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RESUMO

A mucopolissacaridose tipo | (MPS 1) é uma doenga genética autossémica recessiva,
causada pela deficiéncia da enzima lisossomal o-L-iduronidase (IDUA), envolvida na
degradacdo de dermatan e heparan sulfato. O acimulo desses substratos nas células provoca
inimeras e variadas manifestacGes clinicas, acarretando diferentes formas da doenga, as quais
estdo divididas de acordo com a sua gravidade: forma atenuada (Sindrome de Scheie — MPS |
S), forma intermediaria (Sindrome de Hurler-Scheie — MPS | SH) e forma grave (Sindrome de
Hurler — MPS | H). O diagnostico molecular precoce e preciso pode ser feito pela analise de
DNA. Entretanto, como essa abordagem despende bastante tempo e recursos, procurou-se
estabelecer uma estratégia mais eficiente de diagnostico molecular. Inicialmente foi feita a
comparagdo entre a metodologia tradicional e a andlise por RNA através de levantamentos
comparativos de tempo e custos de ambas as metodologias. A seguir, foi realizada a
padronizacdo e a validacdo dessa técnica. A padronizacdo foi realizada em plasmideo
contendo cDNA de IDUA e a sua validacdo foi feita utilizando-se sangue e/ou fibroblastos de
pacientes com diagndstico molecular ja estabelecido pela metodologia tradicional.
Finalmente, foi sugerida uma nova abordagem otimizada de analise de DNA através da
analise das freqiiéncias de mutacfes descritas na literatura. O estudo do RNA pareceu, hum
primeiro momento, bastante vantajoso, sendo realizado em menos tempo e com custo
reduzido para a genotipagem completa do gene. Para pesquisa das muta¢cdes comuns, a analise
por RNA teve um custo mais alto, porém uma reducdo de 60% no tempo de processamento.
Passou-se para a padronizagdo da técnica, que foi realizada com sucesso. Entretanto, na etapa
de validacdo observou-se que em pacientes com mutagdes sem sentido ou que alteram o sitio
de splice, ndo sdo corretamente diagnosticados através dessa metodologia. Apenas as

mutacdes com sentido trocado aparecem claramente, porém ainda assim pacientes



heterozigotos compostos para essas mutagdes e uma mutagdo sem sentido sdo incorretamente
diagnosticados como homozigotos, devido a falha de amplificacdo do alelo com mutagdo sem
sentido. Como a abordagem proposta inicialmente ndo foi satisfatOria, procurou-se uma
estratégia otimizada de analise de DNA através do seqlienciamento direto de éxons com maior
freqiiéncia de mutagdes. Essa nova abordagem utilizando DNA ainda necessita ser validada
em uma amostra de pacientes para que se possa conhecer o seu real impacto no tempo e custo

do diagnéstico molecular de pacientes com MPS |.

Palavras-chave: Hurler. Glicosaminoglicanos. o-L-iduronidase.



ABSTRACT

Mucopolisaccharidosis type I (MPS 1) is an autosomal recessive genetic disorder
caused by the deficiency of the lysosomal enzyme a-L-iduronidase (IDUA), responsible for
the degradation of dermatan and heparan sulfate. The storage of these undegraded or partially
degraded substrates causes the various clinical manifestations of the disease that can be
classified into three main forms: Scheie Syndrome (MPS | S), the attenuated form; Hurler-
Scheie Syndrome (MPS | HS), the intermediate form; and Hurler Syndrome (MPS | H), the
severe form. Early and precise molecular diagnosis can be performed by DNA analysis.
However, as this methodology is time and resource-consuming, more efficient approaches are
needed. Initially, a comparison between the traditional DNA analysis and RNA-based analysis
was performed for each step of both techniques. Then, the RNA-based technique was set up
using a plasmid with IDUA cDNA and validated on patients with molecular diagnosis already
performed by DNA analysis. Finally, an optimized strategy for DNA-based analysis based on
the mutation frequencies was proposed. In comparison with DNA-based analysis, RNA
studies seem more advantageous, as it is less expensive and faster for whole gene sequencing.
For the screening of common mutations it is more expensive but 60% less time-consuming.
This technique was successfully set-up. However, at the validation step it was noticed that
nonsense and splice site mutations are not correctly diagnosed by this methodology. Missense
mutations can be clearly identified even though compound heterozygotes with nonsense
mutations are wrongly diagnosed as homozygotes due to amplification failure of the nonsense
carrying allele. As this approach was considered unsuitable for the analysis of MPS | patients,
a new optimized strategy based on direct sequencing of selected exons was suggested. This
approach still needs to be validated in a sample of patients so that its real impact on molecular

diagnosis of MPS | can be established.
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INTRODUCAO

As mucopolissacaridoses sdo erros inatos do metabolismo causados pela deficiéncia de
enzimas lisossomais, responsaveis pela quebra de carboidratos complexos, o0s
glicosaminoglicanos (GAGs), também chamados de mucopolissacarideos. A deficiéncia
dessas enzimas resulta na acumulacdo de dermatan sulfato, heparan sulfato e/ou keratan
sulfato no interior lisossomal (Neufeld and Muenzer 2001), levando a inimeros danos em
tecidos e 6rgdos, como problemas esqueléticos, cardiacos, articulares e neuroldgicos.

Segundo Clarke (2008) e Neufeld and Muenzer (2001), as mucopolissacaridoses séo
classificadas de acordo com a enzima deficiente, conforme ilustra a Tabela 1: tipo | (Hurler,
Hurler-Scheie e Scheie), tipo Il (Hunter), tipo 11l (Sanfilippo A a D), tipo IV (Mérquio A e

B), tipo VI (Maroteaux-Lamy), tipo VII (Sly) e tipo 1X (Natowicz).

Tabela 1: Classificacdo das mucopolissacaridoses (adaptado de Neufeld and Muenzer, 2001).

Tipo de MPS Sindrome Enzima deficiente GAGS em excesso
MPS IH Hurler o-L-iduronidase dermatan sulfato e heparan sulfato
MPS IS Sheie o-L-iduronidase dermatan sulfato e heparan sulfato
MPS I HS Hurler-Scheie o-L-iduronidase dermatan sulfato e heparan sulfato
MPS 11 Hunter Iduronato-sulfatase dermatan sulfato e heparan sulfato
MPS 111 A Sanfilippo A Heparan-N-sulfatase heparan sulfato
MPS 111 B Sanfilippo B o-N-acetilglicosaminidase heparan sulfato
Acetil CoA:0-
MPS 111 C Sanfilippo C glicosaminideo heparan sulfato

acetiltransferase
N-acetilglicosamina 6-

MPS 111 D Sanfilippo D sulfatase heparan sulfato

MPS IV A Morquio A Galactose-6-sulfatase keratan sulfato

MPS IV B Morquio B B-galactosidase keratan sulfato

MPS VI Maroteaux-Lamy Avilsulfatase B dermatan sulfato

MPS VII Sly B-glicuronidase dermatan sulfato e heparan sulfato
MPS IX - Hialuronidase hialuronan

Fonte: Neufeld and Muenzer (2001)
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A mucopolissacaridose tipo | é uma doenga genética autossbmica recessiva, que

provoca a ndo degradacdo ou degradacédo parcial de dermatan e heparan sulfato (Figuras 1 e

2), devido a presenca de mutaces no gene IDUA, que codifica para a enzima lisossomal o-L-

iduronidase, envolvida nessa rota metabdlica.
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Figura 1: Rota de degradacéo do heparan sulfato nos lisossomos (adaptado de Winchester, 1996)



15

@ H,COH COOHO H,COH
o KK
(e} o [¢] O #~ etc
OOH
o@ NAc NAC
Iduronato Sulfatase / @

COOH H,COH

@ H,COH
(]
O (o) (o) (o) (o)
(o) (o) O »=~ etc
oo Q \Q\D Q
NAc NAc
a-L-lduronidase @
H,COH COOH H,COH
Via alternativa © t‘ry\ Q\D ‘Q\
Fr—— - — = — = = == [e] O =~ etc
B Hexosaminidase A
NAc NAc
Arilsulfatase B @

H,COH COOH H,COH

|
|

|

|

|

|

|

|

‘ o

| o o o o

| (o] O #= etc
|

|

| NAC @ NAG
|

|

|

|

|

|

|

|

Hexosaminidases A e B COOH H,COH

B-Glicuronidase

NAc

Figura 2: Rota de degradacéo do dermatan sulfato nos lisossomos (adaptado de Winchester, 1996)

MANIFESTACOES CLINICAS

O acumulo de GAGs nas celulas provoca inimeras e variadas manifestagdes clinicas,
como baixa estatura, aumento do figado e do baco e retardo mental. Devido aos diferentes
graus de gravidade dessa doenga, ela é classificada em trés tipos: Sindrome de Hurler (MPS

IH), Sindrome de Hurler-Scheie (MPS IHS) e Sindrome de Scheie (MPS IS).
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A Sindrome de Hurler é a forma mais grave, com envolvimento de muiltiplos 6rgaos,
promovendo a morte ainda na infancia. As manifestagdes mais comuns sdo deformagdes
Osseas, infecgdes nasais recorrentes, presenca de hérnias tanto inguinais quanto umbilicais,
face grosseira, aumento do figado e baco (hepatoesplenomegalia). De acordo com Neufeld
and Muenzer (2001) pode ocorrer uma aceleracdo no crescimento no inicio da infancia,
porém entre 0s 6 e 18 meses inicia-se a desaceleracédo e a estatura estabiliza em torno de 1,1m.
Ainda é bastante comum nesse tipo de MPS retardo mental e problemas neuroldgicos em
geral, os quais costumam aparecer entre 0s 12 e 24 meses, além de deformidades cardiacas, o
que é uma importante causa de morte para esses pacientes, juntamente com as infeccGes
respiratdrias recorrentes.

A Sindrome de Hurler-Scheie € a forma intermediéaria da doenga, apresentando seus
sintomas por volta dos 3 a 8 anos de vida. Inclui em sua sintomatologia, disostose multipla,
opacificacdo de coOrnea, perda de audicdo, enrijecimento articular, problemas cardiacos e
pouca ou nenhuma disfungéo intelectual. Apesar de mais branda que a MPS IH, reduz a
expectativa de vida dos pacientes a 20 ou 30 anos devido aos problemas somaticos que
provoca. (Neufeld and Muenzer, 2001; Pastores et al 2007).

