this case, the dietician who is

the first author of the study.

Bioelectrical Impedance (BIA)

To evaluate the body composition of the patients, the Biodynamics Model 450
Bioimpedance device was used. The precision is 0.1% in Resistance, 0.2% in Reactance, and
0.2% in phase angle. This equipment emits a subliminal low intensity electrical current (80
mA — 50 kHz), in accordance with the requirements of the Association for Advancement of
Medical Instrumentation (ES-1988).

To have a good precision on the test, the patients were instructed to: 1. Avoid the
ingestion of alcohol and caffeine (coffee, tea, chocolate) 24 hours before the test; 2. Not
engage in intense physical activity for 24 hours before the test; 3. Fast for at least 4 hours
before the test; 4. Remove metals (earings, necklace, ring, bracelets, piercings, and
adornments in general); 5. Suspend diuretic medication 24 hours before the test, except in the
case of hypertensive individuals, who should be under rigorous medical control; 6. Void urine
at least 30 minutes before doing the test.

The BIA was performed at the Clinical Research Center of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre by the author of the project. The measurements for this test were checked only
once with the patient lying down, in dorsal decubitus, in a comfortable and relaxed position.
The arms were distanced from the trunk at a 30° angle, and the legs were distanced from each
other forming an angle of approximately 45°, as per instructions of the manufacturer.

According to the international description of the technique, the four electrodes were
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positioned on the disinfected and dry skin, in previously standardized locations: Right foot:
The distal electrode at the base of the middle toe and the proximal electrode slightly above the
joint line of the ankle, between the medial and lateral malleoli. Right hand: The distal
electrode at the base of the middle finger and the proximal electrode slightly above the joint
line at the wrist, coinciding with the styloid process. Next, the test was performed, and the
device provided the percentage of fat directly.

This method is based on the conduction of a low intensity electrical current through
the body. Impedance or resistance to flow of the electrical current is measured by the
electrical bioimpedance. Since impedance varies according to the tissue being measured, and
since lean mass is a good energy conductor (low resistance to current) as it has a high
concentration of water and electrolytes, and fat mass is a poor energy conductor (high
resistance to current), we may state that impedance is directly proportional to the amount of
body fat.

The percentage of FM was used as parameter furnished by the equipment, by means of
equations pre programmed in the instrument by the manufacturer.

Since there are no reference values for the percentage of fat in patients with
mucopolysaccharidoses, these values are descriptive and final considerations and nutritional
analyses will be made to interpret the results. When there are no reference values for a
specific population, the comparison with other standards imposes limitations that hinge on

relative differences and nutritional and environmental factors (17,18).

Statistical analysis
Statistical analysis was made using the Statistical Package for Social Sciences
program, version 18.0 (SPSS® Inc., Chicago, IL). Categorical variables were presented as

frequencies and continuous variables as mean + standard deviation and median with



145

interquartile intervals. Non-parametric tests were applied for comparisons among the
variables (medians). The Mann-Whitney test was used to compare the percentages of lean
mass and fat mass relative to the groups with and without Enzyme Replacement Therapy, and
the Kruskal-Wallin test was used to compare percentages of lean mass and fat mass relative to

the nutritional status of the patients. The level of significance used was 5%.

Results

Of the twenty-seven patients with MPS in follow-up at the Medical Genetics Service
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 13 were included during the period of the study
(Figure 1), seven (53.8%) females and six (46.2%) males. The median (interquartile interval)
age of the female and male patients was 22 (12 — 28) and 15 (10 -19) years, respectively.

Sample characterization is described on Table 1.

Total of patients with MPS at SGM/HCPA included in the study n = 27

SN

Met inclusion criteria

Did not meet inclusion criteria

MPS | n=03 MPS | n=03

MPS Il n=06 n=14 MPS Il n=02 n=13
MPS Il n=04 MPS IVA n=05

MPS IVA n=01 MPS VI n=03

v

|

’

Had exclusion criterion
(patient < 5 years of age)
MPS | n=02
MPS Il n=02 n=05
MPS IVA n=01

Had exclusion criterion
(impossibility to perform the
BIA;
patient agitated and/or
restless)

MPS | n=01
MPS Il n=03 n=08
MPS Il n=04

MPS 1l n=01 n=01

Had exclusion criterion
(did not attend during the
data collection period)

l

The 13 patients agreed to

participate in the study and

underwent the Bioelectrical
Impedance test.

