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Resumo

A doenca de Niemann-Pick tipo C (NPC) é uma patologia neurodegenerativa progressiva
e transmissao autossomica recessiva. E classificada como uma doenca rara apresentando

uma prevaléncia estimada de 1 por cada 100000 nados Vvivos.

A doenca de NPC é caracterizada por uma acumulacdo de colesterol e Vvérios
esfingolipidos no cérebro e nos 6rgdos viscerais, devido a perda funcional das proteinas
NPC1 e/ou NPC2 envolvidas no trafego de colesterol. Esta acumulacdo de colesterol

constitui o hallmark patognoménico da doenca.

A heterogeneidade clinica, associada a sinais e sintomas ndo especificos e que se
sobrepdem com outras patologias, dificultam o diagndstico, podendo levar a um longo

atraso entre a apresentacao dos sintomas iniciais e a confirmacao laboratorial.

Até muito recentemente, o diagndstico bioguimico desta patologia era efetuado com
recurso a coloracdo de filipina. Apesar de durante muito tempo ter sido considerado gold
standard para o diagnostico de NPC, este ensaio apresenta limitacfes: i) implica uma
colheita invasiva, pois pressupde a realizagdo de uma bidpsia de pele; ii) morosidade,
implica o tempo de cultura da bidpsia; iii) tecnicamente exigente; iv) € um método
qualitativo e pouco especifico. O diagnostico é posteriormente confirmado pela

identificacdo de variantes patogénicas nos genes NPC1 e NPC2.

Recentemente, e baseado na acumulacdo de lipidos que ocorre nesta patologia,
nomeadamente esterois, esfingolipidos e lisoesfingolipidos, tém sido desenvolvidas

novas abordagens de diagnostico.

Este trabalho teve como objetivo primario a implementacdo de um teste rapido,
quantitativo, sensivel e robusto que permitisse o estudo dos biomarcadores
Lisoesfingomielina (LysoSM) e do seu anéalogo carboxilado, Lisoesfingomielina-509
(LysoSM-509), recorrendo ao método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa em tandem, LC-MS/MS.

O estudo destes biomarcadores permitiu implementar um método complementar de
diagnostico para os doentes de NPC, além de permitir discrimina-los dos doentes com
deficiéncia em Esfingomielinase Acida (ASMD). Este método passou a ser utilizado

como método de rastreio de primeira linha para estas duas patologias, ultrapassando



essencialmente as limitagcdes dos tradicionais testes de diagnostico, reduzindo o tempo de

intervencdo do operador, além do custo e tempo de resposta.

Palavras-chave

Niemann-Pick tipo C, espectrometria de massa, lisoesfingomielina, lisoesfingomielina,

509, deficiéncia em esfingomielase acida.



Abstract

Niemann-Pick type C disease (NPC) is a progressive autosomal recessive
neurodegenerative disease. It is classified as a rare disease presenting an estimated

prevalence of 1 case per 100000 live births.

NPC disease is characterized by an accumulation of cholesterol and several sphingolipids
in the brain and visceral organs due to a functional loss of the proteins involved in the
cholesterol traffic, NPC1 and/or NPC2 proteins. This cholesterol accumulation

constitutes the pathognomonic hallmark.

Clinical heterogeneity, associated with nonspecific signs and symptoms that overlap with
other pathologies, complicates the diagnostic process, leading to a long delay between the

initial symptom presentation and the diagnosis.

Until recently, the biochemical diagnosis of this pathology was made using filipin
staining. This test was considered gold standard for the diagnosis of NPC for a long time,
in spite of his limitations, since it is an invasive method and presupposes the
accomplishment of a skin biopsy, in addition to being a technically demanding and time
consuming test. The biochemical diagnosis is afterwards confirmed by the identification

of pathogenic variants by sequencing the NPC1 and NPC2 genes.

Based on the accumulation of lipids that occurs in this pathology, specifically sterols,
sphingolipids and lysosphingolipids, alternative approaches of diagnosis haven been

developed.

This work had as its primary approach the implementation of a rapid, sensitive and robust
test that allows the detection of Lysosphingomyelin (LysoSM) and its carboxylated
analogue Lysosphingomyelin-509 (LysoSM-509) biomarkers by the analytical technique
of liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry, LC-MS/MS.

That biomarkers study allowed the discrimination between NPC patients and patients
with Acid Sphingomyelinase deficiency (ASMD), and clearly distinguish them from
control individuals. This procedure is now used as a first-line screening method for these
two pathologies, essentially overcoming the limitations of traditional diagnostic tests,

reducing operator intervention time, besides its costs and response time.
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Estudo de biomarcadores da doenca de NPC

1.1. Unidade de Bioquimica Genética

A Unidade de Bioquimica Genética (UBG) do Centro de Genética Médica Jacinto
Magalhdes (CGMJM) é uma unidade transversal do Centro Hospitalar do Porto e
desenvolve atividade de prestacao de servigcos no diagndstico de doencas hereditarias do
metabolismo (IEM) em periodo pré- e pos-natal, recorrendo frequentemente a
metodologias de &mbito bioquimico e molecular. A melhoria continua da qualidade dos
servigos prestados depende da adequada articulagéo entre a atividade assistencial e as

atividades de investigacéo e desenvolvimento.
1.2. Doencas hereditarias do metabolismo

As doencas hereditarias do metabolismo sdo um conjunto de patologias que resultam de
anomalias numa determinada via metabolica. Atualmente, estdo descritas centenas de
IEM, as quais resultam da acumulacdo de substratos tdxicos para a célula ou que

interferem com o seu normal funcionamento (J.-M. Saudubray & Sedel, 2009).

As IEM sao individualmente raras, mas coletivamente estima-se uma prevaléncia de
aproximadamente 1 caso por 2500 nados vivos (Applegarth, Toone, & Lowry, 2000).
Contudo, este valor pode, ainda assim, estar subestimado quer pela coexisténcia de
fendtipos atenuados de dificil diagnostico, bem como pela inexisténcia de biomarcadores
especificos, associado a limitagcbes metodologicas para a dete¢do dos mesmos (Bonnot et
al., 2014; Sedel et al., 2007).

A grande maioria das IEM esta relacionada com deficiéncias enzimaticas ou em proteinas
de transporte, e podem ser classificadas em duas grandes categorias. A categoria | abrange
alteracdes que afetam apenas um sistema funcional ou um 6rgdo e resultam numa
apresentacdo clinica classica, sendo por isso de mais facil diagnostico. A categoria 1l
inclui patologias nas quais o defeito bioquimico basico afeta uma via metabdlica comum
a Vvarios oOrgdos, originando alteracGes de sintese e catabolismo celular (Jean-Marie
Saudubray & Garcia-Cazorla, 2018).

A apresentacdo clinica das patologias inseridas na categoria Il € caracterizada por uma
consideravel variabilidade fenotipica, com as primeiras manifestagdes clinicas a poder
ocorrer desde o periodo intrauterino, ou neonatal, até a idade adulta. Apesar da maioria
deste tipo de patologias ser diagnosticada durante a infancia, nos ultimos anos tem-se

assistido a uma crescente sensibilidade da comunidade clinica para variantes de inicio
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tardio, com fenotipo clinico que engloba problemas cognitivos e psiquiatricos (Bonnot et
al., 2014; J.-M. Saudubray, Sedel, & Walter, 2006).

Devido a uma grande diversidade de sintomas apresentados, foi necessaria uma divisao
da categoria Il em 3 grupos Uteis ao diagndstico (Jean-Marie Saudubray & Garcia-
Cazorla, 2018): o grupo 1 inclui doencas do metabolismo intermediério afetando
pequenas moléculas; o grupo 2 inclui doencas que envolvem o metabolismo energético
primario; e o grupo 3 inclui doencas envolvendo moléculas complexas. Este ultimo grupo
engloba alteracbes que resultam da sintese anormal, processamento, controlo de
qualidade, ou catabolismo de moléculas complexas, as quais ocorrem em organelos
especificos (mitocéndria, lisossomas, peroxissomas, reticulo endoplasmatico e aparelho
de Golgi) (Jean-Marie Saudubray & Garcia-Cazorla, 2018). As doencas incluidas podem
ser lisossomais, peroxissomais, congénitas da glicosilacdo, entre outras, e apresentam

sintomas associados permanentes e muitas vezes de caracter progressivo.
1.2.1. Doencas lisossomais de sobrecarga

O lisossoma, organelo presente em todas as células nucleadas, é especializado no
processamento de macromoléculas recebidas da via endocitica e biossintética. O interior
possui um pH 4&cido, e é composto por enzimas hidroliticas ativas, conhecidas como
hidrolases que, juntamente com proteinas transportadoras da membrana (como NPC1 e
NPC2), movimentam, degradam e reciclam produtos celulares. Um defeito neste processo
leva a acumulacéo intra-lisossomal de substratos parcialmente metabolizados e a falta de
outros, podendo resultar em doencas lisossomais de sobrecarga (Evans & Hendriksz,
2017; Saftig, 2006).

As doencas lisossomais de sobrecarga (LSD) sdo um grupo heterogéneo de
aproximadamente 50 IEM, classificadas em diferentes grupos, como por exemplo,
esfingolipidoses, mucopolissacaridoses, oligossacaridoses e defeitos de proteinas
transportadoras. A maioria destas patologias tem um padrdo de hereditariedade
autossomica recessiva e é caracterizada por um fenotipo multissistémico (Bellettato,
Hubert, Scarpa, & Wangler, 2018; Ferreira & Gahl, 2017).

Apesar de individualmente raras, as LSD apresentam uma prevaléncia combinada de
1:5000 nados vivos (Wraith, 2011). Contudo, a sua prevaléncia no norte de Portugal,
1:4000 nados vivos (Pinto et al., 2004), é ligeiramente superior a verificada em diferentes

paises, entre os quais Republica Checa (Poupétova et al., 2010), Australia (Meikle,

3
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Hopwood, Clague, & Carey, 1999) e Holanda (Poorthuis et al., 1999), podendo este
desvio ser justificado pelo extensivo estudo de uma particular zona populacional (Pinto
etal., 2004).

1.2.1.1.  Esfingolipidoses

As esfingolipidoses sdo LSD caracterizadas pela acumulacgéo de esfingolipidos (SL) nos
lisossomas, devido a um defeito de uma hidrolase lisossomal ou, em casos raros, de uma
proteina ativadora necessaria ao catabolismo destes compostos. Os SL sdo um
componente essencial da bainha de mielina e do tecido neuronal, pelo que defeitos na sua
degradacéo originam uma progressiva neuro degeneracédo (Bellettato et al., 2018; Piraud
etal., 2018).

Este grupo é composto por diversas patologias, nomeadamente doenca de Gaucher (GD),
deficiéncia em esfingomielinase acida (ASMD), doenca de Fabry (FD), doenca de Krabbe
(KD) e gangliosidoses. Estas patologias, apesar de individualmente raras, apresentam

uma prevaléncia combinada de 1 caso por 10000 nados vivos (Bellettato et al., 2018).
1.3. Doenca de Niemann-Pick

No inicio do século passado, apés os trabalhos pioneiros de Albert Niemann e de Ludwig
Pick, o epdnimo doenca de Niemann-Pick (NPD) comecou a ser empregue para designar
um grupo heterogéneo de doencas autossémicas recessivas no qual ocorria
hepatosplenomegalia por acumulacao de lipidos, com ou sem envolvimento neurolégico

(revisto em Marie T. Vanier, 2010).