A Sindrome de Scheie é a forma mais branda da doenca, apresentando seus sintomas
mais tardiamente e com evolugcdo mais lenta, propiciando uma expectativa de vida normal

(Zheng et al 2003).

TRATAMENTO

Quando realizado precocemente, o Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas

(TCTH) é indicado, apesar dos resultados contraditérios. Esse procedimento é usado desde o
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inicio dos anos 80 para tratar os casos mais graves de MPS | (Sindrome de Hurler) (Hobbs et
al 1981), com o intuito de que a enzima produzida pelas células transplantadas seja absorvida
pelas células deficientes. Como é um procedimento que apresenta riscos associados € indicado
para pacientes com a forma grave e apresenta melhores resultados se realizado até os 24
meses. Até essa idade o TCTH pode preservar a habilidade mental, embora ndo interfira nas
deformidades Osseas (Malm et al 2008). Outros estudos mostram melhora nas alteracGes
viscerais, com reducdo da hepatoesplenomegalia e opacidade da cornea (Peters et al 1996),
diminuicdo das complicacBes cardiacas, regressdo da hipertrofia ventricular (Braunlin et al
2003) e melhora na audi¢do. No entanto, além da dificuldade de encontrar doadores HLA
(Human Leukocyte Antigen) compativeis, o aparecimento de quimerismo nos pacientes e a
alta mortalidade (Bonfim et al 2007) além das véarias comorbidades (problemas cardiacos e
respiratdrios) que interferem diretamente no procedimento, tornam-no arriscado (Whitley et al
1993). Apesar disso ainda é indicado e melhora a qualidade de vida dos pacientes (Muenzer
and Fisher 2004).

Entretanto, atualmente o tratamento de escolha para MPS | é a Terapia de Reposicéo
Enzimética (TRE), a qual deve ser administrada toda semana por toda a vida do paciente. A
terapia visa fornecer uma enzima artificial, desenvolvida a partir da tecnologia do DNA
recombinante, que seja captada pelas células deficientes e atue na degradacdo do heparan e
dermatan sulfato, evitando assim, seu acimulo nos lisossomos. Desde 2001, a TRE vem
sendo testada clinicamente e demonstra uma melhora significativa nos pacientes,
especialmente naqueles com a forma atenuada e intermediaria. Além da reducdo dos niveis de
GAGs, foi notada uma melhora no crescimento, na amplitude dos movimentos de cotovelos e
joelhos e na apnéia do sono (Kakkis et al 2001). A TRE tem mostrado bons resultados em
comorbidades ndo relacionadas ao sistema nervoso central, porém o comprometimento

neuroldgico ndo apresenta melhora com esse tipo de tratamento, ja que a enzima é uma cadeia
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de aminoéacidos bastante grande e ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica, ndo chegando
assim até as celulas nervosas (Grubb et al 2010).

De acordo com alguns autores (Giugliani et al, 2010; Hirth et al 2007) pode ser
recomendada a administracdo de laronidase (Aldurazyme®) antes do TCTH para melhorar o
estado geral dos pacientes graves (MPS IH). Tolar et al (2008) observaram resultados
satisfatorios em sete pacientes nos quais a TRE foi administrada antes do transplante. Apesar
disso, alguns centros sdo contrarios a este procedimento por temerem que a TRE provoque a
producdo de anticorpos neutralizantes e torne 0s pacientes ainda mais sensibilizados, o que
traria ainda mais riscos para 0 TCTH (Wynn et al 2009).

Inimeros estudos, ainda em modelos animais, estdo testando a construgdo e a
administracdo de enzimas que utilizam a tecnologia do DNA recombinante, as quais possam
se incorporar a0 DNA do paciente e suprir a deficiéncia da enzima enddgena. Em 2008,
Osborn et al (2008) desenvolveram uma enzima recombinante de IDUA com transferrina para
facilitar o acesso ao sistema nervoso central, ja que as células do cérebro expressam altos
niveis dessa proteina, e a injetaram em camundongos. Obtiveram como resultado uma
diminuicdo no acimulo de GAGs no cerebelo desses animais. Em 2009, Aronovich et al
testaram o uso de transposons superexpressando a enzima IDUA em camundongos e também
obtiveram resultados positivos, pois além de observar niveis normais da enzima em érgaos
somaticos, 0 mesmo aconteceu no cérebro desses animais.

Entre as estratégias para o tratamento de MPS | e outras doencas estudadas no Centro
de Terapia Génica do HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre) esté a producdo de células
recombinantes microencapsuladas superexpressando a enzima de interesse (Lagranha et al
2008), nesse caso para tratamento de leucodistrofia metacromatica. No caso especifico da
MPS |, células recombinantes microencapsuladas superexpressando o-L-iduronidase foram

produzidas em nosso laboratério (Mayer et al 2010). Essas células microencapsuladas foram
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inicialmente utilizadas em co-cultivo com fibroblastos de pacientes com MPS | e
restabeleceram a atividade enziméatica de IDUA ap0s duas semanas de tratamento (Baldo et al
2010, observagdes ndo publicadas). Quando aplicadas in vivo, elas se mostraram eficientes em
reduzir o acimulo tecidual de GAGs corados com Alcian Blue (Baldo et al 2010, observacoes

ndo publicadas).

MUTACOES DESCRITAS

O gene IDUA esté localizado no brago curto do cromossomo 4, na regido 4p16.3
(Scott et al 1990). Possui cerca de 19 kb entre regifes codificantes e ndo codificantes, sendo
14 éxons e um mRNA de 2,3 kb (Scott et al 1992a).

Scott et al (1992a) descreveram a primeira mutacdo no gene IDUA, a mutagdo
p.W402X, a qual correspondia nesse estudo a 31% dos alelos de uma amostra de 64 pacientes.
Em seguida, foram descritas as mutagdes p.Q70X e p.P533R correspondendo juntas a 28%
dos alelos afetados no estudo realizado (Scott et al 1992b). Logo em seguida, em 1995, foram
descritas as mutagcOes p.R89Q (Scott et al 1995) e p.R383H (Bunge et al 1995), mutacdes
comumente encontradas em pacientes brasileiros.

De acordo com The Human Gene Mutation Database, em outubro de 2010 haviam
119 mutagGes descritas para MPS |, sendo 65% do tipo sem sentido e com sentido trocado,
16% pequenas delecbes, 9% em sitio de splice e 5% pequenas inser¢bes. A Tabela 2 ilustra as
mutacdes sem sentido e com sentido trocado ja descritas para o gene IDUA e o seu fenotipo

caracteristico.
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Tabela 2: Mutagfes sem sentido e com sentido trocado descritas para o gene IDUA.

Codon
Mutado | Mutagéo Fenétipo Referéncia

ATGCc-ATA | p.M1l Hurler Lee-Chen (1997) J Med Genet 34, 939
GGC-GAC | p.G51D Hurler Bunge (1994) Hum Mol Genet 3, 861
TGCc-TGA | p.C53X Hurler Venturi (2002) Hum Mutat 20, 231
cCAG-TAG | p.Q60X Hurler Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
cCAG-TAG | p.Q63X Hurler Voskoboeva (1998) Mol Genet Metab 65, 174
TACg-TAA | p.Y64X Hurler Bach (1993) Am J Hum Genet 53, 330
cCAG-TAG | p.Q70X Hurler Clarke (1993) Hum Mol Genet 2, 1311
cGCC-ACC | p.A75T Hurler Clarke (1994) Hum Mutat 3, 275

cGCC-CCC | p.A75P Hurler Voskoboeva (1998) Mol Genet Metab 65, 174
GCC-GTC | p.A79V Hurler-Scheie | Lee-Chen (2002) J Formos Med Assoc 101, 425
CAC-CCC | p.H82P Hurler Clarke (1993) Hum Mol Genet 2, 1311
cCGG-TGG | p.R8IW Hurler Bunge (1995) Hum Mutat 6, 91

CGG-CAG | p.R89Q Hurler Scott (1995) Hum Mutat 6, 288

ATGg-ATC | p.M133I Hurler Matte (2003) Mol Genet Metab 78, 37
GCC-GAC | p.Al60D Hurler Venturi (2002) Hum Mutat 20, 231
AGA-ATA | p.R162I Hurler Li (2002) Genet Med 4, 420

TACg-TAA | p.Y167X Scheie Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
cGAG-AAG | p.E178K Hurler Venturi (2002) Hum Mutat 20, 231
tGAG-AAG | p.E182K Hurler Brooks (2001) Glycobiology 11, 741
CCA-CGA | p.P183R Hurler Venturi (2002) Hum Mutat 20, 231
GGC-GAC | p.G197D Hurler Venturi (2002) Hum Mutat 20, 231
TACg-TAA | p.Y202X Hurler Matte (2003) Mol Genet Metab 78, 37
CGAT-AAT | p.D203N Hurler Dou (2007) Zhonghua Yi Xue Yi Chuan Xue Za Zhi 24, 136
TGC-TAC | p.C205Y Scheie Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
GGT-GAT | p.G208D Hurler Li (2002) Genet Med 4, 420

GGT-GTT | p.G208V Hurler Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
CTG-CCG | p.L218P Hurler Bunge (1994) Hum Mol Genet 3, 861
CTG-CAG | p.L238Q Hurler Yogalingam (2004) Hum Mutat 24, 199
CAC-CGC | p.H240R Scheie Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
TCC-TTC | p.S260F Hurler-Scheie | Matte (2003) Mol Genet Metab 78, 37
gGGT-CGT | p.G265R Hurler Yogalingam (2004) Hum Mutat 24, 199
gGAG-TAG | p.E274X Hurler Clarke (1994) Hum Mutat 3, 275

Ketudat Cairns (2005) Southeast Asian J Trop Med Public Health 36,

CGAG-TAG | p.E299X Hurler 1308

gGCG-ACG | p.A300T | Pseudodeficiéncia | Aronovich (1996) Am J Hum Genet 58, 75
aCAG-TAG | p.Q310X Hurler Bach (1993) Am J Hum Genet 53, 330
gGAC-TAC | p.D315Y Hurler Scott (1995) Hum Mutat 6, 288