Figure 1 Algorithm for sample selection in this study.
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Table 1. Characterization of the sample studied (n=13)

Variables N=13
Age (years) — median (IQ) 18 (10 —28)
M 15(10-19)
F 22 (12 -28)
Gender —n (%)

M 6 (46.2)

F 7 (53.8)
Type of MPS —n (%)

I (Scheie) 3(23.1)

II (non-neuronopathic) 2 (15.3)

IV (Type A) 5(38.5)

VI 3(23.1D)
ERT —n (%)

Yes 8 (61.5)

No 5(38.5)

*Gender: F: Female; M: Male; MPS: Mucopolysaccharidosis; ERT: Enzyme Replacement Therapy

The data of the variables collected in the present study are illustrated on Table 2, in
terms of mean £SD, median, and maximum value and minimum value. The variables studied
did not show statistically significant differences when compared between the male and female
genders. In the sample studied, the girls demonstrated a mean % FM of 26.7 (14.9-34.7) and
the boys of 21.5 (12.6-28.5).

Regarding to the nutritional status of the sample studied, 38.4% (5/13) were classified
as eutrophic, 30.8% (4/13) were overweight, and 30.8% (4/13) were obese. The classification
of the nutritional status and the percentage values of FFM and FM for the different types of
MPS are described on Table 3. The percentages of FFM and FM as per classification of the
type of MPS were analyzed, but there was no statistical difference between the groups. It was
noted that patients with MPS I (Scheie) and MPS VI presented the lowest percentage of FM,
with mean values of 15.4 and 17.8, respectively. Patients with MPS IVA had the highest

percentage of FM (28.5%) in comparison with the other types of MPS.
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Table 2. Anthropometric characterization and body composition, divided by gender, of patients with
Mucopolysaccharidoses

Mean+SD Median (Min-Max)
Variables Male Female Male Female P
n=6 n=7 n=6 n=7

Age (years) 15+£3.3 21+£5.9 15(10-19) 22 (12-28) 0.092
Weight (Kg) 36+12.7 35.5£19.6 33.8(25-58) 31 (2-78) 0.775
Height (cm) 119+18.4 123.9+23.6 113 (105 - 154) 116 (100 -157) 0.830
BMI (Kg/m®) 25.6+5.6 23.4+4.7 25.6 (17.8-31.8) 22.6 (18.1-31.6) 0.475
%FFM 78.246.3 72.2+11.7 78.4 (71.5-87.4) 68.1 (55.3-85.1) 0.313
%FM 21.7+6.3 25.248.7 21.5(12.6-28.5) 26.7 (14.9-34.7) 0.474
%Water TBW 54.9+4.5 54.9+£8.0 56.5 (49.4-60) 55.8(47.1-70.5) 0.391
%Water LM 70.9+£3.2 72.242.5 70.9 (66.3-74.2) 73.7 (68-74.1) 0.830

Masc.: Male; Fem.: Female; BMI: Body mass index; %FM: Percentage of fat freemass; %FM: Percentage of fat
mas; TBW: total body weight; FFM: Fat free mass.

Table 3. Classification of the Nutritional Status and Percentage of fat free mass and fat mass in the different types of
Mucopolysaccharidosis

MPS 1 (Scheie) MPS I (NN¥) MPS 1V (Type A) MPS VI p
(n=3) (n=2) (n=5) (n=3)
%FFM 84.6 (66.3-85.1) 78.4(76.4-80.5) 68.1(553-71.5) 82.2(81.5-87.4) 0.877
%FM 154 (149-33.7) 21.5(19.5-23.6) 28.5(26.7-34.7) 17.8(12.6—-18.5) 0.765
Eutrophic n (%) 2 (67) 1 (50) 1 (20) 1(33.3) -
Overweight n (%) - 1 (50) 2 (40) 1(33.3) -
Obese n (%) 1(33) - 2 (40) 1(33.3) -

Percentage of LM and FM expressed in Median (min-max); %FFM: Percentage of fat free mass; %FM: Percentage
of fat mass; MPS: Mucopolysaccharidosis; *NN: non-neuronopathic;

When analyzing the percentage of FFM and FM of those patients who received ERT
relative to those who were not submitted to this treatment, we observed that the patients under
ERT had a statistically lower percentage of FM in comparison with the group without ERT
(p=0.01) (Figure 2). The medians of %FM of patients with and without ERT were 18.1 (12.6
—33.7) and 28.5 (26.7 — 34.7), respectively.

