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RESUMO

As mucopolissacaridoses (MPS) constituem um grupo de doencas lisossdmicas
caracterizadas pela deficiéncia de uma das enzimas responséaveis pela degradacdo das
glicosaminoglicanos. A expressao neurolégica da doenca varia de acordo com cada
deficiéncia enzimética, mas o retardo mental é caracteristico da MPS 1l e de formas graves
das MPS |, Il e VII. Vérios estudos com ressonancia magnética (RM) demonstraram que
atrofia cerebral, lesdes na substancia branca (SB) e hidrocefalia sdo freqientemente
observados em pacientes com MPS. Entretanto a correlagdo entre a RM, anormalidades
bioguimicas e gravidade do quadro neurolégico ainda nao foi descrita na literatura. Além
disso, a comparacdo dos achados de espectroscopia de prétons por RM (ERM) com a RM
convencional é desconhecida. O objetivo deste trabalho foi analisar a aplicacdo da RM e da
ERM na investigacao de pacientes com MPS. Sessenta criangcas com MPS tipos I, Il, IV e VI
foram avaliadas com RM e ERM. Os resultados foram comparados com tempo de doenca,
anormalidades bioquimicas e disfuncdo cognitiva. Os exames de RM foram realizados em
equipamento de alto campo magnético (1.5 T). Pacientes com maior tempo de doenca
tiveram mais lesdes na SB. A atrofia cerebral e o grau de dilatacdo ventricular ndo foram
afetados pelo tempo de doenca ou idade dos pacientes. Pacientes com MPS Il e disfuncéo
cognitiva apresentaram maior atrofia cerebral, hidrocefalia, lesbes mais severas na
substancia branca e aumento da relacdo mioinositol/creatina na ERM. Estas informacdes
podem ser Uteis para o melhor entendimento da fisiopatogenia das MPS e do papel da RM

na sua investigacao.



ABSTRACT

The mucopolysaccharidosis are a group of lysosomal diseases characterized by
enzymatic deficiency which leads incomplete degradation of glycosaminoglycans.
Neurological expression varies according to each enzyme but mental compromise is
characteristic of MPS Ill and the severe forms of MPS I, Il and VII. Studies with magnetic
resonance imaging (MRI) demonstrated that brain atrophy, white matter (WM) lesions and
hydrocephalus are common in MPS patients. However, correlation among MRI, biochemical
changes and severity of neurological deficit was not published so far. In addition, comparison
between MR spectroscopy (MRS) and MRI is controversial. The purpose of this study was to
analyze MRI and MRS findings in MPS patients. Sixty patients with MPS types |, II, IV and VI
were evaluated with MRI and MRS. Results were compared with disease duration,
biochemical changes and cognitive impairment. MRI exams were performed in high field MRI
scanner (1.5 T). Patients with longer disease duration had more WM lesions. Brain atrophy
and hydrocephalus were not affected by disease duration or patient’s age. Patients with
MPS Il and cognitive impairment had more brain atrophy, hydrocephalus, severe WM lesions
and elevated myoinositol/creatine at MRS. These results can be useful to better understand

the pathogenic process and to increase the applicability of MRI in the disease investigation.
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INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) representam um grupo heterogéneo de
doencas que causam disfuncdo neuropsicomotora, principalmente em criancas . Geralmente
existem poucas manifestacdes de doenca no periodo neonatal, mas progressivamente
surgem sinais e sintomas de disfuncdo neurologica que reduzem a qualidade e a
expectativa de vida dos pacientes. O desenvolvimento de programas de rastreamento,
testes diagnosticos e intervencao terapéutica tém aumentado progressivamente a detecgéo
dos EIM . Em muitos paises, estas doencgas sdo consideradas problemas de saude publica
devido a alta prevaléncia e ao importante impacto social e econémico . Habitualmente, os
EIM séo classificados de acordo com o defeito enzimatico ou tipo de organela afetada. As
doengcas das organelas sdo usualmente separadas em 3 grupos: lisossdmicas,
peroxissémicas ou mitocondriais.