Varios anos depois, Crocker e Farber avaliaram 18 casos de NPD, evidenciando a elevada
heterogeneidade da doenca, e a associacdo da variabilidade da idade de inicio com a
expressao clinica e também com o nivel de acumulagdo de esfingomielina, lipido mais
acumulado em varios tecidos, nomeadamente no figado (Crocker & Farber, 1958). A
elevada heterogeneidade clinica e bioquimica levou Crocker a sugerir a classificacdo da
patologia em 4 subgrupos, A-D, baseando-se nas diferengas clinicas e quimicas, como
também na incidéncia geografica (Crocker, 1961). Na tabela 1-1 sdo apresentados os 4

subgrupos, e as caracteristicas de cada um, segundo a classificacdo de Crocker.
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Tabela 1-1: Classificacao da doenca de Niemann-Pick em 4 subgrupos, segundo Crocker (adaptado de

Crocker, 1961).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
NPD “classica” Elevado envolvimento Curso moderado Grupo de “Nova
(6 familias) visceral, normal SNC (3 familias) Scotian”
(3 familias) (4 familias)
Aumento do bago e
++++ ++++ ++ +++
figado
Raio-X ao peito ++ ++ 0 0
Inicio dos sintomas do L Nao visto dos 4-13 o Inicio a meio
Inicio infancia Final infancia ] ] )
SNC anos idade infantil
~ ++ ++
Acumulacéo Sangue 0 0
de lipidos Tecidos ++++ ++++ ++ ++
Idade da morte (anos) 1-2 3-5 12-20
Etnia Maioria Judeu Mistura N&o-Judeu Catolico

No simpdsio internacional em Praga (1982), procedeu-se a reclassificacdo de NPD em
dois grupos: o Grupo | incluia os tipos A e B, nos quais ocorria uma exorbitante
acumulacdo de esfingomielina, resultante de wuma deficiéncia primaria na
esfingomielinase — enzima de hidrélise da esfingomielina; e o Grupo |1, constituido pelos
tipos C e D, passou a ser caracterizado por uma deficiente translocacdo de colesterol
exogeno dos lisossomas para outros locais da membrana intracelular, com a inconsistente
diminuicédo da atividade da esfingomielinase a ser considerada um fendmeno secundério
(Butler et al., 1987; Elleder, 1989; Pentchev et al., 1987). Atualmente, ja ndo se justifica

a existéncia do tipo D como uma identidade distinta (Marie T. Vanier, 2010).

De um ponto de vista pratico, dar um diagndstico de “doenga de Niemann-Pick” sem
especificacdo do subgrupo € manifestamente insuficiente, sendo necessario especificar se
é uma deficiéncia em esfingomielinase acida, englobando os tipos A e B, ou Niemann-
Pick tipo C (Marie T. Vanier, 2010).

1.3.1. Deficiéncia em esfingomielinase acida

A deficiéncia em esfingomielinase acida (ASMD; MIM *257200; MIM *607616),
historicamente classificada como Niemann-Pick tipo A/B, (Edward H. Schuchman &
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Desnick, 2017) € uma LSD autossomica recessiva causada por mutacGes no gene
esfingomielinase fosfodiesterase 1 (SMPD1; MIM *607608).

O gene SMPD1, localizado na regido cromossomica 11p15.4 (da Veiga Pereira, Desnick,
Adler, Disteche, & Schuchman, 1991; E. H. Schuchman, Levran, Pereira, & Desnick,
1992) é responsavel pela codificacdo da enzima esfingomielinase acida (ASM; EC
3.1.4.12), crucial para a degradacdo lisossomal de esfingomielina em ceramida e
fosfocolina. A sua deficiéncia resulta na acumulacédo de esfingomielina e outros lipidos
relacionados em diferentes 6rgéos, resultando em fenotipo clinico de ASMD (McGovern
etal., 2017).

A ASMD apresenta uma prevaléncia estimada de entre 0.4 a 0.6 casos por 100000 nados
vivos (Meikle et al., 1999; Pinto et al., 2004; Poorthuis et al., 1999), com o estudo da
populagéo do norte de Portugal a apresentar a maior prevaléncia, de 0.6 casos por 100000

nados vivos (Pinto et al., 2004).

Clinicamente, os dois tipos distinguem-se pela severidade da doenca e presenca ou
auséncia de sintomas neurologicos: o tipo A, uma forma severa na qual ocorre uma rapida
e progressiva neurodegeneracédo levando a morte durante a infancia; e o tipo B, uma forma
cronica visceral progressiva, de inicio tardio, com auséncia de sintomas neuroldgicos.
Contudo, baseado na evidéncia presente nas Gltimas décadas, muitos doentes apresentam
um fendtipo clinico intermédio, caracterizado por envolvimento multissistémico e
regressdo psicomotora progressiva lenta (McGovern et al., 2017, 2008; Pavlu-Pereira et
al., 2005; Marie T. Vanier, 2010; Wasserstein & Schuchman, 1993).

O diagnéstico bioquimico de ASMD é realizado através da atividade enzimética da ASM
nos leucécitos periféricos (Kampine, Bardy, Kanfer, Feld, & Shapiro, 1967) ou
fibroblastos da pele cultivados, e confirmado pela presenca de variantes patogénicas no
gene SMPDL.

De momento, ndo se encontra disponivel tratamento paraa ASMD, no entanto encontram-
se em curso ensaios clinicos para uma terapia de substituicdo enzimatica (NCT
00410566).

1.3.2. Niemann-Pick tipo C

Niemann-Pick tipo C (NPC; MIM *257220; MIM *607625) é uma doenga rara

progressiva com um padrao de hereditariedade autossomico recessivo, caracterizado por



Estudo de biomarcadores da doenca de NPC

mutacdes nos genes NPC1 (MIM *607623) ou NPC2 (MIM *601015) (Carstea et al.,
1997; Geberhiwot et al., 2018; Naureckiene et al., 2000).

O gene NPC1, localizado na regido cromossémica 18q11, esta envolvido em 95% das
familias com NPC, e o gene NPC2 (14924.3) apenas engloba as restantes 5% (Carstea et
al., 1997; Geberhiwot et al., 2018; Naureckiene et al., 2000). Estes genes codificam
proteinas transportadoras de membrana: NPC1 (Neufeld et al., 1999), uma proteina do
lisossoma/endossoma tardio, que se liga a membrana, e NPC2 (Friedland, Liou, Lobel, &

Stock, 2003), uma proteina soltvel de ligacdo ao colesterol.

Classificada como doenca rara, NPC apresenta uma prevaléncia estimada de 1 caso por
100000 nados vivos (Geberhiwot et al., 2018). Contudo, a prevaléncia observada em
Portugal, 2.2 casos por 100000 nados vivos (Pinto et al., 2004), é mais elevada do que em
outros paises (Al-Jasmi et al., 2012; Meikle et al., 1999; Poorthuis et al., 1999; Poupétova
et al., 2010), o que ndo é explicada por uma mutacéo frequente. A maior prevaléncia, tal
como as das LSD em geral, podera ser explicada por um extensivo estudo de uma

particular &rea populacional (Pinto et al., 2004).
1.3.2.1. Patogénese

Bioquimicamente, a doenca de NPC é caracterizada por uma anomalia no trafego de
colesterol, com a sua consequente acumulacdo, seguindo-se uma acumulacao secundaria

de outros lipidos, incluindo esfingolipidos, no cérebro e nos 6rgédos viscerais.

O colesterol é um componente crucial da membrana celular, com importantes papéis
estruturais e funcionais, regulando varias vias de sinalizacdo e fungdes celulares. A sua
obtencdo celular resulta de sintese enddgena, no reticulo endoplasmaético (ER) e de uptake
de lipoproteinas de baixo peso molecular (LDL), e exdgena, via recetores LDL (Arenas,
Garcia-Ruiz, & Fernandez-Checa, 2017).

As LDL que entram na célula por via endocitica sdo hidrolisadas nos endossomas-
tardios/lisossomas (LE/L) pela lipase &cida lisossomal (LAL), libertando colesterol livre.
Em condigBes normais, a proteina NPC2 liga-se inicialmente a cadeia hidrofobica do
colesterol ndo esterificado, cedendo posteriormente a molécula ao dominio N-terminal da
NPC1, que vai inserir o colesterol na membrana lisossomal, distribuindo-o primariamente
para a membrana plasmatica (PM) como também para o reticulo endoplasmatico (ER)

(figura 1-1). Contudo, o mecanismo especifico pela qual a NPC1 participa na saida de
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colesterol do LE/L para o ER e para a PM néo esta totalmente esclarecido (Vance &
Karten, 2014, p. 2; Marie T. Vanier, 2010).

A perda funcional de qualquer uma destas proteinas leva a acumulacéo progressiva de
colesterol e varios esfingolipidos nos compartimentos intracelulares dos LE/L (Kwon et
al., 2009; Sleat et al., 2004; Marie T. Vanier, 2015). Devido a essa acumulacdo, a
subsequente inducéo de todas as LDL mediadas homeostaticamente pelo colesterol vai
apresentar uma resposta tardia nas células deficientes em NPC (Marie T. Vanier, 2010).

Esta anomalia constitui o hallmark celular da doenca.

cytosol

TLE/L

Figura 1-1: Papel das proteinas NPC1 e NPC2 no transporte de colesterol livre nos endossomas-
tardios/lisossomas (Peake & Vance, 2010).

Apesar das proteinas NPC1 e NPC2 terem, aparentemente, uma distribuicdo ubiquitaria,
as consequéncias mais devastadoras da deficiéncia em NPC ocorrem, tipicamente, no

cérebro.

O sistema nervoso central € impermeavel as lipoproteinas plasmaticas, devido a barreira
hematoencefalica, pelo que praticamente todo o colesterol existente no cérebro é
produzido localmente, por sintese de novo. No entanto, os neurénios também adquirem
colesterol, parcialmente, por entrega glial, particularmente pelos astrocitos, através de
endocitose de uma proteina Apo-E-colesterol-fosfolipido (Vance, 2012). Esta particular
fonte de colesterol ndo necessita de LAL, mas continua a necessitar das proteinas NPC1
e NPC2 funcionais (Marie T. Vanier, 2015).

1.3.2.2.  Apresentacdo clinica

A apresentacdo clinica e a esperanca de vida dos doentes com NPC sdo altamente
heterogéneas, variando de acordo com a idade de inicio da doenca, podendo mesmo
diferir entre individuos com gendtipos similares (Marie T. Vanier et al., 2016).



Estudo de biomarcadores da doenca de NPC

Os sinais e sintomas podem ser agrupados em trés grupos: visceral, neurologico e

psiquiatrico, mas em termos préticos, e segundo as orienta¢des clinicas mais recentes, a

doenca de NPC deve ser classificada de acordo com a idade de inicio dos sintomas

neuroldgicos (Geberhiwot et al., 2018), uma vez que se relacionam diretamente com a

severidade da doenca e com a esperanca de vida (Marie T. Vanier, 2010).

Com base na idade de inicio dos sintomas neurologicos é possivel distinguir 4 subgrupos

da doenca: infantil precoce (< 2 anos), infantil tardia (2-6 anos), juvenil (6-15 anos) e

adolescente/adulta (>15 anos).

Na tabela

encontram-se  sumarizadas

as manifestacdes

sistémicas

neuroldgicas/psiquiatricas presentes em cada subgrupo.

Tabela 1-2 Sumario dos sinais e sintomas da doenca de Niemann-pick tipo C (NPC) pela idade de inicio dos
sintomas neuroldgicos (retirado de Geberhiwot et al., 2018)

Age of onset

Systemic manifestations

Neurological/psychiatric manifestations

Pre/peri-natal
(< 2 months)

Early-infantile
(2mto<2yrs)

Late-infantile
(2to 6 yrs.)