There was no statistical difference between the patients with and without ERT in

comparison to the classification of their nutritional status.
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Without ERT With ERT
Enzyme Replacement Therapy (ERT)

Figure 2. Percentage of fat free mass and fat mass in patients with
Mucopolysaccharidosis with and without enzyme replacement
treatment (ERT); %FFM: Percentage of Fat free mass; %FM:
Percentage of fat mass; *Mann-Whitney Test, p<0.05.

Discussion

This is the first study performed in Brazilian patients with Mucopolysaccharidosis to
analyze and evaluate the body composition/nutritional status. The inclusion criteria used
sought to select the most collaborative patients (thus, the adoption of the cut-off point at 10
years for age), since the use of Bioelectrical Impedance in infancy has been questioned due to
factors related to methodology and accuracy of the results obtained (17,19). There are various
definitions of childhood. In this study, childhood is considered the period of life between birth
and adolescence, which begins at age 10 according the World Health Organization.

The anthropometric evaluation is commonly used to indicate adiposity in
epidemiological studies, but BIA provides a simple, precise, and quick measurement of body
composition (20). However, there are no studies in literature relative to the nutritional
evaluation of body composition in patients with Mucopolysaccharidoses.

In the present study, it was noted that 61.6% of the patients presented with excess
weight (overweight and obese). As was expected, patients with excess weight had a higher

percentage of FM and a lower percentage of FFM than eutrophic patients.
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Literature shows that, due to clinical manifestations of patients with MPS, an increase
of some organs such as the heart, liver, and spleen is common in affect individuals (21-23).
Therefore, one hypothesis raised is that this aspect might contribute to the excess weight in
the population studied. Additionally, the serious growth deficit shown by these individuals
probably collaborated for this finding, suggesting a possible explanation for the high
frequency of overweight and obesity of these individuals. It is important to point out that this
finding is in accordance with what is seen today in Brazil and worldwide, the process of
nutritional transition, with an increase in the incidence of overweight and obese individuals,
which reinforces the hypothesis of the influence of the underlying disorder on the depletion of
the nutritional status (24).

Roberts et al. (25) described gastrointestinal morphology and its functions in a mouse
model with MPS IIIA. Stomach and duodenum weight increased in MPS IIIA mice and
duodenum length also increased. An increased submucosal thickness was observed in MPS
IITA intestine compared to normal mice and lysosomal storage of GAGs was observed in this
region in its villus. The author suggested that these abnormalities in gastrointestinal tract
structure and function observed in MPS IIIA could contribute to weight gain in this disorder.

Studies indicates that patients with MPS have a high prevalence of excess weight (26).
Pinto et al. (3) prospectively evaluated, during a 12-month period, seven Brazilian patients
with MPS II from the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
and found results similar to ours. After one year of investigation, 100% of the patients were
classified as being overweight or obese.

There was no statistical difference in the percentage of fat free mass and fat mass
when compared to the different types of MPS. However, it was noted that patients with MPS
IVA presented with a greater tendency for %FM relative to the other types of MPS studied.

One possible explanation for this finding would be that these patients have severe bone
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deformities that can lead to greater difficulties in joint mobility and physical capacity,
suggesting a greater tendency of these individuals to accumulate fat.

One important finding in our study was that patients who were on ERT had a
statistically lower percentage of FM in comparison with the group without ERT, suggesting a
possible benefit of the treatment in the accumulation of body fat.

The development of therapeutic strategies, such as ERT, has changed the natural
history of many types of MPS. Although this therapy does not provide cure, weekly
intravenous administration of the enzyme has shown measurable and sustainable benefits for
affected patients (27,28). This treatment can prevent complications and/or reduce disease
progression and improve quality of life (8). According to what was observed in this study, we
can raise the hypothesis that this treatment may also help in reducing the percentage of fat
mass in patients with MPS. This possible relationship may be associated with improvement of
joint mobility and physical and respiratory capacity, which has been observed in studies that
included the 6-minute walk test (8,29,30). However, more studies should be conducted to
confirm these findings.

In the sample studied, the girls presented with a median %FM of 26.7 (14.9 — 34.7)
and the boys of 21.5 (12.6 — 28.5). According to Lohman (31), the mean percentage of fat
mass in healthy individuals varies from 16 to 24 for boys and from 24 to 31 for girls,
indicating that our sample would be within the range of normality for this variable.
Considering that these patients have severe clinical manifestations, with resulting
morphometric alterations in their vital organs, thus being included in a specific population, it
is questionable to compare them with a healthy population.