As mucopolissacaridoses (MPS) constituem um grupo de doencas lisossémicas (DL)
causadas pela deficiéncia de alguma das enzimas necessarias para a catabolizacdo dos
glicosaminoglicanos (GAG). Dependendo da deficiéncia enzimatica, o catabolismo do
dermatan sulfato, do queratan sulfato, do condroitin sulfato ou do &cido hialurénico podem
ser bloqueados de forma isolada ou em combinacdo. Em conseqliiéncia, os GAG
parcialmente degradados acumulam-se nos lisossomos causando disfuncdo celular. Além
disto, fragmentos de GAG parcialmente degradados sédo excretados em quantidade
aumentada na urina .

As manifestacbes clinicas podem variar de paciente para paciente, mas a
patofisiologia € a mesma: o acumulo de moléculas de GAG dentro dos lisossomos leva a
congestao celular, organomegalias e disfuncdo funcional. O depdsito de GAG € progressivo
. Desta forma, as MPS sao doencas cronicas e estdo associadas a profunda e incapacitante
morbidade, assim como a uma mortalidade precoce, geralmente na infancia ou no inicio da
vida adulta .

O diagnostico de DL é inicialmente suspeitado pela histéria clinica e exame fisico e
confrmado por exames bioquimicos e genéticos. As DL apresentam elevada
heterogeneidade clinica . O inicio do quadro clinico pode variar entre individuos com a
mesma doenca. A doenca de Pompe, por exemplo, pode se manifestar no lactante ou em

adultos. Apesar da presencga de sinais e sintomas sugestivos de algum tipo de DL (por
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exemplo, a presenca de lesdes na retina e angioceratoma de pele na doenca de Fabry), o
diagnéstico definitivo exige a avaliacdo bioquimica e/ou genética.

Mesmo com a necessidade de analise laboratorial para confirmacdo diagnostica, os
exames de neuroimagem sdo importantes para caracterizar as lesdes cerebrais, excluir
lesGes prévias, monitorar a progressao e a resposta terapéutica . Evidéncias sugerem que
os achados de neuroimagem tém boa correlagdo com os achados histolégicos . Neste
contexto, a ressonancia magnética (RM) é considerada a técnica de imagem de escolha
para avaliar as doencas metabdlicas . Além da superioridade para demonstrar lesdo na
substancia branca (SB), a RM pode fornecer informac6es funcionais do tecido em estudo
através de técnicas modernas como tensor da difusdo e espectroscopia . Recentemente,
McGraw utilizou sequiéncias de tensor da difusdo para avaliar a resposta ao transplante de
células tronco em pacientes com doenga de Krabbe, DL caracterizada pela atividade
deficiente da enzima galactocerebrosidade .

Segundo van der Knapp, o diagnéstico de MPS pode ser sugerido pela RM . As
lesGes frequentemente observadas em exames de RM de pacientes com a doenga séo
atrofia cerebral, lesGes na SB, hidrocefalia, dilatagdo dos espagos perivasculares e estenose
do canal vertebral. Apesar dos achados na RM cerebral de pacientes com MPS serem
cldssicos, a evidéncia existe a partir de série de casos com amostras relativamente
pequenas e grupos heterogéneos de pacientes. Além disso, a prevaléncia das lesdes em
cada tipo de MPS é desconhecida. Da mesma forma, pouco se sabe a respeito da
correlagdo entre os achados da neuroimagem, anormalidades bioquimicas e sintomas
neurologicos. O conhecimento destas possiveis associacbes pode fornecer novas

evidéncias sobre a patogenia, caracterizacdo das lesdes e historia natural da doenca.



1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 DOENCAS LISOSSOMICAS

1.1.1 Introducéo

Apesar do descobrimento do lisossomo ter se dado em 1955, a primeira descricdo de
uma DL foi em 1881 na caracterizacdo da doenca de Tay-Sachs . A primeira correlagdo
entre um defeito enzimético e DL deu-se em 1963 no estudo da doenca de Pompe . Desde
entdo, mais de 50 doencas ja foram descritas .

As DL sado doencas multissistémicas e progressivas causadas por atividade
enzimatica deficiente ou, menos frequentemente, por disfuncdo de, pelo menos, uma das
proteinas envolvidas na biogénese enziméatica . Consequentemente, existe acumulo celular
de substratos ndo-degradados. Este acumulo anormal desencadeia disfuncdo celular

progressiva e neurodegeneracao .