GCG-GTG | p.A319V Scheie Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
cGCG-CCG | p.A327P Hurler Bunge (1995) Hum Mutat 6, 91

TACg-TAA | p.Y343X Hurler Voskoboeva (1998) Mol Genet Metab 65, 174
TACg-TAG | p.Y343X Hurler Tieu (1994) Hum Mutat 3, 333

CTG-CGG | p.L346R | Hurler-Scheie | Teng (2000) Clin Genet 57, 131

cGAC-AAC | p.D349N Hurler Scott (1995) Hum Mutat 6, 288

CGAC-TAC | p.D349Y Hurler Venturi (2002) Hum Mutat 20, 231
AAT-ATT | p.N350I Hurler Matte (2003) Mol Genet Metab 78, 37
gCGC-TGC | p.R363C Hurler Yogalingam (2004) Hum Mutat 24, 199
ACG-ATG | p.T364M Hurler Lee-Chen (1997) J Med Genet 34, 939
cACC-CCC | p.T366P Hurler Bach (1993) Am J Hum Genet 53, 330
CAG-CGG | p.Q380R Hurler Scott (1995) Hum Mutat 6, 288
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CGC-CAC
ACG-AGG
gCAG-TAG
TGG-TAG
CGAA-TAA
cGGG-CGG
AGCg-AGG
cGc-ccC
CTG-CCG
CGG-CCG
CCC-CGC
CCC-CTC
ATG-ACG
CCG-CGG
CCG-CTG
CCAA-TAA
CCAG-TAG
cTTC-ATC
cCGA-GGA
cCGA-TGA
tCGA-TGA
cTGG-CGG
cCGA-TGA
CGA-CCA
TCG-TTG
aTGA-GGA
TGAg-TGT

p.R383H
p.T388R
p.Q400X
p.W402X
p.E404X
p.G409R
p.S423R
p.R48IP
p.L490P
p.RA92P
p.P496R
p.P496L
p.M504T
p.P533R
p.P533L
p.Q561X
p.Q584X
p.F602
p.R619G
p.R619X
p.R621X
p.W626R
p.R628X
p.R628P
p.S633L
P.X654G
p.X654C

Hurler
Hurler
Scheie
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler-Scheie
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Hurler
Scheie
Hurler
Hurler

Bunge (1995) Hum Mutat 6, 91
Bartholomew (1998) Hum Mutat 12 291
Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
Scott (1992) Hum Mutat 1, 103

Bunge (1995) Hum Mutat 6, 91

Bach (1993) Am J Hum Genet 53, 330
Yogalingam (2004) Hum Mutat 24, 199
Bunge (1994) Hum Mol Genet 3, 861
Tieu (1995) Hum Mutat 6, 55

Tieu (1995) Hum Mutat 6, 55

Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
Tieu (1995) Hum Mutat 6, 55

Bunge (1995) Hum Mutat 6, 91

Scott (1992) Hum Mutat 1, 333
Voskoboeva (1998) Mol Genet Metab 65, 174
Matte (2003) Mol Genet Metab 78, 37
Lee-Chen (2002) J Formos Med Assoc 101, 425
Yogalingam (2004) Hum Mutat 24, 199
Lee-Chen (1999) Clin Genet 56, 66
Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
Bunge (1994) Hum Mol Genet 3, 861
Bunge (1995) Hum Mutat 6, 91

Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
Matte (2003) Mol Genet Metab 78, 37
Beesley (2001) Hum Genet 109, 503
Tieu (1995) Hum Mutat 6, 55

Bach (1993) Am J Hum Genet 53, 330

Fonte: HGMD (Human Gene Mutation Database) acesso em 28/10/2010

Estudos realizados com pacientes brasileiros revelam que as muta¢Ges mais comuns

sdo p.W402X e p.P533R. Matte et al (2003) encontraram uma frequéncia de 37% dos alelos

com a mutagdo p.W402X e 11,6% com p.P533R. Na mesma analise foram pesquisadas outras

mutacg0es, das quais p.Q70X e p.R89Q foram encontradas com baixa frequéncia no Brasil. Em

outro estudo realizado por Pereira et al (2008) houve uma confirmacdo das altas freqiiéncias

de p.P533R e p.W402X, porém representando 33,33% e 27,8% respectivamente, totalizando

60% dos alelos estudados. Ainda nessa mesma pesquisa a mutagdo p.Q70X, antes encontrada

em baixa frequéncia, ndo apareceu em nenhum dos alelos analisados.
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CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

Vaérios estudos sugerem uma associacdo do gendtipo com a gravidade da doenca. A
mutacdo p.W402X, por exemplo, foi relacionada ao fendtipo grave da doenca (Sindrome de
Hurler), pois a enzima alterada resultante da traducéo do gene com essa alteracdo € degradada
precocemente e ndo inicia sua atividade (Scott et al 1995). Outro exemplo seria a mutagao
p.P533R relacionada com a forma intermediaria (Sindrome de Hurler-Scheie), pois, em
estudos de expressdo, a enzima com essa alteracdo apresentou baixa atividade quando
comparada ao tipo selvagem (Matte et al 2003).

Essa associacdo gendtipo-fenotipo foi estabelecida por Fuller et al (2005), os quais
desenvolveram um estudo correlacionando substratos especificos, com proteinas mutantes,
genotipo e atividade residual de IDUA. Nesse estudo foi estabelecido que uma estreita faixa
de atividade enzimatica é responsdvel por uma grande variedade de manifestacdes clinicas.
Sendo assim a combinacdo da atividade residual da enzima e o substrato fornecem uma
previsdo satisfatoria sobre o comprometimento neurolégico. E a combinacdo de todos o0s
fatores analisados fornece informagdes importantes para se estabelecer diferentes subtipos de

MPS I.

DIAGNOSTICO

Conforme mencionado anteriormente, a MPS | é caracterizada por diferentes sinais e
sintomas, 0s quais indicam a presenca da doenca. A partir de uma suspeita clinica, sdo
solicitados testes bioquimicos especificos, que incluem a analise de GAGs e a medida da

atividade enzimatica. Geralmente o ensaio enzimatico € feito em plasma, leucocitos ou sangue



23

impregnado em papel filtro, enquanto as analises de GAGs sdo realizadas em urina por
dosagem colorimétrica, cromatografia em camada delgada ou eletroforese (Neufeld and
Muenzer, 2001).

O diagnéstico bioquimico, apesar de definitivo, é pouco informativo quanto a
gravidade da doenca, sendo necesséria a analise molecular, que é feita a partir de DNA obtido
geralmente de sangue periférico. A metodologia usualmente utilizada em nosso laboratério
inicia com a extracdo de DNA pelo método de Miller et al (1988) e posterior amplificagdo de
quatro éxons do gene IDUA (2, 8, 9 e 11), através de primers que anelam na regido intrénica
adjacente. Apos verificacdo da amplificacdo, esses fragmentos sdo clivados por enzimas de
restricdo especificas, que permitem a identificacdo das mutagdes comuns na populacéo
brasileira p.Q70X e p.R89Q, p.R383H, p.W402X e p.P533R. Esta tltima mutacdo ¢é analisada
diretamente através da comparacdo da distancia de migracdo em eletroforese vertical em gel
de poliacrilamida apds desnaturacdo, um procedimento denominado SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism). Sdo comparadas a amostra em teste, um homozigoto e um
heterozigoto para a mutacao, além de um controle normal.

Para aqueles pacientes que ndo tem o seu genotipo estabelecido apds a triagem das
mutacdes acima, ¢ feita a amplificagdo dos demais éxons e anélise de SSCP de cada um deles.
A triagem por SSCP visa identificar fragmentos com padrdo de mobilidade alterado que
posteriormente serdo purificados e submetidos a analise por seqlienciamento (Matte et al
2003). A triagem de mutacGes por SSCP visa reduzir os custos do sequenciamento de um
grande namero de éxons, entretanto sua utilizagdo adiciona um tempo significativo na analise

de mutagdes.
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Tendo em vista que o diagndstico molecular € importante para a definicdo da
correlacdo gendtipo-fenotipo, para o aconselhamento genético e até mesmo para a escolha de
abordagens terapéuticas, faz-se necessaria a otimizacdo de um método de andlise répido,
confidvel e acessivel do ponto de vista econdmico que possa ser utilizado na rotina de

atendimento a esses pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estabelecer um método de diagnostico molecular para MPS | mais rapido e com

menor custo do que a abordagem atualmente utilizada no SGM-HCPA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar o tempo e 0s custos das metodologias de analise por DNA e RNA.

2. Padronizar o método de diagndstico molecular através da analise de RNA.

3. Validar o método de diagnéstico molecular através da analise de RNA utilizando
amostras de pacientes com diagnostico molecular ja estabelecido.

4. Propor uma estratégia otimizada de andlise de DNA para melhorar o processo de

diagndstico dos pacientes MPS 1.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi composto por trés etapas principais, as quais serdo descritas em detalhe a
sequir:
1. Analise de tempo e custo da deteccdo de mutagdes através do seqiienciamento direto
do cDNA em comparagdo com a analise de DNA tradicional;
2. Padronizacéo e validagdo de um método de sequenciamento direto de cCDNA;

3. Proposta de um protocolo mais eficiente para detecgdo de mutagdes em MPS 1.

1 ANALISE DE TEMPO E CUSTO DA DETECGCAO DE MUTACOES ATRAVES DO
SEQUENCIAMENTO DIRETO DO cDNA EM COMPARACAO COM A ANALISE DE
DNA TRADICIONAL

A comparacgdo entre as duas abordagens foi feita através de levantamentos do tempo
gasto para o desenvolvimento de cada uma das técnicas e do custo médio de diagndstico
molecular por paciente. Para a analise tradicional foram considerados tanto o rastreio de 5
mutacdes comuns distribuidas em 4 éxons, quanto a genotipagem completa, ou seja, a analise
dos 14 éxons.