When there are no reference values for a specific population, the comparison with
universal standards imposes limitations, with differences relative to nutritional and

environmental factors (17). Therefore, we believe a nutritional monitoring of patients with
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Mucopolysaccharidoses is of great relevance, aiming to adapt the nutritional parameters and a
production of appropriate indicators and growth charts specific for this population, which can
generate a positive repercussion in the general clinical aspects of these individuals, such as
improved joint mobility, physical capacity, and gastrointestinal symptoms, among others.
Nevertheless, more studies should be performed to better understand and evaluate the
nutritional status of these individuals. Enlargement of the sample size could generate more
data and reach statistical significance, reinforcing the importance of Nutrition in the patients

affected by MPS.
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11. CONCLUSOES

Objetivo Especifico 1 - Identificar os sintomas gastrointestinais mais prevalentes em

pacientes com MPS.

1) Esse foi o primeiro estudo realizado para avaliar as manifestacdes gastrointestinais
em pacientes brasileiros com diferentes tipos de MPS. Os sinais e sintomas
gastrointestinais mais prevalentes apresentados pela amostra estudada de pacientes

com MPS foram flatuléncia, distensdo e dor abdominal e fezes amolecidas.

Objetivo Especifico 2 - Identificar se ha diferencas nos sintomas gastrointestinais nos

diferentes tipos de MPS.

1) Houve uma diferenga estatisticamente significativa para o sintoma flatuléncia entre
os diferentes tipos de MPS. Os pacientes com MPS VI apresentaram nesse evento

menor prevaléncia do que os demais tipos de MPS.

2) Os demais sintomas gastrointestinais nao apresentaram diferenca estatisticamente
significativa quando os diferentes tipos de MPS foram comparados entre si.

3) Quando agrupamos os sintomas mais frequentes, definidos como flatuléncia, dor
abdominal, distensdo abdominal e fezes amolecidas, houve uma diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a esses sintomas quando comparados aos
diferentes tipos de MPS, com prevaléncia menor na MPS VI. Ou seja, esses
sintomas foram prevalentes em toda a amostra estudada. Entretanto, os pacientes
com MPS VI apresentaram menos sintomas quando comparados com os demais

tipos de MPS envolvidas no estudo.
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Objetivo Especifico 3 - Identificar se ha diferencas nos sintomas gastrointestinais de
pacientes que receberam Terapia de Reposicado Enzimatica em relacio aqueles que nio

foram submetidos a esse tratamento.

1) A prevaléncia de flatuléncia e distensdo abdominal foi significativamente maior no
grupo dos que nao recebiam tratamento de reposicdo enzimatica (TRE), em
comparacao ao grupo dos que recebiam TRE, indicando um possivel beneficio do
tratamento para esses tipos de sintomatologia.

2) Embora ndo havendo uma diferenga significativa, observa-se que os pacientes que
possuiam os quatro sintomas mais frequentes simultaneamente (flatuléncia, dor
abdominal, distensdo abdominal e fezes amolecidas) estavam em maior propor¢ao no
grupo sem TRE. Enquanto que no grupo com TRE a prevaléncia foi de 16,7% (2/12),
no grupo sem TRE essa propor¢do sobiu para 53% (8/15), indicando um possivel

beneficio do tratamento para esses tipos de sintomatologia.

Objetivo Especifico 4 - Correlacionar valores de GAGs urinarios e sintomas

gastrointestinais em pacientes com MPS.

1) Pacientes com valores de GAGs urinarios normais conforme suas faixas etarias
apresentaram significativamente menor propor¢do de fezes amolecidas quando
comparados com o grupo de pacientes com valores de GAGs alterados (p=0,016).

2) Quando avaliados os quatro sintomas mais frequentes simultaneamente, observa-se
que nenhum paciente com valores de GAGs urinarios dentro da faixa da normalidade

possuia esses sintomas, ao passo que 45,5% do grupo com valores de GAGs alterados
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apresentaram a combinacao desses quatro sintomas (p=0,04). Isso ¢ condizente com o
numero de sintomas, visto que o grupo com valores de GAG normal apresenta um
numero bem inferior de sintomas (mediana = 1) do que o grupo com valores de GAG
alterado (mediana = 4).

3) Observou-se que aqueles pacientes que possuiam valores urinarios alterados e que nao
estavam em TRE apresentaram uma propor¢ao maior de sintomas gastrointestinais em
comparacao aqueles que também possuiam valores de GAGs urindrios alterados e que
estavam em TRE. Isso esta em conformidade com a literatura, uma vez que um dos
beneficios da TRE intravenosa ¢ a redugao de GAGs nos pacientes. Assim sendo, essa
redug¢do de GAGs consequentemente poderia minimizar o aparecimento de sintomas

gastrointestinais em pacientes com MPS.