Foetal ascites/hydrops
Hepatosplenomegaly
Cholestatic jaundice
Thrombocytopenia
Pulmonary disease

Liver failure

Failure to thrive
Hepatosplenomegaly  or  Splenomegaly
(isolated or with neurological manifestations)
Prolonged neonatal jaundice

Hepatosplenomegaly  or  Splenomegaly
(isolated or with neurological manifestations)
History of prolonged neonatal cholestatic

jaundice

Hypotonia

Central hypotonia

Delayed developmental motor milestones,
speech delay

Dysphagia, spasticity

VSGP
Developmental delay/regression, speech
delay

Clumsiness, Frequent falls,

Progressive ataxia, dystonia, dysarthria,
dysphagia

Seizures (partial/generalized)

Cataplexy

VSGP

Hearing loss
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Poor school performance, learning
disability. Loss of language skill
Frequent falls, clumsiness

3 | Hepatosplenomegaly  or  Splenomegaly Progressive ataxia, dysarthria, dystonia,
uvenile

(isolated or with neurological manifestations;  dysmetria, dyskinesia, dysphagia
(6 to 15 yrs.)

often not present) VSGP

Gelastic cataplexy
Seizures
Behavioural problems
Cognitive decline, dementia, learning
disability
Psychiatric signs. Schizophrenia

Adolescent/adult Splenomegaly (often not present; isolated in  (psychosis), depression

(>15yrs) Very rare cases) Clumsiness, progressive motor symptoms,
tremor, ataxia, dystonia/dyskinesia,
dysarthria, dysphagia
VSGP

Como descrito na tabela, nas formas clinicas tardias (juvenil e adolescente/adulta) o

envolvimento sistémico € ligeiro, podendo em muitos casos estar ausente.

Os doentes com idade de inicio pré/neo-natal (<2 meses) apresentam manifestacdes
sistémicas severas, incluindo ascite fetal, colestase neonatal, hepatoesplenomegalia,
doenca pulmonar, falha hepética e/ou respiratoria, entre outros, o que leva a morte nos

primeiros meses de vida, mesmo antes do aparecimento dos sintomas neuroldgicos.

A apresentacao clinicamente heterogénea da patologia, associada a sinais e sintomas nao
especificos complica o processo de diagnéstico, podendo levar a um longo atraso na sua
identificacdo (Geberhiwot et al., 2018; Patterson et al., 2012).

1.3.2.3.  Testes de diagnostico

A semelhanca de outros laboratérios de referéncia no diagnéstico de LSD e mais
especificamente em NPC, esta patologia € estudada com recurso a coloragcdo com filipina
e confirmada pela identificacdo de variantes patogénicas, por sequenciacdo dos genes
NPC1 e NPC2.

Coloracdo com filipina

A filipina é um antibidtico polieno fluorescente que se liga especificamente ao colesterol,
mas nao a esterais esterificados. Desenvolvido ha cerca de 30 anos (Kruth et al., 1986),

este teste permitiu a distincdo de trés fendtipos bioquimicos: classico, intermédio e

10
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variante, com base na acumulacdo de colesterol ndo esterificado visualizado pela

coloragdo com filipina.

Na forma classica ocorre uma acumulacdo massiva de colesterol, que é intensamente
corado pela filipina, ao contrario da forma variante, na qual ocorre uma menor
acumulacgdo. Esta ultima, é frequente em formas neuroldgicas presentes em adultos e
jovens, raro em formas infantis tardia e nunca descrita em formas infantis precoce (M. T.
Vanier et al., 1991).

Por muito tempo classificado como o ensaio gold standard para o diagndstico de NPC,
este teste ndo € atualmente considerado de primeira linha, uma vez que é um método
invasivo, sendo necessaria a realizacdo de uma biopsia de pele, sendo além do mais uma
metodologia tecnicamente exigente e morosa, apenas realizada em centros de referéncia
especializados. Apresenta ainda como limitagOes a sua falta de especificidade, dando
origem a falsos positivos, além de apresentar falta de sensibilidade nas formas cujo
fenotipo bioquimico é classificado como variante (Patterson et al., 2017; Marie T. Vanier
et al., 2016).

Sequenciacdo dos genes NPC1 e NPC2

A identificacdo de variantes genéticas patogénicas nos dois alelos, seja no gene NPC1 ou
no gene NPC2, confirma o diagnostico de NPC. No entanto, em 10 a 15% dos casos de
NPC ndo sdo identificadas variantes genéticas patogénicas nos dois alelos, sendo
necessario recorrer a testes complementares, nomeadamente estudos de RNA e multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) para detetar alteracdes intrénicas ou

delecBes ndo detetadas na sequenciacdo de Sanger (Patterson et al., 2017).

De salientar que, a sequenciacdo dos genes, € também o Unico método que permite
identificar os heterozigéticos (portadores da doenca), e € também o método de eleicao

para o diagnostico pré-natal.

Até a data estdo descritas mais de 700 variantes no gene NPC1, sendo que 400 sdo
consideradas patogénicas. Tendo em conta a pandplia de variantes patogénicas, torna-se
dificil estabelecer uma relacdo gendtipo/fendtipo, contudo, nas tltimas orientagdes, foram
enumerados, alguns aspetos relevantes da relacdo gendtipo-fendtipo (Geberhiwot et al.,
2018):

11
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O

A presenca em ambos os alelos de variantes patogénicas severas (frameshift,

nonsense, large deletion) estd geralmente relacionada com um fenotipo clinico de

doenca neuroldgica presente na forma infantil precoce;

o A variante genetica p.11061T (NPC1), quando em homozigotia, esta associada a
fenotipo juvenil de inicio de sintomas neurologicos;

o A p.P1007A (NPC1) aparenta estar relacionada com formas juvenis ou adultas,
mesmo se sO presente em um unico alelo.

o Esta descrito um elevado nimero de alteracfes missense no gene NPC1 associadas a

formas neuroldgicas de inicio tardio, mesmo estando em heterozigotia.
1.3.2.4. Monitorizacao e terapia

A monitorizacdo da resposta terapéutica é realizada, com recurso ao ensaio da atividade

enzimatica da quitotriosidase.

A quitotriosidase € uma quitinase maioritariamente produzida pela ativacdo dos
macrofagos, seja em condi¢Bes normais ou patoldgicas (Hollak, van Weely, van Oers, &
Aerts, 1994). A sua atividade encontra-se também aumentada na maioria das
esfingolipidoses, com especial énfase na doenca de Gaucher. Contudo, nas formas
atenuadas de NPC, a atividade da quitotriosidade pode encontrar-se normal, evidenciando

a falta de especificidade como biomarcador para esta patologia.

Embora ndo exista atualmente uma terapéutica especifica para a doenca de NPC, os
doentes afetados podem beneficiar de terapéutica sintomatica assim como de agente
modificador do curso da doenca, mais concretamente dos sintomas neuroldgicos. O
Miglustat® é, até a data, a Unica terapéutica licenciada pela Unido Europeia para o
tratamento dos sintomas neuroldgicos nos doentes com NPC, ndo existindo ainda assim
consenso por parte da comunidade cientifica de que todos os doentes beneficiem desta
terapia (Geberhiwot et al., 2018).

Estdo em curso novos ensaios clinicos promissores com vista a testar a seguranga e
eficacia de preparacOes intravenosas de hidroxipropil-B-ciclodextrina (NCT 01747135)
e Arimoclomol® oral (NCT 02612129). Qutras terapéuticas estdo a ser testadas, mas

ainda em fases incipientes (Geberhiwot et al., 2018).

12
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Diagnostico pré-natal

O diagndstico pre-natal deve ser oferecido a todos os casais com risco de transmissdo da
patologia a descendéncia, sendo estes devidamente aconselhados por especialistas na area
(Geberhiwot et al., 2018). A sequenciacdo dos genes NPC1 e NPC2 é o método

recomendado para o diagnostico pré-natal.
1.3.25. Uma nova era no diagnostico de NPC
Oxiesterois

O defeito nas proteinas transportadoras, NPC1 ou NPC2, que ocorre em NPC leva a
acumulacao de lipidos lisossomais, 0s quais sdo acompanhados de stress oxidativo celular
e um subsequente aumento de produtos de oxidacdo de colesterol formados néo
enzimaticamente (Fu, Yanjanin, Bianconi, Pavan, & Porter, 2010; Porter et al., 2010;
Zampieri et al., 2009).

Estes produtos de oxidacdo do colesterol, designados por oxiesterdis tém sido
extensivamente estudados como biomarcadores de NPC (Boenzi et al., 2016, 2014;
Hammerschmidt et al., 2018; Jiang et al., 2011; Kannenberg et al., 2017; Klinke et al.,
2015; Lin et al., 2014; Pajares et al., 2015; Pataj, Liebisch, Schmitz, & Matysik, 2016;
Polo et al., 2016; Ribas et al., 2016; Romanello et al., 2016; VVoorink-Moret et al., 2018;
Zhang et al., 2014). Em particular, dois oxiesterdis, cholestane-34,5a, 65-triol (C-Triol) e
7-ketocholesterol (7-KC) foram identificados e propostos como biomarcadores da
patologia (Jiang et al., 2011; Porter et al., 2010), apesar de nenhum deles ser especifico
para NPC.

Além de ocorrer uma sobreposicdo em alguns doentes com fenotipo bioquimico
denominado “variante” com controlos e heterozigoticos para NPC1/NPC2, foi também
descrito (Romanello et al., 2016) um aumento de C-triol na deficiéncia em LAL e na
xantomatose cerebrotendinosa (CTX), doencas do metabolismo do colesterol, e em
ASMD (Pajares et al., 2015). O 7-KC, um produto ainda menos especifico, para além das
patologias ja referidas anteriormente, encontra-se também elevado em defeitos da sintese
do colesterol (sindrome Smith-Lemli-Opitz), mucolipidoses, doencas peroxissomais, e
individuos com doenca colestatica (Bjorkhem et al., 2014; Boenzi et al., 2016; Jiang et
al., 2011; Klinke et al., 2015; Lin et al., 2014; Pataj et al., 2016; Polo et al., 2016; Ribas
et al., 2016; Romanello et al., 2016).
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Esfingolipidos

A acumulacao de SL, apesar de ser um processo secundario, nos doentes com NPC, tem
um papel relevante ndo sé nesta patologia, mas também na neuropatologia de diversas

LSD, contribuindo para a cascata de eventos patologicos (Marie T. Vanier, 2015).

Os lisoesfingolipidos, formas deacetiladas dos SL, contém um grupo amina livre que €
possivelmente a funcdo responsédvel pela patogenicidade destes compostos. Com o
desenvolvimento de novos métodos analiticos, assumiram um papel relevante como
biomarcadores para 0 diagnostico e monitorizacdo da resposta terapéutica de diversas

esfingolipidoses (Piraud et al., 2018).