Para o levantamento do tempo, foi utilizado o tempo médio de cada etapa, conforme a
Tabela 3, sendo que algumas etapas sdo comuns a ambas as técnicas enquanto outras
apresentam variagdes. Em ambos os métodos a etapa inicial considerada foi a extracdo de
DNA/cDNA e a etapa final o seqiienciamento. O tempo total calculado para cada etapa foi
obtido multiplicando-se o valor médio pelo nimero de vezes em que essa etapa foi realizada

para cada técnica.
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Tabela 3: Tempo médio em horas de cada etapa da anélise de DNA e RNA

Etapa Tempo médio DNA RNA
Extracio 12 horas/4 horas’ x 1 x 1
Conversdo para cDNA 1,5 horas N&o usado x1
PCR 2,5 horas x 13° x5
Verificacdo de PCR 1 hora® x 13 X5
Digestéo 6,5 horas X3 Né&o usado
Verificacdo de digestéo 2,5 horas® X3 Né&o usado
SSCP 2,5 horas® x 12 N4&o usado
Purificagcdo de PCR 1 hora x 13 X5
Seqiienciamento 4,7 horas” x1 x1

Fonte: Dados da Pesquisa

'O tempo de 12 horas é referente ao método de analise por DNA, enquanto o tempo de 4 horas corresponde &
analise por RNA.

2 Os éxons 11 e 12 séo amplificados na mesma reagéo.

¥ Incluido tempo de aplicagdo das amostras e eletroforese

* Incluido tempo para reagdo de seqiienciamento, purificagdo e corrida em seqiienciador automatizado de 16
capilares.

Para a analise dos custos, foram utilizados os valores existentes em uma planilha
financeira elaborada por um administrador (Anexo B), a qual contabiliza desde o custo com
reagentes, quanto com materiais diversos (como luvas, tubos, etc) e pessoal para realizacdo da
tarefa (Schlatter RP, 2006). Os valores utilizados foram atualizados através de contato com
fornecedores realizados entre julho e outubro de 2010.

As anélises ndo levaram em consideracdo falhas de amplificagdo ou necessidade de

repeticdo de experimentos em nenhuma das técnicas comparadas.

2 PADRONIZACAO E VALIDACAO DE UM METODO DE SEQUENCIAMENTO
DIRETO DE cDNA

A analise por cDNA foi padronizada utilizando primers para amplificacdo do cDNA

completo em 5 reagdes de PCR que originam fragmentos com extremidades sobreponiveis.
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Os pares de primers sobrepostos foram desenhados utilizando os softwares Vector NT1 e IDT,
possibilitando montar na integra todo o cDNA. Conforme ilustra a Figura 3, o primeiro par de
primers (5° CGCCCAGACTCCGACCCG 3’ e 5 CGGTAGGTACGGACTGGCG 3°) se
anela no inicio do éxon 1 e na juncdo dos éxons 4 e 5, produzindo um fragmento de 583pb
(Genbank NM_000203.3). O segundo par (5° GCTTGTCACCACCAGGGGG 3’ e 5’
GGAGCAGGAGAAGGTCGTCGC 3’) se anela na juncdo dos éxons 2 e 3 e no inicio do
éxon 7, amplificando  uma  sequéncia de  555pb. Os  primers 5
GCGTGCGGCTGGACTACATC 3’ e 5° GCGAGCGACGACACCCG 3’ geram um
fragmento de 583pb e sdo complementares ao final do éxon 6 e a regido central do 9. O quarto
par (5 CCTGGACAGCAACCACAC 3’ e 5 GTTCTGGTCTGGTCGGATG 3’) se anela no
inicio do éxon 9 e no final do 12 amplificando um fragmento de 479pb. O Ultimo par de
primers (5 CCGTCGCTTTTGCTGGTGC 3’ e 5° CCTCCCATCACCCCCTTTGC 3’) se
anela na porcdo final dos éxons 11 e 14, produzindo um fragmento de 460pb. Foram testadas
diferentes temperaturas de anelamento (de 50°C a 65°C), concentragdes de MgCl, variando de
1 a4 mM, dNTP (0,2 a 0,4 mM) e uso de DMSO (Dimetilsulfoxido). A padronizagdo das

condicdes de PCR foi realizada utilizando uma amostra de DNA plasmidial contendo o cDNA

de IDUA.
— —> —> —> —
E1 E2 |E3|E4|E5 E6 E7 E8 E9 | E10 | E11 [E12[E13]  E14
-« -« - -« S
583pb
555pb
583pb
479pb
460pb

Figura 3: Desenho esquematico do gene IDUA com a localizagdo dos primers e seus respectivos tamanhos
de amplicons
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A confirmacéo da correta amplificagdo dos amplicons foi realizada por eletroforese em
gel de agarose de 1,5% corado com brometo de etidio e as amostras foram submetidas a um
campo elétrico nas seguintes condic¢des: 95voltz, 300mA por 30 min.

Para a validacdo da técnica em um grupo de pacientes foram coletadas novas amostras
de sangue de dois pacientes com diagndstico molecular realizado por analise de DNA. O
sangue foi coletado em tubos especiais (Pax tube - Qiagen) para evitar a degradacdo da
molécula de RNA, a qual foi extraida com o kit PaxGene (Qiagen). De outros trés pacientes, o
RNA foi obtido a partir de fibroblastos cultivados. Nesses casos, a extrac¢ao foi feita com o kit
RNeasy (Qiagen). Apos, foi feita a conversdo de 5ug de RNA total para cDNA, através da
enzima SuperScript I Reverse Transcriptase e RNaseOUT (Invitrogen).

Os fragmentos de PCR foram amplificados conforme método padronizado e apés a
confirmacgéo da amplificagédo foram purificados com EXO | (Exonuclease 1) e SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase) e, enviados para seqiienciamento automatizado no SGM-HCPA. Os

produtos seqlienciados foram analisados no software Chromas Lite.

3 PROPOSTA DE UM PROTOCOLO MAIS EFICIENTE PARA DETECCAO DE
MUTACOES EM MPS .

O numero de mutagdes encontradas em cada éxon do gene IDUA foi obtido no

HGMD. A freqliéncia absoluta das mutages foi calculada de acordo a seguinte férmula:
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N° de mutagdes no éxon
N° total de mutacGes no gene

A freqiiéncia cumulativa foi calculada a partir da soma das freqiiéncias absolutas apds
0 agrupamento dos éxons em quatro categorias: no grupo A éxons com 9 ou mais mutacées
descritas; no grupo B éxons com 4 a 8; o grupo C incluiu éxons com 2 ou 3 mutagoes; e 0 D
aqueles com menos de 2 mutacgdes descritas.

A frequéncia relativa das muta¢Ges em pacientes sul-americanos com MPS | foi obtida
a partir de um banco de pacientes com MPS | ja diagnosticados do Servico de Genética
Médica (SGM) entre 1996 e 2009 por analise de DNA. Este banco possui um total de 176

pacientes, dos quais 98 foram genotipados. Para calculo da freqiiéncia foi usada a formula:

N° de alelos mutados no éxon
NC total de alelos mutados no gene
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RESULTADOS

1 ANALISE DE TEMPO E CUSTO DA DETECCAO DE MUTACOES ATRAVES DO
SEQUENCIAMENTO DIRETO DO cDNA EM COMPARACAO COM A ANALISE DE
DNA TRADICIONAL

A avaliagdo de tempo e custo da detecgdo de mutacdes através do seqlienciamento
direto do cDNA em comparacdo com a analise de DNA tradicional revelou uma série de
vantagens do método alternativo, tanto em termos de tempo despendido, quanto de custo.

Como a analise de cDNA compreende o sequenciamento total de toda a regido
codificante, inicialmente foi feita a comparagdo com o sequienciamento completo do gene
IDUA. A anélise do DNA de todo o gene IDUA leva 121,2 horas enquanto a anélise de todo o

MRNA do mesmo gene leva apenas 38,7 horas (Grafico 1). Os valores e tempos de cada etapa

estdo detalhados na Tabela 4.

140 4
1212
120 4
Seqiienciamento
TR 1 ® Purificacio
@
® m SSCP
e 80 - - .
S ® Verificagdo Digestdo
) o
g 60 - ® Digestdo
ﬁ 387 Verificagdo PCR
40 - = PCR
b = Conversdo em cDNA
0
DNA RNA

Gréfico 1: Tempo médio de andlise de todo o gene IDUA através de anélise por DNA e RNA, com
destaque para o tempo de cada etapa em particular, por paciente



Tabela 4: Tempo e custo detalhados de cada etapa envolvida na anélise por DNA e RNA por paciente

Tempo (horas) Custo (R$)
DNA RNA DNA RNA
Extragdo’ 12 4 R$ 20,32 R$ 98,07
Conversdo em cDNA 0 7,5 R$ 0,00 R$ 45,02
PCR 32,5 125 | R 199,68 R$ 76,80
Verificacdo PCR 13 5
Digestao 19,5 0 R$ 45,00 R$ 0,00
Verificacdo Digestéo 7,5 0
SSCP 25 0 R$ 147,50 R$ 0,00
Purificacéo 13 5 R$ 164,78 R$ 58,85
Sequienciamento 4,7 4,7 R$ 350,00 R$ 125,00
Totais 127,2 38,7 R$ 927,28 R$ 403,74

Fonte: Dados da Pesquisa
*Método de Miller et al 1988.

Entretanto, uma vez que para muitos pacientes é feito apenas o rastreio para as
mutacOes comuns, ambas as metodologias foram comparadas apenas para a detecgcdo dessas
mutacdes (amplificacdo dos éxons 2, 8, 9 e 11-12 seguido por digestdo enziméatica ou SSCP
no caso do DNA ou sequenciamento no caso de cDNA). Neste caso, 0 uso de cDNA

despenderia cerca de 50% menos tempo que a técnica tradicional (Gréfico 2).
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Gréfico 2: Tempo médio de rastreio por mutagdes comuns no gene IDUA através de analise por DNA e
RNA, com destaque para o tempo de cada etapa em particular, por paciente

O custo médio, em reais, para genotipagem completa de cada paciente usando DNA

foi de R$ 927,28, enquanto por RNA, esse custo baixa para R$ 403,74 (Gréfico 3).