Objetivo Especifico 5 - Avaliar a persisténcia da enzima lactase por meio do teste
molecular para hipolactasia primaria, e correlacionar a presenca do polimorfismo LCT-

13910C>T com as manifestacdes gastrointestinais nesses pacientes.

1) O estudo demonstrou que 58,8% (10/17) dos pacientes apresentaram genodtipo CC
(compativel com intolerancia a lactose), estando em conformidade com os achados

epidemioldgicos populacionais ja descrito na literatura.

2) Houve uma diferenca estatisticamente significativa da prevaléncia dos sintomas
gastrointestinais distensdo abdominal, dor abdominal e fezes amolecidas entre o grupo
de pacientes com genotipo CC (compativel com intolerancia a lactose) em relagdo
aqueles com gendtipo CT ou TT (ndo compativel com intolerancia a lactose).

3) Ao agruparmos os quatro sintomas mais prevalentes do estudo simultaneamente

(flatuléncia, dor abdominal, distensdao abdominal e fezes amolecidas), houve uma
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diferenca significativamente maior desses sintomas nos pacientes com genotipo CC

em comparagao aos pacientes com gendtipo CT/TT (p= 0,03).

Objetivo Especifico 6 - Comparar a histologia da mucosa intestinal em camundongos

com e sem MPS.

1) Essa foi caracterizada por um actimulo intracelular na lamina prépria das vilosidades
das regides do intestino delgado, o qual ndo foi evidenciado em amostras normais.
Além disso, foi verificada uma redu¢do no nimero de células caliciformes nos vilos no

camundongo com MPS em comparagao ao normal.

2) As alturas das células epiteliais em camundongos MPS I foram significativamente

maiores que as dos camundongos normais

3) Através da andlise da histologia do intestino delgado do camundongo com MPS 1
identificamos células aumentadas de volume, sugerindo algum tipo de actimulo

intracelular.

Objetivo Especifico 7 - Avaliar o estado nutricional dos pacientes por meio da avaliaciao

de parametros antropométricos, composicao corporal e de parametros bioquimicos.

1) No presente estudo observou-se que, apesar da sintomatologia frequente de
manifestagdes  gastrointestinais, 0s pacientes ndo apresentaram alteracdes
significativas em relacdo ao estado nutricional (avaliado através da hemoglobina,
hematrocrito, VCM, albumina, ferritina, dentre outros). Isso demonstra que os
pacientes apresentaram alteracdes funcionais que ndo comprometem seu estado

nutricional.
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A maioria dos exames bioquimicos realizados nos nossos pacientes para investigagao
e/ou exclusiao de alguma patologia especifica apresentaram resultados normais,
sugerindo que o aparecimento de sintomas gastrointestinais nesses pacientes possa ser
decorrente da propria MPS através de outro mecanismo fisiopatologico.

Treze pacientes realizaram a Bioimpedancia Elétrica ao longo do periodo do estudo.
Este ¢ o primeiro estudo realizado em pacientes brasileiros com Mucopolissacaridoses,
para analisar e avaliar a composi¢ao corporal/estado nutricional.

Em relagdo ao estado nutricional da amostra estudada, 38,4% (5/13) foram
classificados como eutroficos, 30,8% (4/13) apresentaram sobrepeso e 30,8% (4/13)
apresentaram obesidade. Assim sendo, observa-se que 61,6% dos pacientes
apresentavam excesso de peso (sobrepeso e obesidade). Como ja era esperado,
pacientes com excesso de peso possuiam maior percentual de MG e menor de MG do

que pacientes eutroficos.

5) Nao houve diferenca estatistica no percentual de massa magra e massa gorda quando

6)

comparados aos diferentes tipos de MPS. Entretanto, observa-se que pacientes com
MPS IVA apresentaram uma tendéncia maior no %MG em relacdo aos demais tipos
de MPS estudadas. Uma possivel explicagdo para esse achado seria que esses
pacientes possuem deformidades Osseas graves que podem levar a maiores
dificuldades em sua mobilidade articular e capacidade fisica, sugerindo uma maior
tendéncia de acumulo de gordura corporal nesses individuos.