Um ligeiro aumento de lisoesfingomielina (LysoSM) (Welford et al., 2014) e um aumento
mais significativo da sua forma carboxilada, lisoesfingomielina-509 (LysoSM-509)
(Giese et al., 2015) foram observados no plasma de individuos com NPC, confirmando o
seu potencial como biomarcadores de diagndstico da patologia (Kuchar et al., 2017;
Pettazzoni et al., 2017; Polo et al., 2017; VVoorink-Moret et al., 2018). LysoSM-509 esta
também aumentada nos doentes com ASMD, contudo o aumento de LysoSM nestes
doentes é muito mais significativo quando comparado com o que acontece nos doentes
de NPC. Esta constatacdo mostra que a quantificacdo dos dois pardmetros, e a razéo
LysoSM-509/LysoSM é muito importante para o diagndstico de NPC. E também
importante de salientar, que a disponibilidade de ensaio da atividade enziméatica de ASM
facilita o diagndstico de ASMD.
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Figura 1-2: Estrutura quimica da lisoesfingomielina (LysoSM) (Welford et al., 2014).

Um ligeiro aumento destes biomarcadores parece estar também presente nos doentes de
Gaucher, patologia inserida no grupo das esfingolipidoses (Pettazzoni et al., 2017) e na
deficiéncia em LAL (Pettazzoni et al., 2017; Polo et al., 2017; Voorink-Moret et al.,
2018), no entanto a concentracdo dos biomarcadores ndo aparenta interferir no
diagnostico de NPC.
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Segundo as ultimas recomendacdes de diagnostico, embora ndo exista um Unico
biomarcador especifico para a doenca de NPC, a combinacdo da quantificacdo dos
produtos de oxidacao do colesterol em conjunto com a dos esfingolipidos, pode melhorar

a especificidade do diagndstico (Patterson et al., 2017).
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Capitulo I

Método analitico
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2.1. Técnicas de quantificacdo de biomarcadores

Nos Ultimo anos tém sido descritas vérias técnicas de cromatografia liquida acoplada a
espetrometria de massa, para quantificacdo de biomarcadores com o intuito de
diagnostico e monitorizacdo da resposta terapéutica de diversas esfingolipidoses (Piraud
etal., 2018).

2.2. Cromatografia liquida

A cromatografia liquida (LC) € um método fisico que permite a separacéo e identificacdo
de compostos presentes numa matriz complexa. A cromatografia liquida de alta/ultra
eficiéncia (HPLC/UPLC) € assim designada pois permite a utilizacdo de colunas
cromatograficas de alta/ultrapressdo de forma a obter uma melhor separacdo dos

compostos pretendidos.

Um sistema de HPLC/UPLC inclui um sistema de distribuicdo de solventes, uma seringa
de injecdo da amostra, uma coluna de alta/ultrapresséo, um detetor e um sistema de

controlo e aquisicdo de dados (figura 2-1).
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Figura 2-1: Esquema de um sistema tipico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Czaplicki, 2013).

A separacao cromatografica ocorre pela interacdo entre os analitos na amostra e as duas
fases imisciveis que compdem uma cromatografia, a fase mdvel e a fase estacionaria. A
fase estaciondria encontra-se imovel, dentro da coluna, enquanto que a amostra diluida
na fase movel (eluente) é forcada a atravessa-la. A escolha das fases modveis € realizada
de modo a que os analitos presentes na amostra tenham solubilidades diferentes para cada
fase, o que por migragédo diferencial leva os compostos a separarem-se, podendo ser

posteriormente analisados qualitativa ou quantitativamente.
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O cromatograma é a representacédo grafica da variacdo, em funcéo do tempo, da amostra
de analito que é expelida da coluna cromatogréfica com a fase mdvel. O tempo de
retencdo e a area do pico, presentes no cromatograma, permitem a identificacdo e

quantificacdo do composto alvo.

A representacéo grafica provém de um sinal elétrico emitido pelo detetor e reconstituido
computacionalmente em valores. Existem varios detetores que podem ser adaptados,

como € o caso dos espetrometros de massa.
2.3. Espetrometria de massa

A espetrometria de massa (MS) é um método analitico altamente especifico e sensivel,
baseado na determinacdo de massas atdmicas ou moleculares de compostos
individualizados, presentes numa matriz complexa. E um método qualitativo,
possibilitando a identificacdo estrutural de compostos, mas é também um método

quantitativo.

Um espetrometro de massa moderno tipico é composto por um sistema de introducgéo da
amostra, uma fonte de ionizacdo, um analisador de massa, um detetor de ies e um sistema

de controlo e aquisicdo de dados (figura 2-2).

10-6 Torr 10-7-10-8 Tom
[nlet
Irilet —="|10H SOURCE ANALYSER LETECTOR | pimrio?;sm

|
f

Inlet

Figura 2-2: Esquema de um sistema tipico de espetrometria de massa e correspondentes niveis de vacuo
habituais (Vairamani, 2003)

A possibilidade de utilizagéo de diferentes fontes de ionizagéo e analisadores de massa

possibilita a adaptacdo a cada método, assim como as propriedades fisico-quimicas de
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cada analito. As fontes de ionizacdo por eletrospray (ESI) e os analisadores triplo

quadrupolo sdo usualmente os mais utilizados para quantificacéo de analitos.
2.3.1. Fonte de ionizacdo por eletrospray

Todo este processo comega com a introducdo da amostra liquida na fonte de ionizacao
através de um tubo capilar ao qual ¢é aplicado uma diferenca de potencial, criando um
campo elétrico forte. Esse campo elétrico promove a acumulacéo de cargas a superficie
do liquido, no final do capilar, formando um cone de Taylor que vai libertar gotas
altamente carregadas.

Um gas inerte, denominado gas de desolvatacdo é introduzido com o intuito de remover
as moléculas de solvente, aumentando assim a carga por unidade de volume das gotas, as
quais comecam a alongar e formam um novo cone de Taylor, originando gotas cada vez
mais pequenas, mas mais carregadas. Este processo continuo de evaporacdo de solvente
vai continuar até a desadsorcdo dos ides da superficie do liquido, passando estes pelo

cone de extracdo e seguidamente para o analisador.

A ESI é considerada uma fonte de ionizacdo suave, na qual € usada relativamente pouca
energia, ndo ocorrendo, normalmente, fragmentacdo do analito. E uma técnica
extremamente versétil, pois a possibilidade de aplicar uma diferenca de potencial positiva
ou negativa permite a producéo de catides no modo positivo (ESI+) ou de anides no modo

negativo (ESI-).
2.3.2. Analisador de massas triplo quadrupolo

Apbs a formacdo de ides na fonte de ionizacdo, estes sdo separados, no analisador, de
acordo com a sua razdo massa-carga (m/z), propriedade fisica dos ides que é medida, e
das fragmentacOes/transicdes especificas, ou seja, o especifico par ido precursor-ido
produto resultante. Cada transicéo é considerada uma assinatura para o analito medido, o
gue torna esta técnica tdo especifica e sem risco de grandes interferéncias (Piraud et al.,
2018).

Um analisador quadrupolo usa a estabilidade da trajetéria em campos magnéticos
oscilantes para separar os ifes. O quadrupolo consiste em 4 barras metéalicas cilindricas e
perfeitamente paralelas. Uma combinacéo de constantes e variadas voltagens permitem a

transmissdo de uma restrita banda de valores m/z ao longo do eixo.
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O triplo quadrupolo é composto por quadrupolos em sequéncia (MS/MS) de modo a
aumentar a versatilidade e especificidade da analise. O quadrupolo central, denominado
“célula de colisdao”, permite a fragmentacao de ides, por parte de um gas de colisdo, sendo

entdo essas fracOes resultantes analisadas no terceiro quadrupolo.

A versatilidade dos triplos quadrupolos permite a utilizacdo dos quadrupolos em dois
modos, estatico ou dindmico. O modo estatico permite a selecdo de um determinado ido,
enguanto que o modo dindmico permite a passagem de todos os ides. Estes dois modos

combinados permitem a utilizacao de varios modos operacionais:
Product scan

Neste modo, o primeiro quadrupolo encontra-se em modo estatico, permitindo a
passagem apenas do ido selecionado, o qual vai colidir no quadrupolo central e criar
diversos fragmentos, produtos da reagdo, que véao ser todos analisados no terceiro
quadrupolo, operando em modo dindmico (figura 2-3). Este modo possibilita a

identificacdo de todos os ides produtos resultantes de um determinado ido precursor.

lon
W Ms1 CID MS2
I'. .,I I e _ e 0 ®
I "= | @ @ > o2 | o
® =, 1® ® Rt o®® \
&——— c—=Fixed = = Scanning = m/z

Figura 2-3: Representagiio esquematica do modo operacional “product scan” (Domon & Aebersold, 2006).

Precursor scan

Precursor scan funciona com o primeiro quadrupolo em modo dinamico e o terceiro em
modo estatico (figura 2-4). Este modo permite identificar todos os iBes precursores que

dé&o origem a um determinado ido produto.
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Figura 2-4: Representacio esquematica do modo operacional “precursor scan” (Domon & Aebersold, 2006).
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Multiple reaction monitoring

Multiple reaction monitoring (MRM) € o modo que garante mais versatilidade e
especificidade necessaria a quantificacdo de analitos pretendidos. Tanto o primeiro
quadrupolo como o terceiro funcionam em modo estatico, detetando assim apenas o ido

precursor e o seu fragmento especifico (figura 2-5).

®_ @' | >
1 = | o =)

® ! O
@<= | ®

——— ] —Fixed =—

Y¥\

°°
=)
®s

00

—— Fixed — Time

Figura 2-5: Representacio esquematica do modo operacional “MRM” (Domon & Aebersold, 2006).

E possivel monitorizar e quantificar diferentes ides e fragmentaces em simultaneo, o que
torna este modo extremamente Gtil a quantificacdo, em simultaneo, de varios

biomarcadores.
2.4. Cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa

A cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa é uma metodologia que tem
vindo a ganhar muita popularidade para a analise de biomarcadores, com diversas e
variadas técnicas reportadas com o intuito de simplificar e aprimorar o diagnostico

preciso para algumas patologias.

Este acoplamento combina a capacidade eximia de analise da espetrometria de massa com

a separacao fisica fornecida pela cromatografia liquida.

Na analise de amostras biologicas ocorre muitas vezes efeitos de matriz causados por
outros compostos presentes na amostra (matrizes complexas) ou pelo método de
preparacdo da amostra. A utilizagdo de um padréo interno adequado permite, geralmente,
a correcdo desse efeito, com a concentracdo do analito a ser proporcional a razao sinal

analito/padrdo interno.
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3.1. Equipamento, materiais e reagentes

Equipamento

As andlises de cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa tandem (LC-
MS/MS) foram realizadas num cromatdgrafo de ultra eficiéncia (UPLC), modelo Acquity
Ultra Performance LC ™, da marca Waters (USA) e um espetrometro de massas, modelo
TQ Detector, também da marca Waters, equipado com uma sonda do tipo ESI. A coluna
cromatogréfica utilizada foi uma Mediterranea Sea C18, 5 um 2.1x150 mm, da marca
Teknokroma. Estes equipamentos encontravam-se associados ao software MassLynx,

versdo 4.1 da marca Waters.
Materiais

Para a preparacdo das amostras a injetar no LC-MS/MS foram utilizadas duas centrifugas,
uma Eppendorf modelo 5417 R e uma Hereaus modelo Megafuge 1.0 R, um vortex da
marca Heidolph modelo REAX 2000, micropipetas automaticas e respetivas pontas.

Reagentes

Para este trabalho foi utilizado um kit desenvolvido pela empresa Maldral Scientia® que
permitiu 0 doseamento dos compostos LysoSM e LysoSM-509 no plasma recorrendo a
técnica de LC-MS/MS.

A constituicdo do kit encontra-se descrita na tabela 3-1.

Tabela 3-1 Constitui¢do do kit para doseamento de LysoSM e LysoSM-509 no plasma.