R$1.000,00
R§90000 | 002728
R$ 800,00 , .
¥ Bequenciamento
R$ 700,00 | 3
¥ Purificagéo
R$ 600,00 |
B 35CP
R$ 500,00 -
R$403,74 ® Digestio
R$400,00 |
)
R$ 300,00 - PCR
- »
R$ 200,00 - - Conversdo em cDNA
R$ 100,00 | Extragéo
R$0,00 . .
DNA RNA

Gréfico 3: Custo médio de analise de todo o gene IDUA através de analise por DNA e RNA, com destaque
para o custo de cada etapa em particular.
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Os custos também foram comparados na situagdo em que apenas as mutagdes comuns
fossem contempladas. Essa comparacdo evidenciou que a andlise por cDNA nesse caso

custaria mais que o dobro que o estudo por DNA (Graéfico 4).

R$ 350,00 -

R$299,48
R$ 300,00 -
R$ 250,00 - Sequenciamento
® Purificagio
RB200007 s = SSCP
R$ 150,00 - ®Digestio
EPCR
e ® Conversiaoem cDNA
R$ 50,00 - Extracéo
R$0,00 - .
DNA RINA

Graéfico 4: Custo médio para diagndstico de mutagdes comuns no gene IDUA através de andlise por DNA e
RNA, com destaque para o tempo de cada etapa em particular, por paciente

2 PADRONIZACAO E VALIDACAO DE UM METODO DE SEQUENCIAMENTO
DIRETO DE cDNA

As condicOes de amplificagdo que obtiveram os melhores resultados utilizaram 5ng de
cDNA, tampéo de aménia 1X (160mM (NH,4),SO4, 670mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% (v/v) e
Tween 20), DMSO 10%, 1,5mM de MgCl;, 0,4mM dNTP, 20pmol de cada primer e 1U de
Taq DNA-polimerase em um volume total de 25uL. O amplicon 4 ndo necessitou adicédo de
DMSO e utilizou 2mM de MgCl,, enguanto que o amplicon 5 foi padronizado com 1,76mM

de MgCl,. As condicOes para as reacOes de amplificagéo foram desnaturacao inicial de 5min a
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94°C. Em seguida 1min de desnaturacdo na mesma temperatura, anelamento por 1min a
diferentes temperaturas (Tabela 5), extenséo de 1min e 30s a 72°C, sendo essas condicoes
repetidas 35 vezes. Foi realizada uma extensdo final de 10min a 72°C e os produtos

amplificados foram conservados a 4°C até a revelagéo.

Tabela 5: Temperatura de anelamento dos amplicons na anélise por cDNA.

Amplicon Temperatura de anelamento
1 59°C
2 56°C
3 55°C
4 61°C
5 56°C

Fonte: Dados da Pesquisa

Quando submetidas a eletroforese em gel de agarose obteve-se uma banda Unica e

definida, de tamanho adequado (Figura 4).

100pb 1

583pb '

555pb 583pb

4soph 460pb

Figura 4: Fotos de eletroforeses em gel de agarose 1,5% com as bandas correspondentes aos 5 amplicons.
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Para validar a metodologia proposta, foram analisados 5 pacientes com diagndstico

molecular de MPS 1 ja descrito (Matte et al 2003), conforme mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Gendtipo dos cinco pacientes utilizados para validacao da anélise de cDNA

Pacientes Alelo 1 Alelo 2
A p.P533R p.R383H
B p.W402X p.W402X
C p.W402X | g.3308 _3319del
D p.Q70X IVS11-1g>t
E p.W402X p.R89Q

Fonte: Matte et al 2003

A extracdo de RNA dos pacientes resultou em sua maioria em amostras com cerca de

80ng/pLL.

Paciente A

A troca de uma guanina por uma adenina que caracteriza a mutagao p.R383H pode ser
claramente visualizada em heterozigose na Figura 5. N&do foi possivel obter um

sequenciamento de qualidade da mutagédo p.P533R, apesar da amplificacdo ter funcionado.

TGT TG CI[A|]C AAGCC G

Figura 5: Mutacgdo p.R383H em heterozigose no cDNA do paciente A
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Paciente B

A mutacdo p.W402X, que acarreta um cddon de terminacdo prematuro, esta presente
em homozigose nesse paciente. Apesar de inUmeras tentativas, ndo foi possivel a amplificacéo

de nenhum dos cinco amplicons desse individuo.

Paciente C

A substituicdo de uma guanina por uma adenina no codon 402, alteracdo que
caracteriza a mutacdo p.W402X pode ser observada com dificuldade no sequenciamento do
cDNA abaixo (Figura 6). A heterozigose para essa mutacdo € notada devido a um pequeno
sinal do amino&cido adenina (A).

A mutacdo g.3308_3319del € a delecdo de 12pb do meio do intron 11 que afeta o
splice do mRNA. O amplicon 4, que compreende o fragmento entre os éxons 9 e 12, nunca

foi obtido, apesar de inimeras tentativas.

CAGCTCT.GGCCG;‘-;;;

-
J

[ /|
i |
fl !il ||| l| AR

Figura 6: Mutacdo p.W402X em heterozigose no cDNA do paciente C
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Paciente D

A mutacdo p.Q70X, decorrente da troca de uma citosina por uma timina no cédon 70,
leva a substituicdo de uma glutamina por um cédon de terminacdo e o alelo com essa mutagdo
ndo foi visivel por seqlienciamento (Figura 7).

A mutacdo 1VS11-1g>t é uma mutacdo no sitio de splice. O amplicon 4, que

compreende o fragmento entre os éxons 9 e 12, nunca foi obtido, apesar de inimeras

tentativas.
TGGGAC[C/AGCAGCTC
e{\'n
Sy
Figura 7: Mutacéo p.Q70X néo visivel no cDNA do paciente D
Paciente E

A mutacdo p.R89W ocorre pela substituicdo de uma citosina por uma timina, a qual

pode ser observada em aparente homozigose na Figura 8.

CAGGTCGGACCCAC

Figura 8: Mutacgdo p.R89W em homozigose no cDNA do paciente E
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A mutagdo p.W402X, decorrente da substituicdo de uma guanina por uma adenina no

cédon 402, ndo é visivel no sequenciamento do cDNA (Figura 9).

Ca GCTCT|IGIGGC CG & A

Figura 9: Mutacéo p.W402X nao visivel no cDNA do paciente E

Em resumo, os resultados obtidos através da analise de cDNA para os pacientes

estudados, em comparagdo com o resultado obtido por DNA encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Comparativo dos diagnésticos por DNA e RNA dos pacientes analisados

DNA cDNA
Pacientes | Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2
A p.P533R p.R383H p.R383H
B p.W402X p.W402X N&o amplificou
C p.W402X | 9.3308_3319del p.W402X ? N&o amplificou4 e 5
D p.Q70X IVS11-1g>t Amplicons N&o amplificou4 e 5
E p.W402X p.R89Q p.R8OW p.R8OW

Fonte: Dados da Pesquisa

3 PROPOSTA DE UM PROTOCOLO MAIS EFICIENTE PARA DETECCAO DE
MUTACOES EM MPS .

O levantamento no HGMD totalizou 75 mutagdes sem sentido ou com sentido trocado,
distribuidas entre os 14 éxons do gene IDUA, conforme demonstra o Grafico 5. A Tabela 8

mostra 0 agrupamento desses éxons e a freqiiéncia cumulativa dessas mutagoes.
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Gréfico 5: Frequiéncia absoluta das mutac6es descritas para cada éxon do gene IDUA.

Tabela 8: Freqiiéncia Cumulativa das mutacdes descritas para o gene IDUA.

Grupos | N°de Exons | Freg.Cum. Exons
A 4 64% 2,7,8el4
B 3 84% 59e10
C 4 97% 1,4,11e13
D 3 100% 3,6e12

Fonte: Dados da Pesquisa
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De acordo com esses dados, o estudo de apenas 4 éxons do grupo A seria suficiente

para caracterizar 64% das mutacdes e com apenas mais 3 éxons (grupo B) teriamos 84% dos

alelos identificados.

Entretanto, se usarmos como populacdo amostral o banco de pacientes sul-americanos

ja diagnosticados no SGM o resultado é bastante diverso (Grafico 6). Se fossem analisados 0s

4 éxons do grupo A, seriam encontradas apenas 23% das mutacGes e com a anélise conjunta

com o grupo B chegar-se-ia a 72%. Ou seja, uma reducdo de 12% em relacdo aos 84%

previstos.
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Gréfico 6: Comparativo entre a analise proposta pelo HGMD e a freqiiéncia cumulativa aplicada a nossa
populacdo amostral de 176 pacientes.

Redistribuindo os agrupamentos acima de acordo com a freqiiéncia de mutacGes
encontrada em nosso meio (Grafico 7), de forma que o grupo A contenha aqueles éxons com
mutacdes mais freqlientes em nossa populagéo, os resultados tornam-se bem mais satisfatorios

(Tabela 9).
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Gréfico 7: Freqiiéncia das mutacdes em 176 pacientes



Tabela 9: Agrupamento proposto baseado nas frequéncias das mutacgdes encontradas na populagao

] amostral ]
Grupos | N° de Exons Exons
A 2 9e1l
B 2 2e8
C 4 1,5 6¢e14
D 6 3,4,7,10,12¢ 13

Fonte: Dados da Pesquisa
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Atraveés dessa andlise teriamos 70% dos alelos com o estudo de apenas 2 éxons e com

mais 2 éxons encontrariamos as mutacdes de 86% dos alelos dos nossos pacientes (Gréfico 8).

100%
90%
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50%
40%
30%
20%
10%

0%

Freqiiéncia

Grupos

Gréfico 8: Freqiiéncia Cumulativa das mutacdes encontradas para o gene IDUA na nossa populagéo

amostral de 176 pacientes
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DISCUSSAO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de estabelecer uma
metodologia mais eficiente para diagnosticar pacientes com mucopolissacaridose tipo I. Como
a metodologia tradicional estd focada na busca por muta¢bes comuns, em alguns casos 0
genotipo dos pacientes ndo € estabelecido por completo. Caso esse ou outro método de anélise
fosse ampliado para varrer os 14 éxons do gene IDUA, ter-se-ia provavelmente, o gendtipo
completo da grande maioria dos pacientes.