Um achado importante do nosso estudo foi que pacientes que estavam em TRE
apresentaram um percentual de MG estatisticamente menor em comparacao ao grupo
sem TRE, sugerindo um possivel beneficio do tratamento no acumulo de gordura

corporal.
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12. CONSIDERACOES FINAIS E PERPECTIVAS

Manifestacdes gastrointestinais ja foram evidenciadas em outras doengas de depdsito
lisossdmico, mas elas sdo frequentemente ofuscadas pelos fendtipos neuroldgicos graves.
Acreditamos sejam necessarios mais estudos dirigidos para as manifestagdes gastrointestinais,
para melhor compreender os mecanismos fisiopatoldgicos dos sintomas relacionados nos
pacientes aferidos. Acreditamos na necessidade de padronizar uma avaliagdo especifica para o
monitoramento de sintomas gastrointestinais em pacientes com MPS, o que, certamente,
contribuird para uma melhora significativa da qualidade de vida desses pacientes e seus
familiares.

Além disso, acreditamos ser de grande relevancia um acompanhamento nutricional em
pacientes com Mucopolissacaridoses visando adequacdo de pardmetros nutricionais, com
produgdo de indicadores adequados e curvas de crescimento especificas para essa populagdo,
0 que pode gerar uma repercussdo positiva nos aspectos clinicos gerais desses individuos,
como melhora da mobilidade articular, capacidade fisica, sintomas gastrointestinais dentre
outros. Estudos adicionais com amostras maiores poderiam gerar mais dados com
significancia estatistica, reforcando a importancia da nutri¢do nos pacientes aferidos.

A partir dessa tese de doutorado, os autores desse trabalho ja estdo desenvolvendo um
novo projeto para desenvolver uma avaliagdo nutricional adequada, assim como curvas de

crescimento especificas para pacientes com MPS.



161

APENDICES



162

APENDICE I — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: ESTUDO SOBRE AS MANIFESTACOES GASTROINTESTINAIS EM PACIENTES
COM MUCOPOLISSACARIDOSES

Pesquisador responsavel: Dr. Roberto Giugliani, Centro de Pesquisa Clinica, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto Alegre-RS. Tel: 51-33596338.

Prezado paciente (ou responsavel legal),

Como vocé sabe, as Mucopolissacaridoses (MPS) sdo doengas genéticas caracterizadas pelo
acumulo de glicosaminoglicanos (GAGs) dentro do lisossomos, devido a uma deficiéncia na atividade de
uma enzima. O acimulo dos GAGs ocorre em inimeras partes do corpo, levando a um grande numero de
manifestacdes clinicas, as quais sdo progressivas e afetam varios 6rgaos.

Manifestagdes gastrointestinais, tais como episodios recorrentes de fezes amolecidas e diarreia,
tém sido frequentemente evidenciado em pacientes com MPS. Entretanto, suas causas ainda sdo
desconhecidas. Embora os sintomas gastrointestiais sejam frequentemente mascarados pelos problemas

neuroldgicos graves, eles podem afetar a qualidade de vida dos pacientes e seus familiares.

Recentemente, dados do Ambulatério de MPS do Servico de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, indicam que pacientes com MPS tém apresentado episddios de diarreia e/ou fezes
amolecidas que melhoram com a introdugdo de medidas como dieta restrita a lactose (alimentos derivados
do leite), por exemplo, mostrando que mais estudos sdo necessarios para esclarecer as causas dos sintomas

nesses pacientes.

Essa pesquisa tem por objetivo avaliar as manifestagdes gastrointestinais em pacientes com MPS,
que estejam ou nao recebendo Terapia de Reposicdo Enzimatica, acompanhados no Ambulatorio de
Mucopolissacaridoses do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (AM-
SGM/HCPA).

Caso vocé decida participar dessa pesquisa, serd necessario que vocé siga o protocolo do estudo.
Vocé virda em uma consulta habitual de Ambulatério de MPS do Servico de Genética Médica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre com o seu médico. Nessa visita, serd necessario que vocé responda a um
questionario sobre sintomas gastrointestinais e outro questionario sobre a quantidade de alimentos

ingeridos no dia anterior a sua consulta (este questionario é chamado Recordatorio Alimentar); que vocé
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esteja disposto a coletar uma pequena amostra de sangue e amostra de fezes, para realizarmos os exames
laboratoriais, além do teste molecular para analise de DNA; que vocé permita que uma das pesquisadoras
do estudo faga uma avalia¢do nutricional da composigdo corporal; e, também, que vocé autorize a revisdo
do seu prontudrio. O tempo necessario para a realizagao de tais procedimentos pode variar de 30 minutos a

uma hora aproximadamente.