1.1.2 Estrutura e funcéo do lisossomo

O lisossomo é uma organela intracelular que comp®e, juntamente com o endossomo,
o sistema endossomo-lisossomal . Esse sistema foi descrito pela primeira vez em 1966 por
De Duve . Desde entdo, varios termos e fungcbes tém sido descritos em relacdo ao seu
papel. Sua funcéo béasica é a digestdo de moléculas .

O material degradado pelos lisossomos pode ser de origem intra (endocitose) ou
extracelulares (fagocitose) . Muitos co-fatores sdo necessarios para estas funcées como os
ativadores protéicos e a catepsina A . Além disto, o lisossomo tem uma membrana

altamente especializada responsavel pelo transporte protéico celular.

1.1.3 Enzimas lisossbmicas

As enzimas lisossdmicas (EL) séo glicoproteinas. Existem inUmeras EL e o processo
de sintese enzimatica ocorre em etapas . A primeira etapa é a sintese, no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) do precursor enzimético inativo. Em seguida, ocorre a
translocagdo da proteina para dentro do RER, por meio de um peptideo sinalizador. Apés, o
precursor enzimatico é glicosilado e transportado ao complexo de Golgi aonde adquire um

ligante, manose-6-fosfato (M6-P). A etapa final de maturagdo tem inicio nos compartimentos
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pré-lisossébmicos (endossomo tardio) e culmina com a ativagdo final no interior dos

lisossomos .

1.1.4 Substratos lisossémicos

Existem varios substratos no interior dos lisossomos. Os principais compostos séo os
glicoesfingolipideos, glicoproteinas, glicosaminoglicanos, colesterol e glicogénio
Dependendo do tipo de defeito enzimatico, um ou mais tipos de substratos sdo acumulados.

O acumulo de substratos lisossémicos é complexo e Vvarios compostos nao
relacionados primariamente ao defeito enzimatico primério podem se acumular nos tecidos.

Um exemplo é o acumulo intraneuronal de gangliosideos em alguns tipos de MPS .

1.15 Epidemiologia das doencas lisossémicas

Como grupo, as DL tém prevaléncia de aproximadamente 1/7.000 nascimentos,
variando de 1/57.000 na doenca de Gaucher para 1/4.000.000 na sialidose . Com a
evolugdo dos conhecimentos genéticos e bioquimicos, a incidéncia esta aumentando . No
Brasil, existem poucos estudos populacionais. Coelho et al. testaram a prevaléncia dos EIM
em 10.000 pacientes num estudo de rastreamento e as DL corresponderam a mais de 50%
dos casos .

As DL sdo causadas por defeitos em genes unicos e transmitidas de forma
autossOmica recessiva. As excegdes sao a MPS tipo Il, a doenca de Fabry e doenca de

Danon que tém transmisséo ligada ao cromossomo X.

1.1.6 Classificacdo das doencas lisossdmicas

Classicamente, dividem-se as doencas lisossdmicas de acordo com a classe do
substrato acumulado . Desta forma, existem as MPS, lipidoses, esfingolipidoses, entre

outras (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplos de doencgas lisossdmicas e classe do substrato
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Mucopolissacaridoses
MPS |

Glicoproteinoses

Fucosidose

Esfingolipidoses

Doenca de Fabry

MPS I Alfa-manosidose Doenca de Farber

MPS 1l Beta-manosidose Doenca de Gaucher

MPS IV Sialidoses Gangliosidose GM 1

MPS VI Aspartilglucosaminuria Gangliosidose GM 2

MPS VII Doenca de Krabbe

MPS 1X Leucodistrofia Metacromatica
Doenca de Niemann-Pick (A,B)
Doenca de Sandhoff

1.1.7 Aspectos clinicos das doencas lisossdmicas

As DL tém um amplo espectro de apresentacdo clinica e progressao . Alguns dos
sinais e sintomas comuns sdo alteracdes Osseas, organomegalia, dismorfia facial e
disfuncéo neurolégica .