Artigo Descricdo Quantidade
VA-LYSSM01001 Solugdo padréo LysoSM 10 mg/I 2ml
VA-LYSSM01002 Padrdo Interno (Lyso Gb2) 20 ml
VA-LYSSM01003 Reagente 1 60 ml
VA-LYSSMO01004 Reagente 2 50 ml
VA-LYSSMO01005 Reagente 3 100 ml
VA-LYSSMO01006 Reagente 4 30 ml
VA-LYSSMO01007 Fase movel A 1000 ml
VA-LYSSM01008 Fase moével B 1500 ml
VA-LYSSM01009 Solugdo de lavagem “Weak” e “Seal” 500 ml
VA-LYSSM01010 Solugdo de lavagem “Strong” 500 ml
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VA-LYSSMO01011 Coluna 1 unidade

VA-9.407700 Microtubos 200 unidades
VA-VZM-1509CC-100 Vials 200 unidades
VA-TR400026 Tampas de vials 200 unidades

3.2. Preparacao de solucdes

A preparacdo das soluces foi realizada de acordo com o manual de utilizador da técnica

desenvolvida pela empresa.
A partir da solucdo padrao primaria de LysoSM foram preparadas 2 solugdes intermédias.

Solucoes padrdo intermédias | e |l

A solucdo padrdo intermédia | foi preparada adicionando 50 pl da solucdo padréo

primaria a um baldo volumeétrico de 5 ml, perfazendo-o com reagente 1.

A solucdo padrdo intermédia Il foi preparada adicionando 500 ul da solugdo padrdo

primaria a um baldo volumeétrico de 5 ml, perfazendo-o com reagente 1.

Solucdes padrdo de fortificacio

Partindo da solu¢do padrao primaria e das solugdes padrdo intermédias | e 11, obtiveram-
se 7 solucdes padrdo de fortificacdo, a diferentes concentragdes. O procedimento
encontra-se detalhado na tabela 3-2.

Tabela 3-2: Preparacao das solucdes de fortificagdo, incluindo quantidade de solugdo e solvente a pipetar
juntamente com a concentracao final das diferentes solucdes de fortificacéo.

Solugao Solucéo a pipetar (uL) Reagente 2 (uL) Concentragao (ng/mL)
Fortificagdo 1 Intermédia 1 (300) 700 30
Fortificagdo 2 Intermédia 2 (80) 920 80
Fortificacdo 3 Intermédia 2 (150) 850 150
Fortificagdo 4 “Stock” (40) 960 400
Fortificagdo 5 “Stock” (70) 930 700
Fortificagédo 6 “Stock” (100) 900 1000
Fortificacdo 7 “Stock” (300) 700 3000
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Solucdes padrdo de calibracdo e controlo

Partindo das solucdes padrdo de fortificacdo, obtiveram-se 7 solucdes padrdo de
calibracdo necessarias ao tragado da curva de calibracdo, pela adi¢do de 20 ul de solugéo
padrdo de fortificacdo a 180 pl de mistura de plasma de controlos.

Para avaliar a precisdo e eficacia do ensaio foram preparadas 3 solugdes padrdo de
controlo de qualidade (QC), pela adicao de 30 pl de solugédo padréao de fortificacdo a 170
pl de mistura de plasma de controlos.

Estas solucGes foram preparadas diariamente a cada dia de trabalho.

Na tabela 3-3 sdo apresentadas as concentracdes para cada solugdo, assim como a solugéao

padrdo de fortificacdo a usar.

Tabela 3-3: Preparacéo das solugdes de calibragéo, incluindo quantidade de solugéo a pipetar juntamente com
a concentracao final das diferentes solugdes de concentracao.

Solugéo Solugéo a pipetar Concentracdo (ng/mL) Concentracao (nmol/L)
Calibracéo 1 Fortificacdo 1 3 6.46
Calibracéo 2 Fortificacdo 2 8 17.29
Calibragédo 3 Fortificacdo 3 15 32.28
Calibragéo 4 Fortificacdo 4 40 86.45
Calibracédo 5 Fortificacdo 5 70 150.66
Calibracéo 6 Fortificacdo 6 100 215.23
Calibracéo 7 Fortificacdo 7 300 645.69

QC1 Fortificagdo 2 45 9.67
QC2 Fortificacdo 4 225 48.34
QC3 Fortificacdo 5 60 128.92

3.3.

Doentes, controlos e amostras

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas como amostras controlo sangue de 64
individuos, compreendendo uma gama de idades entre 1 e 66 anos. Os individuos controlo
incluiram amostras de dadores de sangue adultos saudaveis (n=44) e de criangas
referenciadas para investigacdo metabdlica com excluséo de diagndstico de LSD (n=20).

Todas as amostras de sangue provenientes de individuos controlo foram colhidas
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contendo anticoagulante-EDTA, centrifugadas durante 10 minutos a 3000 g, separado o

plasma e seguidamente guardadas a -70°C até a sua analise.

Adicionalmente, foram estudadas amostras, de 12 individuos pertencentes ao banco de
amostras biolégicas do CGMJM, colhidas quando do diagnostico de NPC. A
caracterizagdo bioquimica deste grupo de doentes foi efetuada, com recurso a coloragao
com filipina e a analise molecular por sequenciacdo dos genes NPC1 e NPC2 (tabela 3-
4). Com base na idade do inicio do aparecimento dos sintomas neurolégicos, 5 doentes
(1-5) estavam classificados como fenotipo clinico infantil-precoce/tardio, 3 doentes (6-8)
como fendtipo clinico juvenil e os restantes 4 (9-12) como fendtipo clinico
adolescente/adulto. Todos os doentes apresentaram uma coloragdo com filipina sugestiva
do fenotipo bioquimico classico, sendo que apenas um estava classificado como

intermédio (doente 9).

Foram incluidas mais 10 amostras seriadas dos doentes 11 e 12, nas quais se encontravam
em tratamento com Miglustat®, para averiguar a eficacia na monitorizacdo da resposta
terapéutica. O espaco temporal entre a 12 amostra, aquando do diagndstico, e a Ultima foi
de 10 anos para o doente 11, e de 12 anos para o doente 12.

Adicionalmente, analisaram-se 5 casos com elevada suspeita clinica de NPC, nos quais
apenas foi identificada uma variante considerada patogénica no gene NPC1, classificacéo
com recurso a bases de dados ou na previsdao in silico. Os 5 casos encontravam-se
classificados como formas clinicas adolescente/adulto e a coloracdo com filipina era
sugestiva de fendtipo bioguimico variante em 4 casos, sendo que um deles apresentava

um fenotipo bioquimico classico (doente 15).

A classificacdo fenotipica e genotipica assim como a atividade enzimatica da
quitotriosidase se avaliada, dos 12 casos (1-12) previamente diagnosticados com NPC e
dos 5 casos (13-17) nos quais apenas uma variante patogénica foi identificada, estdo
detalhadas na tabela 3-4.
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Tabela 3-4: Descrigdo sumaria dos doentes NPC.

Quitotriosidase

Doente Fenétipo clinico  Fenoétipo bioquimico  Gene Gendtipo (nmolimi/hora)
1 Infantil precoce Classico NPC1  p.A1035V/p.A1035V 25.79
2 Infantil precoce Classico NPC1 p.S118fs/p.A1035V 739.34
3 Infantil tardio Classico NPC1 p.Q117fs/p.Q117fs
4 Infantil tardio Classico NPC1  p.G1240R/p.G1240R 936.87
5 Infantil tardio Classico NPC1 p.C177Y/IVS23+1G>A 1991.74
6 Juvenil Classico NPC1 p.R1518W/p.A1035V 100.62
7 Juvenil Classico NPC1 p.A764A/ p.A1035V 87
8 Juvenil Classico NPC1 p.Al1035V p./R1518W
9 Adulto Intermédio NPC1 p.A1035V/ p.P474A
10 Adulto Classico NPC1 p.A764A/p.N188fs 55.67
11 Adulto Cléssico NPC1 p.1241*/ p.R1173G 83.02
12 Adulto Cléssico NPC1 p.1241*/ p.R1173G 50.46
13 Juvenil Variante NPC1 p.A840V/? 187.94
14 Adulto Variante NPC1 p.S865L/?

15 Adulto Cléssico NPC1 p.V505G/? 54.05
16 Adulto Variante NPC1 p.R1518W/?
17 Adulto Variante NPC1 p.R1518W/?

Foram incluidas amostras de plasma de doentes com outras patologias que, pelo fenétipo
clinico ou pela via metabodlica onde se insere 0 seu bloqueio poderiam ser sugestivas de
NPC. Assim, optou-se por incluir amostras de 10 doentes com ASMD, classificados
clinicamente como pertencendo ao tipo B, forma visceral crénica. Adicionalmente foram
ainda incluidas 20 amostras de outras esfingolipidoses [Gaucher (GD, n=6), Fabry (FD,
n=8), Krabbe (KD, n=4) e gangliosidose GM1 (GM1, n=2)], de xantomatose
cerebrotendinosa (CTX, n=2), deficiéncia em lipase acida lisossomal (LAL, n=3) e
doencgas peroxissomais (n=7), incluindo adrenoleucodistrofia ligada ao cromossoma X
(X-ALD, n=5), deficiéncia em acyl-CoA oxidase (ACOX, n=1) e doencas da biogénese
peroxissomal (PBD, n=1). Todos os doentes apresentavam um diagndstico definitivo,
tendo por base estudos enzimaticos e/ou analise molecular. Foram também incluidos 13
portadores obrigatérios (heterozigéticos) de NPC e 5 de ASMD, com base em estudo

molecular.
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Todas as amostras estavam armazenadas a -20°C, nao havendo, contudo, registo das
condigdes de armazenamento.

As caracteristicas de todos os individuos estudados encontram-se sumarizadas na tabela
3-5.

Tabela 3-5: Sumario das caracteristicas dos individuos incluidos no estudo.

Amostras Numero de individuos, n Género (M/F), n Idade, anos
Controlos 64 (30/34) 35 (1-66)
Adultos 44 (15/29) 48 (18-66)
Criangas 20 (15/5) 3(1-8)
Heterozigoticos NPC1 13 (5/7) 44 (28-54)
Heterozig6ticos SMPD1 5 (3/2) 32 (30-35)
Suspeitas NPC 5 (2/3) 21 (13-31)
Doentes NPC 12 (7/5) 10 (2-27)
Esfingolipidoses 30 (16/13) 28 (1-77)
ASMD 10 (4/6) 20 (2-57)
Gaucher 6 (1/5) 38 (1-77)
Krabbe 4 (1/3) 3 (1-11)
Fabry 8 (8/0) 52 (5-73)
Gangliosidose GM1 2 (1/7) 5 (1-8)
CTX 2 (/1) 33 (31-34)
LAL 3 (1/2) 30 (19-32)
Doencas peroxissomais 7 (5/2) 11 (1-44)
X-ALD 5 (5/0) 12 (7-44)
Outras* 2 (0/2) 1(1)

*Inclui um doente com deficiéncia em Acyl-CoA oxidase (ACOX) e um com desordem da biogénese peroxissomal
(PBD).