RISCOS E BENEFiCIOS

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos riscos envolvidos na
coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local da coleta). O
desconforto e os riscos associados a este procedimento serd minimizado pela realizagdo da coleta por
profissional treinado. Os beneficios consistem em avaliar de forma mais detalhada os sintomas
gastrintestinais para um melhor manejo dos pacientes.Cabe salientar que esse estudo talvez ndo traga

beneficios diretos para vocé, mas que pode ajudar a melhorar, futuramente, o tratamento dos pacientes com
MPS. .

CUSTOS
Nao havera compensagdo financeira pela sua participacdo no estudo. Entretanto, todas as despesas

relacionadas aos exames e/ou avaliagdes realizados serdo cobertos pelo projeto.

DUVIDAS

Se vocé tiver alguma divida em relacdo a pesquisa, deve contatar o pesquisador responsavel, Dr.
Roberto Giugliani, através do telefone (51) 96933070 ou (51) 33596338, no Centro de Pesquisa Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre ou vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre através do telefone (51) 33598304 para maiores

esclarecimentos. .

RECUSA OU DESCONTINUACAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO
Sua participagdo no estudo ¢ voluntaria. Se vocé decidir nao participar do estudo, ndo havera
nenhum prejuizo em seu atendimento ou de seu(s) filho(s) AM-SGM/HCPA ou em qualquer outro servigo

deste hospital.

CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMACOES
As informagdes dessa pesquisa serdo mantidas em sigilo, sendo apenas utilizadas de forma
cientifica, e sem identificacdo do seu nome, em relatos especializados. Assim que todos os resultado

estiverem prontos vocé recebera um relatorio com todas as informagdes pertinentes.
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Pelo presente termo, vocé declara que foi informado(a), de forma clara e detalhada, sobre a
presente pesquisa, e que teve suas duvidas esclarecidas. Além disso, declara ter sido esclarecido que ndo
receberd nenhuma remunera¢do financeira pela participagdo no estudo. Declara que foi informado da
garantia de receber resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de
nao participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da participagdo. Além disso,

declara que assinou duas vias deste consentimento, ¢ que uma ficou em seu poder.

Data: __ / /

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Nome do Responsavel legal do paciente:

Assinatura do responsavel legal do paciente:

Data: / /

Nome do pesquisador que aplicou o0 Termo de Consentimento:

Assinatura do pesquisador que aplicou o Termo de Consentimento:
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Obs.: O presente documento, baseado no item IV das diretrizes e normas regulamentadoras para pesquisa em saiude, do
Conselho Nacional de Satde (Resolugdo 196/96), sera assinada em duas vias, de igual valor, ficando uma via em poder do
voluntario ou de seu responsavel legal e outra com o pesquisador responsavel

APENDICE II — Ficha de registro do paciente
ESTUDO SOBRE AS MANIFESTACOES GASTROINTESTINAIS
EM PACIENTES COM MUCOPOLISSACARIDOSES

DADOS DO PACIENTE /CONTROLE

N° Protocolo: Data da avaliacao:

Data de nascimento: __ /  /
Idade: Sexo: ( )M ( )F
Nome do pai:

Nome da mie:

Endereco Completo

Rua/Av.: No:
Bairro: Cidade:
CEP: Estado:
Telefone: Celular:
Email:

Consangiiinidade: ( )Sim Nao ( )

Tipo de MPS: ( ) MPS Subtipo:

Idade de diagnostico:

Paciente em TRE: ( ) Nao ( )Sim. Se sim, inicio do TRE:
Se sim, uso regular da TRE: ( ) Sim () Nao

Dados antropométricos, composicio corporal e Angulo de Fase

Bioimpedancia
Peso (Kg) Massa magra (Kg)
Altura (cm) Massa Magra (%)
IMC (Kg/m?) Agua Corporal (L)
Classificagio IMC (Kg/m®) Agua Corporal (%)
BIA IMC (Kg/m?) Agua Intracelular (L)
Gordura Corporal (%) Agua Intracelular (%)
Gordura Massa (Kg) Agua Extracelular (L)
TMB (Kcal) Agua Extracelular (%)
Angulo de Fase (°)

Dados Dietéticos:
Ingestdo de lactose/dia: Classificagdo:
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Exames

Valores

Data

Classificagdo

Valores de GAGs

Ferritina

Hematocrito

Hemoglobina

VCM

IgA

Iga antra-transglutaminase

PCR

VSG

Alfa — 1 — antitriptase fecal

Elastase -1 - fecal

ASCA

ANCA

*Valores de referéncia baseados no Servigo de Patologia Clinica do HCPA

Medicagdo em uso:

Medicamento

Quantidade

Data de inicio

Data de término

Quadro de sintomas gastrointestinais apresentados pelo paciente:

SINTOMA GASTROINT. | PASSADO

PRESENTE

PERDIDO

OBS:

Diarreia Cronica*

Constipagao

Flatuléncia

Fezes amolecidas

Regurgitacdo

Dor abdominal

Inchago na barriga

Hérnia Inguinal

Hérnia Umbiligual

Outro, especificar:

Outro, especificar:

Outro, especificar:

*Definicdo diarreia cronica (OMS): diminuig@o da consisténcia fecal por mais de 4 semanas




APENDICE III — Recordatério Alimentar de 24h

N°PROTOCOLO:

RECORDATORIO ALIMENTAR

DATA /| /|
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REFEICAO

ALIMENTOS INGERIDOS

QUANTIDADE
(medida caseira)

Café da Manha

Horario:
Local:

Lanche da Manha

Horario:
Local:

Almogo

Horario:
Local:

Lanche da Tarde

Horario:
Local:

Jantar

Horario:
Local:

Ceia

Horario:
Local:

Intervalo refeicoes
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APENDICE IV — Consumo de calcio ingerido dos pacientes através do Recordatério de

24h (n=27)
Qtdn RDA
Paciente ID Sexo Idade Calcio Cal/idade Achado*
(anos) Ingerido (mg/dia)
Recor 24h
1 DSS Fem 26 600 1.000 Inferior
2D-Z Fem 28 1000 1.000 adequado
3 FLS Fem 04 1200 800 superior
4 PCG Fem 25 1000 1.000 adequado
5 PBV Masc 03 500 500 adequado
8 SPS Fem 07 1000 800 superior
10 AVM Masc 19 400 1.000 Inferior
11 BOC Masc 14 1500 1.300 superior
12 CGC Masc 09 1300 1.300 adequado
15 ENJ Masc 08 1000 800 superior
17 FTG Masc 16 1400 1.300 superior
18 GBL Masc 10 300 1.300 Inferior
19 GAS Masc 05 100 800 superior
20 JVW Masc 04 1000 800 superior
22 A-L Fem 23 1200 1.000 superior
23 EPM Masc 07 1000 800 superior
24 FBD Masc 12 1500 1.300 superior
26 GFB Fem 10 1500 1.300 superior
27 A-C Fem 01 500 500 adequado
28 E-B Fem 22 1200 1.000 superior
29L-P Masc 18 1500 1.300 superior
30 P-M Fem 14 1500 1.300 superior
31 PDP Masc 15 1500 1.300 superior
32 ALM Masc 13 1300 1.300 adequado
33 DMA Fem 12 1300 1.300 adequado
34 JPP Masc 19 1000 1.000 adequado
35 CSR Fem 20 1000 1.000 Adequado
TOTAL 27

*Classificagdo do Achado: superior, inferior, adequado
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APENDICE V — ANALISE MOLECULAR DO TESTE DAS MUTACOES NO GENE DA LACTASE

ID Tipo Sexo Genétipo Interpretacio*
MPS

1 DSS I Fem CcC Intolerante a Lactose
2D-Z I Fem CcC Intolerante a Lactose
3 FLS I Fem ND ND

4 PCG I Fem TT Tolerante

5 PBV I Masc ND ND

8 SPS I Fem TT Tolerante

10 AVM II Masc CT Tolerante

11 BOC 11 Masc CT Tolerante

12 CGC I Masc CcC Intolerante a Lactose
15 ENJ I Masc CT Tolerante

17 FTG II Masc ND ND

18 GBL I Masc CC Intolerante a Lactose
19 GAS 11 Masc CcC Intolerante a Lactose
20 JVW 11 Masc CcC Intolerante a Lactose
22 A-L 111 Fem ND ND

23 EPM IIIA Masc CcC Intolerante a Lactose
24 FBD I11IB Masc ND ND

26 GFB 11IB Fem CC Intolerante a Lactose
27 A-C IVA Fem CT Tolerante

28 E-B v Fem ND ND

29 L-P IVA Masc ND ND

30 P-M IVA Fem ND ND

31 PDP IVA Masc CT Tolerante

32 ALM VI Masc ND ND

33 DMA VI Fem ND ND

34 JPP VI Masc CcC Intolerante a Lactose
35 CSR IVA Fem ND ND
TOTAL 27 CC Intolerante a Lactose

*Interpretagdo: Genétipos CT e TT = Tolerantes a lactose; Genotipos CC = Intolerantes a lactose;

ND: Nio disponivel



