Heparan sulfato no liquor como biomarcador de gravidade na Mucopolissacaridose

Tipo Il: opinidao de especialistas brasileiros
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Resumo

A Mucopolissacaridose tipo Il (MPS Il) é uma doenca genética recessiva ligada ao
X, causada pela deficiéncia da enzima iduronato-2-sulfatase. Essa deficiéncia leva ao
acumulo de heparan sulfato (HS) e dermatan sulfato em diversos tecidos, provocando
uma variedade de manifestagdes clinicas, que podem variar desde rigidez articular e
problemas cardiacos, a declinio cognitivo. Os pacientes com MPS Il podem apresentar
um fendtipo grave, neuronopatico, ou fenétipo atenuado, ndo neuronopatico.

Em dezembro de 2023, um painel de especialistas brasileiros analisou evidéncias
cientificas para discutir o potencial da quantificacdo de HS no liquor como um
biomarcador para avaliar o comprometimento neurolégico em pacientes com MPS I,
bem como o potencial da molécula como um parametro objetivo de monitoramento
terapéutico.

Com base nas evidéncias cientificas discutidas na reunido, os especialistas
concluiram que o HS presente no liquor é majoritariamente proveniente do cérebro,

gue reflete a presenca do comprometimento neurolégico nos pacientes com MPS I,



com um valor de corte de 4.000 ng/mL (que pode ser ajustado conforme a metodologia
empregada) diferenciando os pacientes com fendtipo neuronopatico dos pacientes com
fendtipo ndo neuronopatico.

Os especialistas recomendaram que a monitoriza¢ao dos niveis de HS no liquor
pode ser um parametro objetivo para acompanhar a resposta ao tratamento nas
terapias que ultrapassam a barreira hematoencefalica. A periodicidade da avaliagdo de
HS no liqguor em pacientes com fendtipo grave que recebem essas terapias deve ser:
antes do tratamento, apds seis meses do inicio do tratamento e apds dois anos do inicio
do tratamento. Para pacientes com fendtipo atenuado que recebem terapias que
atravessam a barreira hematoencefalica, esse esquema de monitorizacdo é também
recomendado, lembrando que eventuais interrupc¢des do tratamento devam ser levadas
em consideracdo na programacdo do momento ideal para monitoramento. Apds dois
anos, pode-se optar por avaliagdes neurocognitivas periddicas, ao invés da puncado
lombar para a medida de HS no liquor. Foi ponderado que, embora exista uma
associacdo entre a diminuicdo dos niveis de HS e melhoria clinica, ndo ha correlagdo
linear entre niveis de HS e desfechos clinicos especificos.

Os especialistas enfatizam a importancia de uma metodologia padronizada na
dosagem de HS para uma interpretacdo consistente dos resultados e reconhecem a
necessidade de mais estudos para entender a relagdo entre os niveis de HS no liquor
com os niveis em soro, plasma e urina e a patogénese da doenca neuroldgica da MPS .
Por fim, os autores reforcam a importancia da avaliacdo da adesdo ao tratamento,
incluindo suas interrupgdes, para melhor apreciacdo do impacto do tratamento no
mundo real e para determinar o momento ideal de coleta do liquor para monitoramento

terapéutico.

Introdugao

A Mucopolissacaridose tipo Il (MPS 1), também conhecida como Sindrome de
Hunter, € uma doenca genética de depdsito lisossomico, de heranca recessiva ligada ao
X, causada pela deficiéncia da enzima iduronato-2-sulfatase. A deficiéncia de atividade
enzimatica, causada por variantes patogénicas no gene IDS, resulta em um acumulo
multissistémico de glicosaminoglicanos (GAGs), principalmente heparan sulfato (HS) e

dermatan sulfato, o que afeta diversos processos celulares e ativa diferentes cascatas



patogénicas, levando ao desenvolvimento de uma ampla gama de manifestacdes
clinicas.'?