3.4. Preparacgdo de amostras de plasma humano a analisar

A preparacdo das amostras iniciou-se com a adi¢cdo de 50 pL de padréo interno,
Lisolactosilceramida (LysoGb2 a 120 ng/mL) e 300 pL de reagente 3 a 200 ul de
plasma/calibrador/QC. As amostras foram agitadas durante 30 segundos num vortex, e

seguidamente centrifugadas durante 10 minutos a 11300 g. Os sobrenadantes resultantes
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foram transferidos para vials, aos quais foram adicionados 200 pL de reagente 4,

seguindo-se uma nova agitacdo de 30 segundos no vortex.
3.5. Condicbes cromatogréficas e de espectrometria de massas

As medicdes foram realizadas por cromatografia liquida de fase reversa usando um
cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia (UPLC) Acquity Ultra Performance LC™
(Waters) e uma coluna Mediterranea Sea C18, 5 pm 2.1x150 mm (Teknokroma). A
detecdo por espetrometria de massa em sequéncia (MS/MS) foi realizada usando um

espetrometro de massas TQ Detector (Waters) no modo ESI positivo.

Todos os parametros de UPLC e MS/MS utilizados encontram-se presentes na tabela 3-
6 e 3-7, respetivamente. Os pares iao precursor-ido produto dos compostos analisados,

assim como tensdo do cone e energia de colisdo encontram-se descritos na tabela 3-8.

Tabela 3-6: Parametros cromatograficos utilizados neste trabalho.

Parametros UPLC

Coluna C18, 5 um 2.1x150 mm (Teknokroma)
Temperatura da coluna Ambiente
Tempo (min) % A
0.0 40
. 6.0 0
Gradiente
7.0 0
7.1 40
12.0 40
Fluxo 0.4 mL/min

Volume de injecéo 50 pL
Modo de inje¢do Partial loop with needle overfill

Tempo de corrida 12 min

Temperatura do injetor automatico 15°C

Tabela 3-7: Parametros de massas utilizados neste trabalho.

Parametros MS/MS

Modo de ionizagéo ESI +
Modo de operacao/aquisi¢io MRM
Tens&o capilar 3.5 KV
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Tensé&o de extrator 3v
Tenséo de RF 0.1V
Temperatura da fonte 140°C
Temperatura de dessolvatacao 450°C
Fluxo do gas de cone 50 L/h
Fluxo do gas de dessolvatacéo 1100 L/h
Tempo de dwell 0.1ls
Resolugdo LM 1 10
Resolugdo HM 1 10
lon energy 1 1
Entrada 1
Saida 2
Resolugéo LM 2 10
Resolucéo HM 2 10
lon energy 2 1
Multiplier 650 V
Nivel de vacuo 32 3.5 x 10° mbar

Tabela 3-8: Parametros de detecéo dos compostos.

180 Precursor 180 Produto . Energia de coliséo
Compostos Tenséo de cone (V)
(m/z) (m/z) V)
465.4 184 33 16
LysoSM
465.4 86 33 12
509 184 33 16
LysoSM-509
509 326 33 22
624.5 282 35 29
LysoGhb2
624.5 264 35 29
3.6. Anélise estatistica

A integracdo das areas dos picos dos analitos foi realizada recorrendo ao software

TargetLynx 4.1 (Waters, USA) e normalizada pela area do padrdo interno.

A curva de calibracédo foi quadratica com 1/x weighting function, e a origem foi excluida.
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A andlise estatistica foi realizada usando o software excel. Para todos os niveis de
biomarcadores inferiores ao limite de quantificacdo (LoQ), estabelecido pela empresa
como 4.3 nmol/L, foram substituidos por 0.5 x LoQ para permitir a analise estatistica dos
resultados obtidos.

Todos os valores obtidos para determinada patologia foram expressos como mediana e
intervalo minimo-méaximo, ndo se optando pela distribuicdo dos percentis devido ao

reduzido nimero de amostras para cada patologia.

P < .05 foi considerado para representar uma diferenca estatisticamente significativa.
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4.1. Método analitico

O diagnostico de NPC apresenta grandes desafios, tanto pela elevada heterogeneidade
clinica como pela idade de inicio da doenca, podendo originar um intervalo de tempo
significativo até a confirmacdo do mesmo (Geberhiwot et al., 2018; Patterson et al.,
2012). A busca de um biomarcador especifico e sensivel para a patologia intensificou-se
nos ultimos anos, com o intuito de facilitar o diagnéstico da patologia e também a
monitorizacao da resposta terapéutica.

Os oxiesterois, mais concretamente C-triol e 7-KC, apareceram inicialmente como
possiveis biomarcadores (Jiang et al., 2011), contudo apresentaram alguns problemas
enumerados em diversos estudos, tais como a elevada sensibilidade & auto oxidagéo, o
que impossibilita estudos retrospetivos, além de falta de especificidade (Bjorkhem et al.,
2014; Boenzi et al., 2016; Jiang et al., 2011; Klinke et al., 2015; Lin et al., 2014; Pataj et
al., 2016; Polo et al., 2016; Ribas et al., 2016; Romanello et al., 2016). Sendo este um
estudo retrospetivo, em que iriam ser utilizadas amostras de plasma das quais n&o havia
um registo das suas condicdes de armazenamento, e sabendo a partida da interferéncia de
processos da auto oxidacdo do colesterol, optou-se por ndo se realizar ensaios de

quantificacdo nem de C-triol nem de 7-KC nas amostras estudadas.

Além dos oxiesterdis, nos ultimos anos, foram reportados varios métodos de
quantificacdo de LysoSM e da sua forma carboxilada, LysoSM-509 (Giese et al., 2015;
Kuchar et al., 2017; Pettazzoni et al., 2017; Polo et al., 2017; VVoorink-Moret et al., 2018).
No entanto, a maioria dos métodos de preparacdo das amostras ¢ demasiado laboriosa e
bastante dispendiosa, seja por recorrer a técnicas de extracdo (Kuchar et al., 2017;
Pettazzoni et al., 2017; Voorink-Moret et al., 2018) ou a processos de secagem sob
corrente de azoto (Pettazzoni et al., 2017; Polo et al., 2017; VVoorink-Moret et al., 2018).

Com vista a inovar a oferta de diagnostico do laboratdrio, tornou-se pertinente a
implementacdo de um método répido e eficaz para o diagndstico bioquimico da doenca
de NPC. O método de preparacdo da amostra recorre apenas a precipitacao proteica, sem
necessidade de recorrer a técnicas de extragdo ou secagem sob corrente de azoto. Em
comparagao com os estudos previamente efetuados, este € um método menos dispendioso

e que consome menos tempo laboratorial.

A separagdo cromatogréafica ocorre numa coluna C18 de fase reversa, conhecida pela sua

versatilidade, com um tempo de corrida de 12 minutos.
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A curva de calibracdo do método € composta por 7 calibradores com quantidades
crescentes de LysoSM. Dada a indisponibilidade do padrdo do composto LysoSM-509,
para o seu doseamento é utilizado o declive da curva da LysoSM, com o célculo a ser
realizado no software de analise, e os resultados a serem expressos ndo por concentracgéo,
mas sim por expressdo dos multiplos da mediana (MOM) dos valores de referéncia, como
ja efetuado em outro estudo publicado de analise deste biomarcador (Polo et al., 2017).
A LysoGb2 é utilizada como padréo interno, e tem como finalidade compensar possiveis

efeitos de matriz e variacGes na medicéo.

Os picos de quantificagdo, com a sua intensidade, assim como o tempo de retengédo de
cada composto analisado encontram-se descritos na figura 4-1.
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Figura 4-1: Separacdo cromatografica dos compostos lisoesfingomielina (LysoSM), lisoesfingomielina-509
(LysoSM-509), e do padréo interno lisolactosilceramida (LysoGb2). LysoSM e LysoGb2 medidas no padréao de
calibracdo 2 e a LysoSM-509 num controlo positivo (doente previamente diagnosticado). O tempo de retengdo

para a LysoSM é de 3.61 min. (A), para a LysoGb2 é de 3.46 min. (B) e para a LysoSM-509 de 5.79 min. (C)
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4.2. Analise plasmatica em amostras de plasma humano

4.2.1. Populacédo controlo / valores de referéncia

Os valores de referéncia foram estabelecidos pela anélise dos niveis plasméticos de
LysoSM e LysoSM-509 em 64 amostras, das quais 44 provenientes de adultos saudaveis
dadores de sangue e 20 de criancas referenciadas para investigacdo metabolica com

exclusdo de diagnostico de LSD.

Das 64 amostras, 53 apresentaram concentracdes de LysoSM inferiores ao limite de
quantificacdo (LoQ), correspondente a 4.3 nmol/L. Para permitir a analise estatistica, as
concentracgdes inferiores ao LoQ foram substituidas por 0.5 x LoQ. As concentracdes de
LysoSM variaram entre <LoQ e 8.6 nmol/L e as de LysoSM-509 entre 0.27 e 3.93 MOM.

A utilizacdo de uma ampla gama de idades, compreendida entre 1 e 66 anos de idade
possibilitou testar a hipdtese dos biomarcadores serem influenciados pela idade. Para
ambos, foi encontrada uma correlacéo positiva com a idade (LysoSM, Pearson 0.383, p
< 0.01; LysoSM-509, Pearson 0.545, p < 0.001).

Foi também avaliada a influéncia do género na concentracdo dos biomarcadores, no

entanto, na amostra em estudo n&o foi encontrada qualquer correlagéo.

Apenas um estudo, conduzido por Polo (Polo et al., 2017), incluiu a influéncia da idade
e do género nos dois biomarcadores, encontrando para a idade uma correlacdo positiva,
néo sendo, no entanto, tao significativa. Giese (Giese et al., 2015) avaliou a influéncia da
idade nos niveis de LysoSM-509, encontrando também uma correlagdo positiva. Os
resultados destes dois estudos dédo énfase aos obtidos no presente trabalho, possibilitando
afirmar que as concentracdes de LysoSM e LysoSM-509 aumentam concomitantemente
com a idade, apresentando assim a populagéo infantil valores inferiores da concentragédo

dos dois biomarcadores face aos adultos.
4.2.2. Doentes e portadores de Niemann-Pick tipo C

Os doentes de NPC (n=12) apresentaram, quase todos, concentra¢Ges de LysoSM (15.5
nmol/L, intervalo 8.5-42.4), superiores as observadas nos controlos, enquanto que 0s
valores de LysoSM-509 (182.3 MOM, intervalo 44.4-407.4) foram todos

significativamente mais elevados, quando comparado com os controlos.
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Os heterozigdticos de NPC1 (n=13) apresentaram valores de LysoSM (5.9 nmol/L,
intervalo 2.15-15.9) inferiores aos dos doentes, e valores de LysoSM-509 (3.4 MOM,
intervalo 1.9-11.5) substancialmente inferiores.
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Figura 4-2: Caixa e Whisker de concentragdes plasmaticas de LysoSM (A) e LysoSM-509 (B) em controlos,
heterozig6ticos para o gene NPC1, e doentes Niemann-Pick tipo C (NPC). A linha representa a mediana,
whiskers representam o minimo e maximo, as bolas representam os valores atipicos.

Como se pode verificar na figura 4-2, ocorre uma ligeira sobreposicéo das concentragoes
de LysoSM nos controlos, heterozig6ticos de NPC1 e doentes com NPC, no entanto, a
concentracdo de LysoSM-509 nos doentes ndo apresenta nenhuma sobreposi¢cao com 0s

heterozigo6ticos nem com a amostra de controlos.