Sdo doencas com acentuada heterogeneidade fenotipica . De um modo geral,
acredita-se que exista uma correlacao linear entre o grau de deficiéncia enzimatica, idade de
inicio e gravidade da disfuncdo . Como regra, quanto maior a deficiéncia enzimética, mais
cedo surge a doenca e mais graves sdo 0s sintomas .

1.1.8 Tratamento das doencas lisossGmicas

Existe tratamento para alguns tipos de DL. Exemplos de tratamento séo o transplante
de medula 6ssea (TMO) e a terapia de reposi¢do enzimética (TRE). O TMO é indicado para
MPS | e MPS VI e a TRE para a MPS |, MPS Il, MPS VI, a doenca de Gaucher e a doenca
de Fabry . Acredita-se que 0 sucesso dessas estratégias terapéuticas depende da

intervengdo precoce antes que o dano celular seja irreversivel.

1.2 MUCOPOLISSACARIDOSES
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1.2.1 Aspectos historicos

Segundo Whitley, a primeira descricdo definitiva da MPS foi feita por Charles Hunter
em 1917 . O autor relatou o quadro clinico de dois irm&os com oito e dez anos de idade que
apresentavam, entre outros sinais, dismorfismo facial, surdez e hepatoesplenomegalia. Dois
anos mais tarde, Gertrud Hurler relatou dois casos de pacientes com deformidade na coluna
vertebral, opacificacdo de cornea e retardo mental. Anos depois, estes relatos caracterizam
a descricéo dos primeiros casos de MPS tipos Il e | respectivamente .

Atualmente, existem 11 tipos de MPS diferenciadas por critérios clinicos, genéticos e
bioguimicos . O dltimo tipo de MPS foi descrita em 1996 por Natowicz ao descrever o caso
de uma menina com manifestacdes clinicas e bioquimicas de deficiéncia de hialuronidase,

hoje classificada como MPS IX .

1.2.2 Epidemiologia

A incidéncia da MPS é variada, dependendo do tipo de MPS e da populacéo estudada
. Em conjunto, as MPS tém incidéncia de aproximadamente 1/25.000 . Dados de incidéncia
sdo pouco conhecidos no Brasil, mas os tipos I, Il e VI parecem ser os mais freqlentes .
Quando comparado com dados disponiveis em paises menos populosos como Holanda e
Irlanda do Norte, o diagndstico de MPS no Brasil esta provavelmente subestimado. Algumas
razdes para este fato sdo o desconhecimento por parte dos profissionais da saude das
manifestacdes clinicas da doenca e a dificuldade de acesso dos pacientes aos centros

especializados.
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1.2.3 Classificacéao
Vérias enzimas agem seqlencialmente na degradacdo dos GAG . A atividade

deficiente de cada uma dessas enzimas associa-se a um tipo especifico de MPS. Existem

onze tipos de deficiéncia enzimética que determinam os tipos de MPS. A classificacdo e as

caracteristicas principais das MPS sdo demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo das mucopolissacaridoses

Tipo Epbénimo Enzima deficiente GAG acumulado
| Hurler (H), Alfa-L-iduronidase Dermatan  Sulfato,
Hurler-Scheie(HS), Heparan sulfato
Scheie (S)
1 Hunter Iduronato sulfatase Dermatan  Sulfato,
Heparan sulfato
A Sanfilippo A Heparan N-sulfatase Heparan sulfato
B Sanfilippo B Alfa-N-acetil- Heparan sulfato
glucosaminidase
nc Sanfilippo C Acetil-COA:alfa- Heparan sulfato
glucosaminidase
acetiltransferase
D Sanfilippo D N-acetilglucosamina Heparan sulfato
6-sulfatse
IVA Morquio A Galactose  6-sulfa- Queratan sulfato,
tase condroitin 6-sulfato
IVB Morquio B Beta-galactosidase Queratan sulfato
Vi Maroteaux-Lamy Arilsulfatase B Dermatan sulfato
Vi Sly Beta-glucuronidase = Dermatan  sulfato,
Heparan sulfato,
condroitina 6-sulfato
IX Natowicz Hialuronidase Hialuronan
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1.2.4 Aspectos bioguimicos

Os GAG sao polissacarideos sulfatados componentes dos proteoglicanos e
degradados nos lisossomos . Os proteoglicanos interagem com as células e a matriz
extracelular, sendo capazes de controlar o fluxo de agua e nutrientes. O heparan sulfato
(HS), por exemplo, € um constituinte da superficie celular e matriz extracelular de
praticamente todos os tecidos de mamiferos e atua no controle da coagulacdo sanguinea,
crescimento e adesdao celular.