Como na maioria das MPS, os sinais e sintomas da MPS Il incluem facies infiltrada,
hepatoesplenomegalia, hérnia umbilical, rigidez articular, obstrugdao das vias aéreas
superiores e disfuncdes cardiacas. Além dos sintomas viscerais e esqueléticos, muitos
pacientes com MPS Il apresentam envolvimento neuroldgico significativo. Os fendtipos
sdo classificados como grave (forma neuronopatica, de progressdo mais rapida) ou
atenuado (forma ndo neuronopatica, de progressdao mais lenta) e estima-se que
aproximadamente 2/3 da populagdo com MPS Il apresente o fendtipo grave. Pacientes
com o fenétipo grave, geralmente, apresentam declinio cognitivo a partir dos 3-4 anos
de idade; hoje reconhece-se que os pacientes com fendtipo atenuado, embora nao
tenham o declinio cognitivo acentuado observado na forma grave, podem apresentar
alguma manifestacdo neuroldgica em fases mais avancadas da doenga.?

A deterioracdo progressiva do SNC ndo é um processo comum em todas as MPS;
interessantemente, alteracdes neurocomportamentais e declinio cognitivo sdo
observadas apenas em pacientes com MPS em que ha acumulo multissistémico de HS
(MPS I, I, Il e VII).34

O HS é expresso de maneira ubiqua, estd presente na superficie celular,
membrana basal e matriz extracelular de todos os tecidos de mamiferos. Além de ser
um importante componente estrutural, o HS também estd envolvido na regulacdo de
diversos processos celulares, como migracdo celular, regulacdio da resposta
inflamatdria, sinalizagdo mediada por receptores, fagocitose, morfogénese e
organogénese.*® No SNC, tem papel fundamental no desenvolvimento neuronal, pois é
um componente essencial da membrana basal vascular no cérebro.”?

Pacientes com MPS |, II, llIA, 1lIC e IlID apresentam maior quantidade de HS no
cortex cerebral em comparacdo a controles pareados por idade, conforme observado
em um estudo post mortem.® Além disso, evidéncias mostram que o acimulo de HS ndo
é restrito aos lisossomos, sendo a molécula encontrada em diversos locais no espago
intra e extracelular no SNC, prejudicando a fun¢do neuroldgica de pacientes com MPS |,
I, I, e VII.C

Assim, avaliar a quantidade de HS no tecido cerebral de pacientes com MPS

poderia trazer informacdes relevantes para o tratamento, progndstico e o



monitoramento terapéutico. Entretanto, para isso seria necessaria a realizacdo de um
procedimento altamente invasivo e com alto risco de infecgdao (biopsia cerebral), o que
torna esta avaliagdo inviavel na pratica.

Em modelos animais de MPS lI, foi observada uma correlagdao forte entre as
concentracées de HS no cérebro e no liquido cefalorraquidiano (ou liquor), sugerindo
que a avaliagdo de HS no liquor possa ser um indicativo confidvel da concentra¢do de HS
no cérebro.’>'2 No mesmo sentido, ja foi demonstrado que pacientes com MPS Il
apresentam concentra¢cdes maiores de HS no liquor do que individuos sem MPS.1314

Além disso, os niveis de HS no liquor sdo mais altos em pacientes com MPS Il com
fendtipo grave, em comparagdo aqueles com fendétipo atenuado, com uma pequena
sobreposicdo, sugerindo que a quantificacdo de HS possa ser um preditor de gravidade
da doenca, proporcionando um progndstico mais preciso.'?

Desta forma, uma alternativa possivel a andlise de HS no cérebro de pacientes
com MPS Il é a analise de HS no liquor, um meio acessivel para investigar alteracdes
bioquimicas no SNC, pois estd em constante troca com o fluido intersticial do cérebro.®

Considerando as evidéncias apresentadas e a necessidade de ferramentas
adicionais para avaliar a gravidade e acompanhar o tratamento de pacientes com MPS
[l, um painel de oito especialistas brasileiros reuniu-se em dezembro de 2023, de forma
virtual, para discutir os resultados disponiveis na literatura e formular um consenso
sobre o potencial do HS no liqguor como biomarcador de gravidade na MPS Il. Este white
paper reflete a analise rigorosa realizada pelo painel de especialistas e o consenso
obtido, com o objetivo de fornecer recomendacgdes claras e baseadas em evidéncias para
a comunidade médica a respeito da dosagem de HS no liquor como biomarcador de

gravidade na MPS Il

Metodologia
Este artigo foi desenvolvido por um painel de oito reconhecidos especialistas
brasileiros no campo das mucopolissacaridoses (MPS Il), com o enfoque especifico na
avaliacdo do HS no liguor como um biomarcador potencial para a gravidade da MPS II.
A reunido do painel foi realizada virtualmente em dezembro de 2023 e seguiu

um protocolo estruturado que incluiu as seguintes etapas:



(i) Revisdo de literatura: antes do encontro virtual, foi realizada uma revisdo da
literatura, incluindo artigos cientificos, estudos clinicos e experimentais relevantes a
MPS Il e ao biomarcador em questdo. Esta revisdo foi destinada a fornecer uma base
sélida de evidéncias para as discussdes subsequentes.

(ii) Formulacdo de perguntas: foram elaboradas sete perguntas-chave para
direcionar a discussdao do painel. Estas perguntas foram desenhadas para abranger
diferentes aspectos do uso de HS no liquor como biomarcador de gravidade na MPS Il e
monitoramento terapéutico.

(iii) Discussao virtual: durante o encontro virtual, cada pergunta foi apresentada
e seguida por uma discussdo aprofundada. Os painelistas compartilharam suas
perspectivas baseadas ndo apenas na literatura existente, mas também na sua vasta
experiéncia clinica e pratica no manejo de pacientes com MPS I, bem como na coleta e
analise de liquor.

(iv) Formulacao de afirmacgfes: apds a discussdo de cada pergunta, foi formulada
uma afirmacao consensual refletindo a posi¢ao do painel.

(v) Votagao e consenso: as afirmagdes foram submetidas a uma votagao entre os

especialistas, indicando sua concordancia ou nao.

Opinido dos especialistas brasileiros

1. O HS encontrado no liquor de pacientes com MPS Il é majoritariamente
proveniente do tecido cerebral.

Houve consenso entre os especialistas de que, baseado nas evidéncias de modelos
animais'®1?, estudos clinicos!®>17 e avaliacdo de tecido cerebral de pacientes post
mortem®, o HS encontrado no liquor é majoritariamente proveniente do tecido cerebral.
Além disso, a molécula de HS tem aproximadamente 75 kDa, o que impede sua
passagem pela barreira hematoencefalica ou pelo plexo cordide, corroborando a
hipdtese que o HS presente no liquor é proveniente do SNC (a maior molécula ja descrita
a atravessar a barreira hematoencefalica, o CINC1, tem aproximadamente 7,8 kDa).*®

Dessa maneira, os especialistas concordam que a avaliacdo de HS no liquor pode ser

um indicativo confidavel da concentracao de HS no cérebro de pacientes com MPS Il



2. Os niveis de HS no liquor sdo um bom biomarcador para avaliar a gravidade do
comprometimento neuroldgico na MPS II.

Como discutido no tépico anterior, os autores consideram que a dosagem de HS no
liqguor reflete bem as concentragdes dessa molécula no SNC. O fato de o HS estar
envolvido na fisiopatologia de todas as MPS que apresentam comprometimento
neurolégico* foi citado como forte evidéncia que o acimulo da molécula no SNC estd
relacionado aos sintomas neuroldgicos observados na MPS Il.

Adicionalmente, consideram que o estudo publicado em 2021% mostra claramente
uma diferenca entre os niveis de HS em pacientes com fendtipo grave e atenuado, com
pouca sobreposi¢do. Portanto, todos concordam que ha uma forte correlagdo entre a
concentracdao de HS no liquor e a gravidade do comprometimento neurolégico em

pacientes com MPS Il.

3. O valor de corte de 4.000 ng/mL de HS no liquor é adequado para diferenciar
pacientes com as formas neuronopdtica e ndo neuronopdtica da MPS Il, quando utilizado
0 mesmo método de andlise laboratorial dos estudos clinicos.