Sendo assim, resolveu-se buscar uma metodologia que atendesse a essa necessidade de
varredura completa ou, pelo menos, mais abrangente do gene, porém com baixo custo e tempo
de analise reduzido. Inimeras foram as possibilidades de abordagem, cada uma delas com
suas vantagens e desvantagens. A técnica deveria ser viavel em termos de tempo e
financeiramente a fim de atender as necessidades estabelecidas.

Sequenciar o gene inteiro pela metodologia tradicional levaria muito tempo e teria um
custo relativamente elevado em funcéo do numero de éxons. A producdo de amplicons longos
que possam ser seqlenciados internamente (Matte et al 2010) reduziria o tempo porém nao
seria financeiramente vantajoso devido ao alto custo da Taq DNA-polimerase utilizada neste
processo. A triagem por SSCP usada na abordagem tradicional e o seqiienciamento apenas
dos éxons com mobilidade alterada é uma técnica com baixo custo e ja padronizada para uso
em pacientes MPS 1. Essa técnica se baseia na aplicacdo de amostras desnaturadas a
eletroforese em géis de poliacrilamida ndo-desnaturantes. A conformacéo secundéaria adotada
pelas fitas simples durante a migracdo € dependente de sequéncia primaria de nucleotideos,
portanto alteracGes no padrdo de migracéo entre duas amostras indicam uma diferenca nas

suas seqiiéncias de bases. E uma técnica inadequada para fragmentos menores que 200pb ou
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maiores que 400pb, possuindo sensibilidade limitada (Strachan and Read 2002), além de ser
bastante trabalhosa e consumir muito tempo.

Técnicas como ensaios TagMan e ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation
System), sdo mais apropriadas para mutagdes conhecidas e poderiam ser usados nas etapas de
triagem. A técnica de ARMS baseia-se na utilizacdo de dois pares de primers, cada um
especifico para um tipo de regido, ou seja, um especifico para a regido mutante e outro para a
mesma regido sem a mutacdo. O método de analise por TagMan parte do mesmo principio,
porém sdo usados primers e uma sonda marcada com fluoréforo, a qual vai emitir
fluorescéncia quando degradada pela atividade exonucledsica da Taq DNA-polimerase
(Strachan and Read, 2002). A técnica de TagMan ja foi usada em doencas lisossdmicas de
depésito, gangliosidose GM1, em modelo animal para testar a eficiéncia no diagnostico e foi
obtido resultado semelhante ao uso de enzimas de restricdo (RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphism) (Chang et al 2010). Apesar de que ndo se encontra tantas mutacoes
novas para o gene IDUA, o desenvolvimento de inlmeras sondas ou primers especificos para
cada uma dessas mutacGes tornaria o experimento invidvel financeiramente.

Metodologias de triagem por dHPLC (Denaturing High-Performance Liquid
Chromatography) ou HRM (High Resolution Melting) também podem ser interessantes. O
dHPLC est& baseado na analise da mobilidade de fitas homo e heteroduplex de DNA em uma
coluna cromatografica (Strachan and Read, 2002). Esse método ja foi testado para
diagnosticar pacientes com MPS | e apresentou eficiéncia e sensibilidade satisfatérias (Kasper
et al 2010). O HRM se baseia no aquecimento da dupla fita de uma sequéncia amplificada de
DNA e a posterior andalise da temperatura e do nivel de fluorescéncia emitida (Wittwer et al
2003). A desvantagem nesses casos é o longo tempo do processo de padronizacdo e a

necessidade de equipamentos especializados e de alto custo.
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Pensou-se entdo na analise por cDNA, a qual faria a varredura de todo o mRNA em
apenas cinco reacbes de amplificacdo, ao invés das treze reacOes propostas pelo método
tradicional. Foram feitos levantamentos comparativos de tempo e custo de todas as etapas
envolvidas em ambas as metodologias para se estabelecer as vantagens e desvantagens de
cada uma delas. Os levantamentos demonstraram uma grande vantagem da analise por cDNA,
visto que essa estratégia mostrou-se mais rapida (reducdo de 70% no tempo gasto para
pesquisa de todo o gene) e menos onerosa (cerca de 55% menos) que a metodologia
tradicional. Mesmo se utilizada apenas para o diagnostico de mutagdes comuns, a pesquisa
através do cDNA ainda levaria vantagem com relacdo ao tempo, apesar de ter um custo mais
alto. A metodologia proposta previa a busca por mutages comuns em 50% menos tempo que
a tradicional. Decidiu-se entdo apostar nessa estratégia, que parecia bastante vantajosa, e
passou-se para a etapa de padronizacdo da técnica.

Foram desenhados primers especificos para cDNA e as padroniza¢Ges dos amplicons
foram estabelecidas apds inimeras tentativas. Apesar de 0s softwares especificos para
desenhos de primers indicarem a temperatura ideal de anelamento, essa pode variar, tanto que
em nenhuma das amplificagcbes foi mantida a temperatura original indicada, visto que em
condigdes especificas de certos reagentes os primers podem variar um pouco sua temperatura
de anelamento (Burpo 2001). Além disso, a concentracdo dos reagentes também variou
bastante da estabelecida originalmente. Foi realizada uma curva de magnésio, que é um
cofator da enzima que faz a extensdo da fita amplificada, e adicdo de tampdes especificos para
facilitarem o anelamento dos primers, como o tampdo de amonia, que facilita essa reacdo em
regides ricas em GC (caso do gene IDUA) e DMSO, o qual aumenta a eficiéncia e a

especificidade dos primers. (Chakrabarti and Schutt, 2001).
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Apos a padronizagdo das amplificacGes, passou-se para a etapa de aplicagdo da técnica
nas amostras dos pacientes. Foram selecionados pacientes com tipos diversos de mutagdes a
fim de validar a nova metodologia de forma mais abrangente.

Na padronizacdo do método de analise por cDNA, as tentativas de amplificagdo foram
feitas em controles normais, portanto todos amplificavam com a mesma eficiéncia. J& nas
amostras de pacientes com mutacdes do tipo stop-codon esses produtos néo amplificaram ou
amplificaram com grande dificuldade, apresentando uma banda bem fraca quando revelada
em gel de agarose. Assim sendo, mesmo nos pacientes em que foi possivel visualizar algum
sinal desse tipo de mutacdo, o pico no seqiienciamento ficou bastante baixo, praticamente
impossivel de se inferir um diagndstico preciso. Provavelmente a razao para esse insucesso da
amplificacdo tenha sido a degradagdo do mRNA de IDUA pelo complexo NMD (Nonsense-
Mediated mRNA Decay). A degradacdo do mRNA mediada por mutagdes sem sentido (NMD)
é um sistema de vigilancia que degrada mMRNAs com cddons de terminacdo prematuros. Sao
considerados codons de terminacdo prematuros, para mamiferos, aqueles localizados de 50 a
54 nucleotideos da por¢do 5’ da juncdo éxon-éxon (Inacio et al 2004). Esse sistema evita, com
algumas excecOes (Asselta et al 2001), que moléculas com essa caracteristica originem
proteinas malformadas, impedindo assim tradugdes desnecessarias. Especificamente em MPS
| esse sistema foi descrito por Menon and Neufeld (1994) evidenciando a instabilidade do
MRNA de pacientes homozigotos para mutacdes sem sentido, 0s quais ndo possuiam essa
molécula em niveis suficientes para serem detectadas. Anos depois, Hein et al (2004) fizeram
um estudo de expressdo introduzindo as mutagdes sem sentido p.W402X e p.Q70X em
cultivo celular e confirmaram a hipdtese anterior de reducéo dos niveis de mRNA. Inclusive
nesse estudo foi obtida uma reducéo significativa de mRNAS nas células que foram mutadas

para p.W402X.
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Essa é uma limitacdo importante da técnica, especialmente visto que mais de 60%
(Matte, comunicacdo pessoal) dos pacientes sul-americanos com MPS | apresentam mutagdes
sem sentido. No paciente homozigoto para p.W402X, por exemplo, ndo se obteve sucesso
nem mesmo nas amplificages, pois provavelmente seu mRNA havia sido totalmente
degradado. Além disso, alguns pacientes heterozigotos para uma mutagdo sem sentido e outra
mutacdo de sentido trocado podem ser falsamente identificados como homozigotos para a
mutacédo de sentido trocado, como ocorreu com o paciente E.

Além disso, também houve dificuldade em amplificar fragmentos com mutacGes nos
introns, descritas como possiveis de alterarem o sitio de splice nessas moléculas. Novamente,
os fragmentos que compreendiam essas mutacdes ndo foram amplificados e, quando
amplificados, os sequenciamentos ndo ficaram definidos o suficiente para inferir um
diagnoéstico. Provavelmente, afetando o sitio de splice, 0 mMRNA desses pacientes nao
apresentava as regifes proximas nas quais 0s primers desenhados se anelariam, ja que alguns
deles se anelavam na jungdo éxon-éxon. Foi o caso da mutacao g.3308_3319del, por exemplo,
possivel de afetar o sitio de splice (Matte et al, 2003). O amplicon desse paciente que
compreende essa mutagdo nao amplificou apesar de inimeras tentativas.

As mutacdes de sentido trocado, por outro lado, foram facilmente visualizadas por
seqlienciamento. Inclusive, ao sequenciar um paciente anteriormente genotipado como
heterozigoto para a mutagdo p.R89Q (paciente E) viu-se que a mutacdo existente era a
p.R89W (Bunge et al 1995). A analise dessa mutacdo pela metodologia tradicional é feita
através da clivagem de fragmentos com a enzima de restricdo Mspl, que reconhece o sitio 5’
C_CGG 3’ e cliva o DNA sem alteracdo. Portanto, independente da troca do nucleotideo, a
enzima reconhecera o sitio alterado e ndo clivard. Essa € uma limitagdo da técnica de andlise

de DNA por enzimas de restricdo, ja que os fragmentos ndo séo sequenciados rotineiramente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bunge%20S%22%5BAuthor%5D
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Existe uma correlacdo genotipo-fenodtipo bem estabelecida para MPS | (Fuller et al 2005) e a
identificacdo precisa da substituicdo de aminodcidos pode ter repercussdes para a
classificacdo e manejo correto dos pacientes. Nesse caso, a mutacdo p.R89Q esta associada a
um fendtipo leve da doenca (Scott et al 1993; 1995) e p.R89W também foi descrita como
associada a formas leves (Hein et al 2003), apesar de alguns autores indicarem outro tipo de
associacdo (Bunge et al 1995). No entanto, especificamente para este paciente, como o
segundo alelo era p.W402X, o resultado do seqiienciamento do cDNA foi homozigose para a
mutacdo p.R89W, o que também nao esta correto.