Um individuo heterozigético NPC1 apresentou uma concentracdo de LysoSM 3 vezes
superior ao valor da mediana, e também apresentou a maior concentracdo de LysoSM-
509, 11.5 MOM, no entanto esse valor € significativamente inferior a menor da
concentragdo dos doentes com NPC (44.4 MOM)

Posteriormente, foi realizada uma divisdo dos doentes de NPC em dois grupos, de modo
a tentar estabelecer um padrdo de relacdo entre o valor da concentracdo dos
biomarcadores nas formas precoces e tardias (figura 4-3). A divisdo teve em conta a idade
dos doentes, com as formas precoces a englobarem os doentes até aos 9 anos de idade, e

as tardias a partir dos 9, inclusive.
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Figura 4-3: Caixa e Whisker de concentragdes plasmaticas de LysoSM (A) e LysoSM-509 (B) em doentes NPC,
divididos em dois grupos, crian¢as com idade inferior a 9 anos de idade (NPC < 9) e criangas com idade igual
ou superior a 9 anos de idade (NPC > 9). A linha representa a mediana, whiskers representam o minimo e
méaximo, as bolas representam os valores atipicos.

As formas precoces apresentaram uma mediana de 17.9 nmol/L (intervalo 13.5-20.6) para
a LysoSM e 326.9 MOM (intervalo 228.8-407.4) para a LysoSM-509, enquanto que as
formas tardias evidenciaram uma mediana de 11.6 nmol/L (intervalo 8.5-42.4) e 68.5
MOM (intervalo 44.4-135.8) de LysoSM e LysoSM-509, respetivamente.

Foi encontrada uma correlagdo negativa entre a concentracao de LysoSM-509 nas formas
precoces vs formas tardias (Pearson -0.935; p <0.001). Para a LysoSM néo foi encontrada

qualquer correlagdo com o fenotipo clinico nem com o género.

Com base nestes resultados € possivel verificar que todos os doentes de NPC
apresentaram valores significativamente aumentados de LysoSM-509 face aos controlos
e heterozigoticos, ndo interferindo na sua identificacdo enquanto doentes, mesmo quando
comparados com o individuo heterozigotico de NPC1 que apresentava uma concentragao

substancialmente mais elevada que os restantes.

Estes resultados aqui apresentados vdo de encontro aos obtidos em outros estudos de
quantificacdo de LysoSM-509 (Giese et al., 2015; Kuchar et al., 2017; Pettazzoni et al.,
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2017; Polo et al., 2017; Voorink-Moret et al., 2018), nos quais os doentes de NPC

apresentaram valores superiores face aos controlos.

Até a data apenas um estudo analisou os niveis de LysoSM-509 (Giese et al., 2015) nos
heterozigdticos em NPC1/NPC2, os quais foram superiores aos da populagéo controlo,
resultados que corroboram os do presente trabalho. O aumento de LysoSM-509 em alguns
heterozigoticos, face a populacdo controlo, parece apontar para uma relacdo entre a
existéncia de uma Unica variante patogénica num alelo do gene NPC1/NPC2 e algum grau
de acumulacao do biomarcador, no entanto qualquer conclusao mais definitiva carece de

um estudo mais alargado.

Dado que até a data, nenhum estudo quantificou a LysoSM nos heterozigdticos em
NPC1/NPC2, pelo que ndo é possivel fazer qualquer comparacdo com os resultados
obtidos neste trabalho.

A comparacdo dos niveis plasmaticos de LysoSM e LysoSM-509 entre as formas
precoces e tardias permitiu evidenciar ainda mais a diferenca das diferentes formas
clinicas. As formas precoces, consideradas mais severas, apresentaram niveis muito
superiores de LysoSM-509 quando comparadas com as formas tardias, também
consideradas mais atenuadas, o que ja tinha sido observado por outros autores (Piraud et
al., 2018).

4.2.2.1.  Suspeitas clinicas de Niemann-Pick tipo C

Foram avaliados 5 casos, que além da suspeita clinica de NPC (tabela 4-1: doentes 13-
17), havia sido identificada apenas uma variante patogénica no gene NPC1, e cujo
resultado da coloracdo com filipina havia sido classificada como “variante” em 4 dos

€asos, e um outro como “classica”.

Nos casos acima referidos, os valores das concentracfes de LysoSM (6.9 nmol/L,
intervalo 2.2-10.5) e de LysoSM-509 (4.3 MOM, intervalo 2.7-12.3) foram semelhantes
aos dos heterozigéticos de NPCL1 (figura 4-4). Relativamente a quantificacdo de LysoSM-
509, 2 deles apresentaram niveis sobreponiveis aos dos controlos, e 0s outros 3 casos
embora apresentassem valores superiores aos dos controlos, eram da mesma ordem de
grandeza do individuo heterozigotico de NPC1 ja referido anteriormente, cujo valor foi
bastante superior a mediana. De igual modo também os valores destes casos se encontram

muito distanciados dos obtidos para a populac¢do de doentes NPC estudada.
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Figura 4-4: Caixa e Whisker de concentragdes plasmaticas de LysoSM (A) e LysoSM-509 (B) em controlos,
heterozigodticos para o gene NPC1, casos com apenas uma variante identificada (suspeitas NPC) e doentes
Niemann-Pick tipo C (NPC). A linha representa a mediana, whiskers representam o minimo e méximo, as

bolas representam os valores atipicos.

Tendo em conta o ja reportado por outros autores, e com a conjugacao dos resultados

obtidos para estes 5 casos, ndo é sugestiva de diagndstico de NPC para estes doentes. No

entanto, ndo se pode, a data, excluir a possibilidade de estarmos perante formas muito

atenuadas ainda sem biomarcadores identificados.

4.2.22.

Relacao genotipo-quitotriosidase-filipina-biomarcadores

A tabela 4.1 resume os dados de fen6tipos clinico e bioquimico, genétipo, atividade da

enzima quitotriosidade, concentracdes plasmaticas de LysoSM e LysoSM-509 nos

diferentes doentes NPC, assim como dos individuos com suspeita clinica de NPC, nos

quais apenas foi identificada uma variante patogénica.

Tabela 4-1 Comparacao dos biomarcadores avaliados com os fen6tipos, genétipo e atividade da
quitotriosidase.

Fendétipo Fendtipo . Quitotrisosidase LysoSM LysoSM-509
Doente . . Genotipo
clinico bioquimico (nmol/ml/hora) (nmol/L) (MOM)
Infantil . p.A1035V/
1 Classico 258 17.6 228.8
precoce p.A1035V
Infantil p.S118fs/
2 Cléssico 739.3 20.6 326.9
precoce p.A1035V
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Infantil o p.Q117fs/
3 ) Classico 17.9 392.3
tardio p.Q117fs
Infantil ] p.G1240R/
4 ) Cléssico 936.9 135 407.4
tardio p.G1240R
Infantil . p.C177Y/
5 . Classico 1991.7 20.6 291.2
tardio IVS23+1G>A
) ] p.R1518W/
6 Juvenil Cléssico 100.6 9.1 68.5
p.A1035V
) ] p.A7T64A/
7 Juvenil Cléassico 87.0 10.5 54.5
p.A1035V
. . p.A1035V
8 Juvenil Classico 8.5 68.5
p./R1518W
) p.A1035V/
9 Adulto Intermédio 11.6 747
p.P47T4A
. p.A7T64A/
10 Adulto Cléassico 55.7 13.2 135.8
p.N188fs
) p.1241%/
11 Adulto Classico 83.0 42.4 83.5
p.R1173G
) p.1241%/
12 Adulto Classico 50.5 21.2 44.4
p.R1173G
13 Juvenil Variante p.A840V/? 187.9 6.9 2.7
14 Adulto Variante p.S865L/? 10.5 7.5
15 Adulto Cléssico p.V505G/? 54.1 2.2 12.4
16 Adulto Variante p.R1518W/? 8.8 4.3
17 Adulto Variante p.R1518W/? 6.6 3.2

Como ja discutido em 4.2.2., as formas infantis, consideradas mais severas, apresentam
concentracdes mais elevadas de LysoSM-509 quando comparadas com as formas
juvenis/adultas. A atividade enzimatica da quitotriosidase ndo foi avaliada em todos os
doentes, no entanto foi possivel correlacionar a sua atividade com as formas
infantis/tardias (Pearson -0.855, p < 0.01). E possivel verificar que a mesma apresenta um
padrdo de correlagdo semelhante ao da LysoSM-509, encontrando-se substancialmente
mais elevada nas formas precoces, com excecao de um Unico caso (doente 1), que por ser
portador de uma delecdo frequente no gene CHITL, a atividade de quitotriosidase ndo

pode ser utilizada como biomarcador da patologia.
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A variante patogénica “pA1035V” encontra-se presente em 6 dos 12 casos diagnosticados
com NPC. No doente 1, forma clinica infantil precoce, esta variante encontra-se em
homozigotia. Nos restantes 5 doentes, encontra-se em heterozigotia, englobando a outra
forma precoce, 3 formas juvenis e uma forma adulta, a qual apresenta uma filipina
considerada “variante”. Com base nestas observacfes € possivel concluir que esta
variante patogénica, quando em heterozigotia, pode estar presente nas diversas formas

clinicas e também bioquimicas.
4.2.2.3. Avaliacdo da utilidade de LysoSM e LysoSM-509 como biomarcadores
para a monitorizacgdo terapéutica de doentes Niemann-Pick tipo C

Foram avaliados 2 doentes, 11 (A) e 12 (B), em 11 tempos diferentes, o tempo aquando
do diagndstico, e 10 tempos posteriores apos inicio da terapéutica com Miglustat® (figura
4-5).
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Figura 4-5: Correlagdo da atividade enzimatica da quitotriosidase e dos niveis plasméaticos de LysoSM e
LysoSM-509 em fun¢do do tempo, em tratamento com Miglustat®. A) doente 11, B) doente 12.

A quitotriosidade é o biomarcador utilizado para monitorizar a resposta terapéutica de
doentes de NPC, assim como em algumas esfingolipidoses, como € o caso da doenca de
Gaucher. A ja mencionada falta de sensibilidade e especificidade como parametro de
avaliacdo terapéutica € evidente, contudo, quando a terapéutica € realmente eficaz, como
€ 0 caso da terapéutica de substituicdo enzimatica para a doenca de Gaucher, ocorre uma
diminuicdo dos substratos acumulados e uma diminuicdo da atividade enzimatica da
quitotriosidase. Nos 2 caso analisados isso nao se verificou, até pelo contrario, ocorreu

um aumento, embora ndo uniforme, da atividade da enzima com o decorrer da terapéutica.

A quantificacdo da LysoSM e LysoSM-509 nestes doentes também ndo sofreu uma
variacdo significativa, em funcdo do tempo ou da terapéutica instituida. Ocorreu um
ligeiro decréscimo da quantidade de LysoSM, embora ndo se possa considerar a LysoSM,
per si, um biomarcador especifico para a doenca. No caso da LysoSM-509 verificou-se
uma evolucdo semelhante a da atividade quitotriosidase, ocorrendo um aumento, nao

uniforme, da quantidade do substrato.

Os resultados dos biomarcadores, mais concretamente da LysoSM-509 e também da
quitotriosidase podem estar diretamente relacionados com o fato da terapéutica utilizada,
Miglustat®, ndo ser especifica nem eficaz para NPC, ndo existindo consenso por parte da
comunidade cientifica de que todos os doentes beneficiem desta terapia (Geberhiwot et
al., 2018; Patterson et al., 2017).
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Para avaliar melhor a utilidade da LysoSM e LysoSM-509 como biomarcadores
especificos e sensiveis para a monitorizacdo da resposta terapéutica, seria necessario
transpor o estudo a uma amostra mais alargada, incluindo também doentes com formas
clinicas distintas. Seria também pertinente avaliar casos submetidos a terapéuticas ainda
em ensaios clinicos, como é o caso de preparacfes endovenosas de hidroxipropil-p-
ciclodextrina (NCT 01747135) e Arimoclomol® oral (NCT 02612129) que aparentam
ser mais especificas do que o Miglustat® para a terapéutica da doenca de NPC.