Houve consenso entre os especialistas que o valor de corte de 4.000 ng/mL de HS no
liqguor é um parametro com sensibilidade / especificidade suficientes para distinguir
entre os fendtipos neuronopaticos e atenuados da MPS Il, que é fundamental para o
manejo clinico e terapéutico dos pacientes. Contudo, concluiram que ha necessidade de
mais dados para compreender o cendrio dos pacientes com fenétipo intermediario. Foi
enfatizado, porém, que este valor pode variar de acordo com a metodologia empregada,

que deve ser levada em consideracdo na analise dos dados.131>17.19

4. O acompanhamento dos niveis de HS no liquor é um pardmetro objetivo para
monitoramento terapéutico de pacientes com MPS Il em uso de medicamentos que
atravessam a barreira hematoencefdlica.

Embora a avaliacao clinica detalhada e a realizacdo de ressonancia nuclear magnética
(RNM) sejam reconhecidas como ferramentas valiosas no acompanhamento de
pacientes com MPS |l, a emergéncia de novas terapias capazes de transpor a barreira
hematoencefdlica destaca a quantificacdo de HS no liquor como um biomarcador de

grande potencial no monitoramento terapéutico.



Os autores reconhecem a relevancia deste biomarcador, considerando aspectos
como: (i) a dificuldade pratica de realizar RNM em muitos centros devido a falta de
equipamentos ou a auséncia de profissionais capacitados para a andlise de imagens em
pacientes com MPS; (ii) as limitacdes para a aplicagdo de testes cognitivos e
comportamentais, relacionados a prépria doenca e a auséncia de testes validados para
MPS; e (iii) a impossibilidade de acessar diretamente o SNC para medir o HS no tecido
cerebral.

A reducdo significativa dos niveis de HS no liquor apds tratamento de pacientes com
MPS Il com enzimas capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, como
pabinafuspe alfa, demonstrada em estudos clinicos'>'>7 é considerada uma evidéncia
robusta para embasar a avaliacdo de HS no liquor como um parametro objetivo de
monitoramento terapéutico, refletindo diretamente o impacto do tratamento sobre a

patogénese da doenca no SNC.

5. Em pacientes com o fendtipo grave da MPS I, a avaliagdo dos niveis de HS no
liquor deve ser realizada antes do inicio do tratamento, apds seis meses e apds dois anos
de tratamento. Se houver interrup¢do do tratamento ou baixa adesdo no periodo, deve-
se avaliar os resultados com cautela ou rever o momento de coleta da amostra.

A definicdo da periodicidade ideal para avaliacdo do HS no liquor foi um tema de
amplo debate, em que os especialistas consideraram diversos fatores: (i) a cinética de
reducdo do HS apds o inicio do tratamento; (ii) a variabilidade individual na resposta ao
tratamento; (iii) a estabilidade dos niveis de HS durante o tratamento; (iv) adesdo do
paciente ao tratamento e ocorréncia de interrupcdes; (v) a logistica associada a
realizacdo do procedimento de coleta do liquor.

Baseados nos estudos clinicos e na experiéncia pratica de cada especialista, os
autores propuseram de maneira unanime que as avaliagdes de HS no liquor devem ser
realizadas antes do inicio do tratamento com medicamentos que atravessam a barreira
hematoencefdlica, apds seis meses e apds dois anos do tratamento. Se houver
interrupcao do tratamento (maior que trés semanas) ou baixa adesdo no periodo (<
80%), o médico deve avaliar os resultados com cautela ou rever o momento de coleta

da amostra, pois estes fatores podem ter impacto negativo na redugao do HS.



Ainda ndo hd dados de HS no liquor apds dois anos de tratamento; portanto, os
autores entendem que sera necessario avaliar futuramente a necessidade de realizagdo
do exame apds esse periodo, ou se o paciente podera ser acompanhado clinicamente
(principalmente se os valores de HS tiverem sido mantidos estdveis entre seis meses e

dois anos de tratamento).

6. Em pacientes com o fendtipo atenuado de MPS Il, a avalia¢do dos niveis de HS no
liquor deve ser realizada antes do inicio do tratamento e apds seis meses. Apds dois anos
de tratamento, pode-se realizar a quantificaco de HS no liquor e/ou avalia¢éo
neurocognitiva.