Em resumo, o diagndstico por cONA é muito sujeito a erros e imprecisdes. Talvez por
isso na literatura ndo seja comum a descrigdo de mutacdes utilizando essa estratégia, e sim, o
uso de cDNA para outras analises, como estudos de expressao (Scott et al 1991), de atividade
enzimatica (Lee-Chen et al 1999) ou terapia génica (Herati et al 2008). Por esse motivo torna-
se necessario aperfeicoar a abordagem de andlise por DNA tradicional para se obter um
resultado satisfatorio em menos tempo e com custo menor. Para tanto, foi proposta a pesquisa
por mutagdes iniciando-se com o sequenciamento direto dos éxons 9 e 11, 0s quais possuem o
maior nimero de mutacfes nos pacientes ja analisados. Com apenas essa analise, seria
possivel estabelecer cerca de 70% dos alelos e, juntamente com o sequienciamento de mais 2
éxons, ou seja, 4 éxons do total de 14, sendo eles 0 2 e 0 8, seriam determinados 86% dos
alelos pesquisados. Contudo, esta estratégia deve ser validada em um nimero maior de
pacientes para que seja possivel aperfeicoar o processo de diagndstico, sem que haja

diminuicdo na sua eficiéncia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hein%20LK%22%5BAuthor%5D
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CONCLUSOES

Foram feitas comparacdes de tempo e custo entre as metodologias de analise por DNA
e RNA considerando-se cada etapa envolvida no processo de genotipagem dos pacientes,
sendo que a analise de RNA mostrou-se vantajosa, tanto do ponto de vista econdmico quanto
em relagéo ao tempo despedido.

A padronizacdo do método de diagndstico molecular através da anélise de RNA foi
realizada com sucesso utilizando um plasmideo contendo o cDNA do gene IDUA humano.

Foi realizada a validacdo da técnica de andlise por RNA, utilizando-se amostras de
pacientes ja diagnosticados. Essa abordagem apresentou falhas, relacionadas principalmente a
amplificacdo de mutacdes sem sentido ou em sitio de splice.

Como a anéalise por RNA ndo atendeu as necessidades propostas, foi sugerida uma
nova estratégia de abordagem para a técnica de analise por DNA, privilegiando o
seqlienciamento direto dos éxons com maior freqiéncia de mutacGes, a qual deve ser validada

num namero maior de pacientes.
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ABSTRACT

Mucopolisaccharidosis type I (MPS 1) is an autosomal recessive disorder caused by
the deficiency of a-L-iduronidase (IDUA). A whole spectrum of severity is observed, ranging
from the severely affected Hurler patients that usually die within the first decade of life, to the
attenuated form of Scheie patients, with preserved intelligence and normal lifespan.
Genotype-phenotype correlations have been established, hence emphasizing the importance of
mutation detection. Aiming to minimize the time consuming process of sequencing the 14
exons of IDUA gene, we standardized the sequencing from cDNA molecules and validated
this process for a group of patients whose mutations had been previously identified by DNA
analysis. Although we were able to standardize a method of whole gene analysis using 5 PCR
amplifications, cDNA proved to be unsuitable for the analysis as patients bearing splice site
and nonsense mutations were not correctly genotyped.

Keywords: Mucopolisaccharidosis Type I, cDNA, Mutation Detection.
INTRODUCTION

Mucopolisaccharidosis type I (MPS I, OMIM 252800) is an autosomal recessive
disorder caused by the deficiency of a-L-iduronidase (IDUA, E.C. 3.2.1.76). Undegraded or
partially degraded dermatan and heparan sulfate accumulate in the lysosomal compartment
and trigger a not fully understood cascade of events that lead to the clinical manifestations of
the disease [1]. A whole spectrum of severity is observed, ranging from the severely affected
Hurler patients that usually die within the first decade of life, to the attenuated form of Scheie
patients, with preserved intelligence and normal lifespan [2]. Genotype-phenotype
correlations have been established [3], hence emphasizing the importance of mutation
detection.

Although p.W402X is the most prevalent mutation in most populations worldwide,
mutation frequency varies and in Brazil 37% of the patients bear private mutations [4]. In
order to minimize costs, several centers perform a screening for the most prevalent mutations
by restriction fragment length polymorphism. For those patients not genotyped at this stage,
complete gene sequencing is performed. Aiming to minimize the time consuming process of
sequencing the 14 exons of IDUA gene, we standardized the sequencing from cDNA
molecules and validated this process for a group of patients whose mutations had been
previously identified by DNA analysis.

PATIENTS AND METHODS

Four patients with mutations previously identified [4] were invited to participate in
this study. Peripheral blood was collected in PAXgene Blood RNA tubes (PreAnalytix, BD)
and RNA was extracted using PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen). Three patients had his
RNA extracted from cultured fibroblasts using RNeasy (Qiagen). Then, 5ug of RNA were
converted to cDNA using SuperScript Il Reverse Transcriptase e RNaseOUT (Invitrogen). As
a positive control it was used a plasmid containing IDUA cDNA [5].

Five pair of primers were designed to cover the whole gene (Tab. 1) with overlapping
extremities. Amplification conditions used 5ng cDNA, 1X Ammonium Buffer (160mM
(NH4)2SO4, 670mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% (v/v), Tween 20), DMSO 10% (except for
amplicon 4), 1.5mM de MgCl; (except for amplicon 5, that used 1.75mM), 0.4mM dNTP,
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20pmol of each primer and 1U Taq DNA polymerase (Invitrogen), in a total volume of 25pL.
Thirty-four cycles of amplification were performed in Verity Thermocycler (Applied
Biosystems) at the indicated annealing temperatures. Amplified fragments were purified with
Exo-SAP (GE Healthcare) and submitted to automated sequencing on ABI 3100 using
BigDye v3.1 (Applied Biosystems).

RESULTS

Amplification conditions were standardized using plasmid cDNA. RNA extraction and
cDNA conversion of patient’s samples were performed without remarks. However, cDNA
amplification of particular patient’s amplicons proved difficult, especially those bearing splice
site or nonsense mutations. Tab. 2 summarizes the results found from cDNA analysis
compared to mutations reported after DNA analysis.

Mutation 1VVS11-1g>t in patient A is a splice site mutation located on intron 11,
whereas mutation ¢.3308_3319del in patient B is a deletion of 12 bp in the middle of exon
11, that potentially interferes with splice by affecting the branching. Amplicons 4 and 5 that
comprise the fragment between exons 9 and 14 were never obtained for these two patients,
despite numerous attempts.

Moreover, nonsense mutations also failed to amplify, as observed by patient D who is
homozygous for p.W402X. In this patient, to exclude the possibility of RNA/cDNA problems,
the amplification of GAPDH cDNA was performed successfully (data not shown). In
addition, patients who are compound heterozygous for nonsense mutation (as patients A, B
and C) seem to amplify only the other allele, therefore seeming either normal (as in patient A)
or homozygous for a missense mutation (as seen in patient C). The only exception was patient
B, in which a very faint signal for p.W402X can be seen in the electropherogram (Fig. 1).
Finally, patient C illustrates that conventional methods also have pitfalls. This patient had
been previously diagnosed as p.R89Q compound heterozygous based on a restriction
fragment length polymorphism, with an enzyme that recognizes the normal sequence.
However, upon sequencing a different nucleotide change was detected, that would also
abolish the restriction site, but with a different aminoacid change: p.R89W.

DISCUSSION

The aim of this study was to establish a direct method for the analysis of the whole
IDUA gene for a faster molecular diagnosis of MPS | patients. Although we were able to
standardize a method of whole gene analysis using 5 PCR amplifications, cDNA proved to be
unsuitable for the analysis. Patients bearing splice site and nonsense mutations were not
correctly genotyped.

The amplification failure observed in patients with p.Q70X and p.W402X is probably
due to the degradation of mMRNA with premature stop codons by the complex NMD
(Nonsense-Mediated mMRNA Decay), which recognizes and degrades premature stop codons,
thus avoiding the production of truncated proteins [6]. This phenomenon had already been
described in MPS | by Menon [7] that showed mRNA instability in patients with mutation
p.Q70X. Hein [8] confirmed these observations in cells expressing the mutations p.W402X
and p.Q70X.

This is a very important limitation, especially considering that about 60% of South
American patients with MPS | present nonsense mutations (Matte, unpublished data). It
means that homozygous patients probably will fail to amplify, as seen in patient D, but also
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that compound heterozygous with missense mutations may be wrongly assigned as
homozygous for the other allele, as seen in patient C.

Another limitation was the difficulty for analyzing splice site mutations. The reason
for that is probably related to abnormal mRNA processing that may abrogate the site for
primer annealing. In studies designed specifically to characterize splice alterations, different
sets of primers may be used accordingly to the predicted effect of the mutation [9]. However,
in a general protocol for molecular diagnosis, such specificities may not be accounted for.

Since cDNA analysis seems not suitable for molecular diagnosis, a different strategy
must be envisaged to optimize genotyping of MPS | patients in a cost-effective manner. The
direct sequencing of the exons with the higher percentage of mutations may prove a feasible
approach, easily adaptable for different populations.

ACKNOWLEDGEMENTS

This research was support by a grant from FIPE and CAPES.