4.2.3. Doentes e portadores de deficiéncia em esfingomielinase &cida

Foram avaliados 10 doentes previamente diagnosticados com ASMD, com recurso a
atividade enzimatica da ASM e sequenciacdo do gene SMPD1. Foram ainda avaliados 5

heterozigoticos, identificados por sequenciacdo do gene SMPDL.

Os doentes com ASMD apresentaram concentracdes de 423.3 nmol/L (intervalo 268.3-
546.8) de LysoSM e 279.3 MOM (intervalo 220.3-531.8) de LysoSM-509, enquanto que
0s heterozigdticos apresentaram concentracdes de LysoSM de 5.6 nmol/L (intervalo 2.2-
7.9) e 2.4 MOM (intervalo 1.2-3.9) de LysoSM-509 (figura 4-6).
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Figura 4-6: Caixa e Whisker de concentragdes plasmaticas de LysoSM (A) e LysoSM-509 (B) em controlos,
heterozigoticos para o gene SMPD1 e doentes com deficiéncia em esfigomielinase acida (ASMD). A linha
representa a mediana, whiskers representam o minimo e maximo, as bolas representam os valores atipicos.
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Foi encontrada uma correlacdo entre a idade e os niveis plasmaticos de LysoSM-509
(Pearson -0.718, p < 0.05). Néo foi encontrada qualquer correlagdo entre a LysoSM e a

idade nem entre os biomarcadores e o género.

A) B)
600 600
500 500

~ 400 'g 400
H =
g z

= 300 2 300
E 1
Z =
2 %
> 2

200 > 200

100 100

| ]
EEEssssss———
0 0

[ Doentes NPC [l Doentes ASMD

Figura 4-7: Caixa e Whisker de concentragdes plasmaticas de LysoSM (A) e LysoSM-509 (B) em doentes
doentes com deficiéncia em esfigomielinase &cida (ASMD) e doentes Niemann-Pick tipo C (NPC). A linha
representa a mediana, whiskers representam o minimo e maximo.

Apesar de serem patologias distintas, a ASMD, mais concretamente a forma mais severa
da doenca, historicamente conhecida como Niemann-Pick tipo A, e NPC apresentam
semelhangas fenotipicas, principalmente na fase inicial da doenga. O conhecimento
prévio do aumento destes biomarcadores na ASMD, tornou pertinente a inclusdo destes

doentes no presente estudo.

Conforme possivel verificar na figura 4-6, no grupo de doentes ASMD estudados, todos
apresentaram valores significativamente aumentados de LysoSM e LysoSM-509 face aos
controlos e heterozigoticos para SMPD1, ndo interferindo na sua identificacdo enquanto
doentes. Em comparacgdo com os doentes de NPC, principalmente as formas infantis (mais
severas) ocorreu uma sobreposicdo dos valores da LysoSM-509, no entanto, a LysoSM
encontrou-se significativamente mais elevada nos doentes com ASMD, permitindo uma

clara distingdo entre as duas patologias.

Em todos os estudos publicados, os niveis plasméaticos de LysoSM nos doentes com
ASMD encontraram-se elevados, com excecao de um Unico caso, identificado por Kuchar
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et al., de um doente com 63 anos, com uma forma muito atenuada da patologia que

apresentava niveis plasmaéticos de LysoSM considerados normais.

Tendo em conta o resultado deste estudo, os doentes com ASMD podem ser identificados
apenas com recurso a quantificacdo de LysoSM, mas a LysoSM-509 constitui também
uma mais valia. A correlagéo entre os dois biomarcadores parece ser um excelente teste

de diagnostico para estas duas patologias (figura 4-8).
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Figura 4-8: Correlagdo dos niveis plasmaticos de LysoSM e de LysoSM-509, em doentes em doentes com
deficiéncia em esfigomielinase acida (ASMD) e doentes Niemann-Pick tipo C (NPC).

4.2.4. Outras patologias

Além dos doentes de NPC e ASMD, foram analisadas amostras de 32 doentes, incluindo
doentes com outras doencas lisossomais de sobrecarga (LSD), CTX, e doencas
peroxissomais. Dentro das LSD optou-se pela avaliacdo de diversas esfingolipidoses
(n=20) incluindo GD (n=6), KD (n=4), FD (n=8), GM1 (n=2) e doentes com deficiéncia
em LAL (n=3). Foram também incluidos doentes com CTX (n=2) e doencas
peroxissomais (n=7), nomeadamente X-ALD (n=5), PBD (n=1) e ACOX (n=1).

A analise de amostras de doentes com outras patologias justificou-se pelo fenotipo clinico
ou pela via metabolica onde se insere o seu bloqueio, poderem interferir com o correto

diagndstico da doenca de Niemann-Pick C.
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Tabela 4-2: Concentragdes plasmaticas de LysoSM e LysoSM-509 em casa patologia, representadas pela
mediana, minimo e maximo.

Ndmero de individuos, n

LysoSM (nmol/L)

LysoSM-509 (MOM)

Controlos 64 <LoQ (<LoQ-8.6) (0.3-3.9)
Adultos 44 <LoQ (<LoQ-8.6) 1.2 (0.5-3.9)
Criancgas 20 <LoQ 0.6 (0.3-1.5)

Heterozigo6ticos NPC1 13 5.9 (<LoQ-15.9) 3.4 (1.9-11.5)

Heterozig6ticos SMPD1 5 5.6 (<LoQ-7.9) 2.4 (1.2-3.9)

Suspeitas NPC 5 6.9 (<LoQ-10.5) 4.3 (2.7-12.3)

Doentes NPC 12 15.5 (8.5-42.4) 182.3 (44.4-407.4)

ASMD 10 423.3 (268.3-546.8) 279.3 (220.3-531.8)

Outras esfingolipidoses 20 <LoQ (<LoQ-32.0) 1.5 (0.4-5.1)
Gaucher 6 11.5 (<LoQ-32.0) 3.0(1.5-5.1)
Krabbe 4 <LoQ 1.5(0.7-2.3)
Fabry 8 <LoQ 1.0 (0.4-1.7)
Gangliosidose GM1 2 9.1(6.2-12.0) 1.9 (1.1-2.6)

CTX 2 7.5 (4.5-10.5) 4.1 (2.0-6.3)

LAL 3 <LoQ 5.0 (2.3-5.3)

Doengas peroxissomais 7 <LoQ 0.6 (0.4-3.6)

Como é possivel verificar na tabela, com excecdo dos doentes de Gaucher, Gangliosidose
GM1 e CTX, todos os doentes das restantes patologias apresentaram concentragdes de
LysoSM inferiores ao LoQ, enquadrando-se no intervalo de referéncia estabelecido para
os controlos (< 8.6 nmol/L). Das 32 amostras analisadas, apenas 6 apresentaram niveis
plasmaticos de LysoSM superiores ao intervalo de referéncia, um doente com CTX (10.5
nmol/L), um Gangliosidose GM1 (12.0 nmol/L) e 4 com doenga de Gaucher (9.6; 13.4;
16.7, 32.0 nmol/L). Para a LysoSM-509, apenas 4 das amostras apresentaram niveis
superiores ao intervalo de referéncia (0.3-3.9 MOM), um doente com CTX (6.3 MOM),
o0 qual ja tinha apresentado um nivel de LysoSM superior ao intervalo de referéncia, um
doente de Gaucher (5.1 MOM) que também tinha apresentado um nivel de LysoSM
superior ao intervalo de referéncia, e 2 doentes com deficiéncia em LAL (5.0 e 5.3
nmol/L).
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Figura 4-9: Caixa e Whisker de concentragdes plasmaticas de LysoSM (A) e LysoSM-509 (B) em controlos,
doentes Niemann-Pick C (NPC), deficiéncia em Esfingomielinase Acida (ASMD), Gaucher (GD), Krabbe
(KD), Fabry (FD), gangliosidose GM1 (GM1), xantomatose cerebrotendinosa (CTX), deficiéncia em lipase
&cida lisossomal (LAL) e doengas peroxissomais. A linha representa a mediana, whiskers representam o
minimo e maximo, as bolas representam os valores atipicos.

Quando os valores obtidos nestes doentes sdo comparados com os de ASMD é 6bvio que
ndo sdo passiveis de levantar qualquer interferéncia no diagnostico dessa patologia. No
caso de NPC, diversas patologias, incluindo doenca de Gaucher, Gangliosidose GM1 e

CTX apresentaram valores similares de LysoSM aos dos doentes, no entanto no que diz
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respeito a LysoSM-509 a diferenca dos niveis dos doentes de NPC para as restantes

patologias é suficientemente distinto para ndo interferir no diagnostico (figura 4-9).

Conforme se pode constatar, com base no estudo de diferentes amostras de varias
patologias e a conjugacgdo dos dois biomarcadores, LysoSM e LysoSM-509, é possivel
diferenciar os doentes NPC e ASMD, n&o havendo sobreposicdo das concentragdes
plasmaticas com outras patologias que eventualmente pudessem levantar dificuldades a

utilizacdo destes biomarcadores no diagnostico.

Concluindo, um doente de NPC tem uma elevada concentragéo de LysoSM-509 associada
a uma concentracdo normal ou ligeiramente aumentada de LysoSM. Um doente com
ASMD pode ser identificado pelo facto de ambos os biomarcadores se encontrarem muito

elevados.

Informacéo adicional

De salientar que apesar de este ser um estudo retrospetivo, apos aplica¢do no diagnostico
laboratorial de rotina, foi identificado um doente com forma infantil precoce de NPC
unicamente com recurso aos biomarcadores LysoSM e LysoSM-509. A confirmagéo foi
efetuada através do estudo de sequenciacdo dos genes NPC1l e NPC2, tendo sido

identificadas as duas variantes patogenicas no gene NPC2.
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Conclusdes e perspetivas futuras

O trabalho desenvolvido possibilitou a implementacdo de um teste rapido, sensivel e
robusto que permite a quantificacdo de LysoSM e LysoSM-509 em amostra de plasma
humano. Permitiu a quantificacdo da LysoSM-509 através de método semi-quantitativo,
apesar da indisponibilidade de composto sintético. Espera-se num futuro préximo a
comercializacdo de um padrdo de referéncia deste composto com o intuito de tornar o

método quantitativo.

Esta metodologia permite discriminar entre doentes de NPC e ASMD, e passou a ser
utilizada como método de rastreio de primeira linha para estas duas patologias,
ultrapassando essencialmente as limitagdes dos tradicionais testes de diagndstico,

reduzindo o tempo de intervencao do operador, além do custo e tempo de resposta.

A identificacdo de um doente de NPC, apds a introducéo na rotina laboratorial do método
desenvolvido, sem ser necessario o recurso ao tradicional teste de coloracdo com filipina
veio dar énfase a atualidade e pertinéncia do trabalho desenvolvido, reforcando a

especificidade e sensibilidade dos biomarcadores.

Como perspetivas futuras espera-se: i) colaborar com outros centros para um estudo mais
aprofundado e elaborado, de forma a incluir um maior nimero de amostras; ii) realizar
um rastreio de LysoSM e LysoSM-509 em adultos referenciados em alas psiquiatricas de
forma a tentar identificar formas tardias que s&o de mais dificil diagndstico; iii) incorporar
outros esfingolipidos de modo a que numa sé interacdo seja possivel o diagnostico de

outras esfingolipidoses maximizando o custo-eficiéncia do teste.
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