Apesar de os pacientes com fendtipo atenuado da MPS Il geralmente nao
apresentarem (ou apresentarem pouco) comprometimento cognitivo, os autores
consideram a reduc¢do do HS no liquor um indicativo relevante de melhora da doenca,
independente da gravidade, pois o acumulo de GAGs representa a alteracdo
fisiopatoldgica primdria nas MPS - em individuos sem MPS, as concentrag¢des de HS no
liquor sdo muito baixas ou indetectdveis.'*

Dessa forma, consideram que, mesmo em pacientes com fenétipo atenuado de MPS
I, ¢ recomenddvel avaliar as concentrac¢des de HS no liquor quando em tratamento com
medicamentos que atravessam a barreira hematoencefdlica, com o mesmo esquema
utilizado para a forma grave. Para chegar ao consenso, os autores consideraram os
mesmos fatores descritos no topico anterior.

Em termos de pesquisa, o ideal seria manter o protocolo para comparar os resultados
nos fendtipos grave e atenuado, porém, no mundo real, pode haver maior dificuldade
de aceitagao por parte da familia para realizagdo da coleta de liquor nos pacientes com
fendtipo atenuado, além da dificuldade de acesso ao procedimento em alguns servicos.
Assim, os especialistas concordaram que, apds dois anos de tratamento, o médico
poderd optar entre realizar a quantificacdo de HS no liquor e/ou realizar avaliacGes
neurocognitivas. Enfatizam que as avaliacdes neurocognitivas devem ser realizadas por

um profissional experimentado e incluir aplicacdo de testes psicométricos.



7. Hd uma associagdo entre a redugdo dos niveis de HS no liquor e melhora clinica
dos sinais e sintomas em pacientes com MPS Il. Entretanto, ndo é possivel estabelecer
uma correlagdo direta entre os valores de HS e desfechos clinicos especificos.

Houve consenso entre os autores que, em pacientes com MPS Il, hd uma clara
associacdo entre a reducdo dos niveis de HS no liquor e a melhora de sinais e sintomas
- inclusive os ndo neurolégicos - conforme demonstrado nos estudos clinicos com
medicamentos que atravessam a barreira hematoencefélica'®*>'’, além da observacdo
dos pacientes na pratica diaria dos especialistas. Porém, até hoje, ndo foi possivel
identificar uma correlacdo direta entre niveis especificos de HS no liquor e o tipo de
manifestacdo clinica observada, ou o desfecho clinico especifico esperado de acordo

com a reducdo de determinada quantidade de HS apds o tratamento.

Consideragoes finais

Os especialistas brasileiros consideram o HS no liquor um biomarcador valioso
para avaliacdo da gravidade neuroldgica em pacientes com MPS Il, bem como para
monitoramento do tratamento destes pacientes com medicamentos que atravessam a
barreira hematoencefalica, apesar dos desafios associados a coleta e analise do liquor.
Entretanto, é essencial garantir que a metodologia de dosagem do HS seja padronizada
para que a interpretacdo dos resultados possibilite a diferenciacdo adequada entre
pacientes com fendtipo graves e atenuado, de acordo com o valor de corte estabelecido.

Estudos futuros devem trazer informacbes relevantes sobre a presenca ou
auséncia de correlagdo entre os niveis de HS no liquor e no soro, plasma e urina, para
uma melhor compreensao sobre o mecanismo de transporte do HS do cérebro para o
liquor e o papel dos niveis elevados de HS na fisiopatologia da doenga neuroldgica na
MPS 1.

E fundamental considerar o impacto de interrupcdes no tratamento e ades3o do
paciente ao analisar resultados do mundo real, além de observar estes fatores para
definir o momento mais adequado para coleta do liquor para monitoramento
terapéutico.

Em pacientes com fendtipo atenuado, os especialistas consideram que apds dois
anos de tratamento pode-se substituir a dosagem de HS no liquor por avaliacbes

neurocognitivas, se houver dificuldade para coleta e/ou andlise do liquor. Porém,



ressaltam a necessidade da realizacdo destes testes por profissionais experientes e

capacitados.
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