REFERENCES

[1] Tomatsu, S., Montafio, A.M., Oguma, T., Dung, V.C., Oikawa, H., de Carvalho, T.G.,
Gutiérrez, M.L., Yamaguchi, S., Suzuki, Y., Fukushi, M. Sakura, N., Barrera, L., Kida, K.,
Kubota, M. and Orii, T. Dermatan sulfate and heparan sulfate as a biomarker for
mucopolysaccharidosis I. J Inherit Metab Dis. 33 (2010) 141-150.

[2] Pastores G.M. Laronidase (Aldurazyme): enzyme replacement therapy for
mucopolysaccharidosis type I. Expert Opin Biol Ther. 8(7) (2008) 1003-10009.

[3] Fuller M., Brooks D.A., Evangelista M., Hein L.K., Hopwood J.J. and Meikle P.J.
Prediction of neuropathology in mucopolysaccharidosis | patients. Mol Genet and Metab. 84
(2005) 18-24.

[4] Matte U., Yogalingam G., Brooks D., Leistner S., Schwartz I., Lima L., Norato D.Y.,
Brum J.M., Beesley C., Winchester B., Giugliani R., Hopwood J.J. Identification and
characterization of 13 new mutations in mucopolysaccharidosis type | patients. Mol Genet
Metab.78(1) (2003) 37-43.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matte%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yogalingam%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brooks%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leistner%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schwartz%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lima%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Norato%20DY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brum%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beesley%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Winchester%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giugliani%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hopwood%20JJ%22%5BAuthor%5D

63

[5] Mayer F.Q., Baldo G., de Carvalho T.G., Lagranha V.L., Giugliani R. and Matte U.
Effects of cryopreservation and hypothermic storage on cell viability and enzyme activity in
recombinant encapsulated cells overexpressing alpha-L-iduronidase. Artif Organs. 34(5)
(2010) 434-439.

[6] Inacio A., Silva A.L., Pinto J.,, Ji X., Morgado A., Almeida F., Faustino P., Lavinha J.,
Liebhaber S.A. and Romao L. Nonsense Mutations in Close Proximity to the Initiation Codon
Fail to Trigger Full Nonsense-mediated mMRNA Decay. The Jour of Biol Chem. 279(31)
(2004) 32170-32180.

[7] Menon K.P. and Neufeld E.F. Evidence for degradation of mRNA encoding o-L-
iduronidase in Hurler fibroblasts with premature termination alleles. Cell Mol Biol. 40 (1994)
999-1005.

[8] Hein L.K., Bawden M., Muller V.J., Sillence D., Hopwood J.J. and Brooks D.A. a-L-
Iduronidase Premature Stop Codons and Potential Read-Through in Mucopolysaccharidosis
Type | Patients. Jour Mol Biol. 338 (3) (2004) 453-462.

[9] Oesterreich, F.C., Preibisch, S. and Neugebauer, K.M. Global Analysis of Nascent RNA
Reveals Transcriptional Pausing in Terminal Exons. Mol Cell. 40(4) (2010) 571-581.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Faustino%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lavinha%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liebhaber%20SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rom%C3%A3o%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Menon%20KP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neufeld%20EF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hein%20LK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bawden%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Muller%20VJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sillence%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hopwood%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brooks%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00222836
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10972765

Tab. 1: Primers used to amplify IDUA cDNA, with amplicon size and annealing temperature.

Amplicon Foward Primer Reverse Primer Fragment Annealing
Temperature
1 CGCCCAGACTCCGACCCG CGGTAGGTACGGACTGGCG 583pb 59°C
2 GCTTGTCACCACCAGGGGG | GGAGCAGGAGAAGGTCGTCGC 555pb 56°C
3 GCGTGCGGCTGGACTACATC GCGAGCGACGACACCCG 583pb 55°C
4 CCTGGACAGCAACCACAC GTTCTGGTCTGGTCGGATG 479pb 61°C
5 CCGTCGCTTTTGCTGGTGC CCTCCCATCACCCCCTTTGC 460pb 56°C

Tab. 2: Gentoypes assigned for MPS | patients based on DNA or cDNA analysis. DNA analysis

includes restriction fragment length polymorphism allele and sequencing.

DNA cDNA
Patients Allele 1 Allele 2 Allele 1 Allele 2
A p.Q70X IVS11-1g>t Normal *
B p-W402X | 9.3308_3319del p-W402X ? * Normal
C p-W402X p.-R89Q p.R89W p.R89W
D p-W402X p-W402X Amplification failure

*Amplicons 4 and 5 failed to amplify.
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B

CAGGTC|T[GGACCCAC CAGCTCT[GJ6GC CG A

Fig. 1. Electropherograms of patients A-C showing lack of p.Q70X pattern in patient A; faint
heterozygous pattern in patient B, and p.R89W homozygous pattern with normal p.W402X profile in
patient C (C1 and C2, respectively).



ANEXO B

Extracdo de DNA in house

Insumo

Caédigo Medida [Quantidade Preco Volume|R$ 1 unidade| Custo

Pratico de laborat6rio em horas p/ 8exames horas 4 9,25 8 1,156 4,625
Luva de procedimento unidade 4 8,45 50 0,169 0,676
Tubo plastico 15 ml estéril tipo Falcon unidade 2 35 100 0,350 0,700
Agua destilada estéril fr ¢/1 L mi 10 1,65 1000 0,002 0,017
Triton X 100 Purex Ag.Umect 0,01% ml 0,00001 99 100 0,990 0,000
Solugao de lise nuclear ml 1,5 15,825 500 0,032 0,047
Proteinase K 10mg/ml 60ul tamp&o mi 0,06 18,504 100 0,185 0,011
Lauril sulfato s6dio SDS 10% 150ul ml 0,15 41,465 100 0,415 0,062
Acetato de amobnia 9,6M 500ul g 0,37 30,005 100 0,300 0,111
Etanol P.A ml 10 55,17 1000 0,055 0,552
Tampdao Tris-EDTA 500ul ml 0,5 17,276 1000 0,017 0,009
Frasco de vidro 20 ml unidade 1 0,43 1 0,430 0,430
Tubo capilar microhematécrito s/heparina unidade 1 4,75 500 0,010 0,010
Plastico PVC Transp.Aderent.30mx28cm Larg. m 1 1,71 1 1,710 1,710
Ponteira amarela ou incolor de 0-200 ul s/ranhura tp Gilson unidade 2 185 1000 0,185 0,370
Ponteiras azuis unidade 5 20 1000 0,020 0,100
Tubo tp Eppendorf 1,5ml unidade 1 10,95 500 0,022 0,022
Rateio custos indiretos 6,180

15,631
Perda 30% 4,689

20,320
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PCR-Reacédo em Cadeia de Polimerase

Insumo

Codigo [Medida |Quantidade Preco Volume R$1unidade | Custo R$
Préatico de laborat6rio em horas p/ 15 exames horas 15 9,25 15 0,62 0,93
Luva de procedimento unidade 2 8,45 50 0,17 0,34
Agua destilada estéril ampola ml 0,5 3,65 10 0,37 0,18
Ponteira amarela ou incolor de 0-200 ul tp Gilson unidade 8 185 1.000 0,19 1,48
Tubo tp Eppendorf 0,5ml unidade 1 11 500 0,02 0,02
dNTP- nucleotideos mM 0,2 1081 100 10,81 2,16
Primers 2,30/L ul 2
Tag DNA polimerase U 0,2 190 500 0,38 0,08
DMSO ml 0,005 39,3 1.000 0,04 0,00
Gel de Agarose 1 13,53 30 0,45 0,45
Rateio custos indiretos 6,18
11,82
Perda 30% 3,545

15,36
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Digestdo enzimatica

Insumo Coédigo [Medida [Quantidade Preco Volume R$1unidade | Custo R$
Pratico de laborat6rio em horas p/ 15 exames horas 1 9,25 15,00 0,62 0,62
Luva de procedimento unidade 4 8,45 50 0,17 0,68
Agua destilada estéril ampola mi 0,016 3,65 10 0,37 0,01
Ponteira amarela ou incolor de 0-200 ul tp Gilson unidade 5 185 1.000 0,19 0,93
Tubo tp Eppendorf 0,5ml unidade 1 11 500 0,02 0,02
Tubo tp Eppendorf 1,5ml unidade 1 10,95 500 0,02 0,02
Enzima de restrigcdo unidade 1 0,00
Gel de Agarose 2,5% unidade 1 14,38 30 0,48 0,48
Gel de Poliacrilamida 12% unidade 1 22,20 15 1,48 1,48
Rateio custos indiretos 6,18
10,41

Enzima de restrigcao
Perda de 30% 3,12
13,53




SSCP - Single Strand Conformational Polymorphism

Insumo Cédigo |Medida |Quantidade Preco Volume R$1unidade | Custo R$
Préatico de laborat6rio em horas p/ 15 amostras horas 4 9,25 15 0,617| 2,46666667
Luva de procedimento unidade 4 8,45 50 0,169 0,676
Tubo tp Eppendorf 0,5mL unidade 1 11 500 0,022 0,022
Loading buffer com formamida (5 ul/amostra) ul 5 0,36 100 0,0036 0,0180
Ponteira amarela ou incolor de 0-200 ul tp Gilson unidade 3 185 1.000 0,185 0,555
Papel filtro 50X50 unidade 1 0,35 1 0,35 0,35
Gel Acrilamida 1 5,82 15 0,388 0,388
Coloragao com Prata 1 10,32 15 0,688 0,688
Rateio custos indiretos 6,18
11,34
Perda de 30% 3,403
14,75
Purificacdo de PCR - ExoSAP
Insumo Codigo [Medida |Quantidade | Preco [ Volume|R$ 1 unidade| Custo

Préatico de laboratério em horas p/ 8exames horas 1l 9,25 8 1,156 1,156

Luva de procedimento unidade 2| 8,45 50 0,169 0,338

Tubo tp Eppendorf 0,2ml unidade 1 69 500 0,138 0,138

Exo U 3,3| 460 2500 0,184 0,607

SAP U 0,66 437 5000 0,087 0,058

Agua destilada estéril ampola mi 0,34/ 3,65| 10,00 0,365 0,124

Gel Agarose 1,5% unidade 1| 13,53 30 0,45 0,451

Rateio custos indiretos 6,18

9,052

Perda de 30% 2,72

11,77
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