A degradacdo dos GAG depende da atuacdo de varias enzimas como as
exoglicosidases, sulfatases, transferase nao-hidrolizada e endoglicosidases . O catabolismo
do dermatan sulfato, por exemplo, exige a acdo sequencial de 3 exoglicosidases (alfa-L-
iduronidase, beta-glucuronidase e beta-hexosaminases) e 2 sulfatses (iduronato 2-sulfatase
e N-acetilgalactosaminase). O tipo de GAG armazenado ou excretado pelos pacientes com

MPS pode ser previsto pelo tipo de deficiéncia enzimatica encontrada (Figura 1).

H,COH COOH H,COH
@ 2 0 0

}@ l1 NAC NAC

H,COH COOH H,COH
@ 0 0 0

NAC

0

Nnc\

COOH H,COH
4 0 0-~—elc
/ 1 5 NAC

H,COH
0

Figura 1. Esquema da degradacé@o do dermatan sulfato. As enzimas envolvidas na rota metabdlica e
o tipo de MPS sdo: (1) iduronato sulfatase e MPS IlI; (2) alfa-L-iduronidase e MPS I; (3) N-
acetilgalactosamina 4-sulfatase e MPS VI; (5) beta-glucuronidase e MPS VII. A enzima 4 é a beta-
hexosaminase (A e B) envolvida na doenca de Sandhoff
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Além de confirmar o diagnéstico, evidéncias demonstram que a analise bioquimica &
potencialmente til na predicdo da evolugéo clinica e eventualmente na monitorizacao de

resposta terapéutica em pacientes com MPS .

1.25 Aspectos genéticos

As MPS sdo transmitidas de forma autossOmica recessiva, exceto na MPS Il onde a
transmissao é ligada ao cromossomo X . A maioria dos genes codificadores das enzimas
responsaveis pela degradacdo dos GAG foram clonados e caracterizados na década de
1990 . A elucidacdo da estrutura génica foi seguida de varios estudos que identificaram
diversas mutacoes .

As mutacdes nas MPS s&o numerosas e a maioria sdo mutacdes de ponto . A
correlagé@o entre gendtipo e fendtipo é possivel, mas o efeito da mutagéo é geralmente dificil

de prever .

1.2.6 Aspectos clinicos gerais das MPS

As MPS apresentam varias caracteristicas em comum . Estas caracteristicas incluem
0 curso progressivo e crdnico, envolvimento multissistémico, organomegalia, disostose
multipla e dismorfia facial. Sdo freqiientes na doenca a baixa estatura de inicio pds-natal, a
macrocrania, o envolvimento ocular, a cardiopatia, o envolvimento articular, as doencas
respiratérias, as alteracdes na pele e 0 comprometimento neurologico .

Em relacdo aos sinais de envolvimento neurologico, destacam-se a hidrocefalia,
retardo do desenvolvimento neuropsicomotor, regressao neuroldgica, sindrome do tinel do
carpo, mielopatia cervical e envolvimento do sistema autondmico . Os sintomas neurolégicos

podem ser as manifestacdes iniciais da MPS .

1.2.7 Disfuncé&o neurologica nas MPS

1.2.7.1 MPS |

A MPS | é caracterizada pela deficiéncia da enzima alfa-L-iduronidase. E dividida em 3
entidades clinicas: MPS IH (doenca de Hurler), MPS | HS (doenca de Hurler-Scheie) e MPS
IS (doenca de Scheie). A MPS IH e a MPS IS representam 0s extremos do espectro da
doenca, sendo a MPS IH a forma grave, a MPS IHS a forma intermediaria e a MPS IS a

forma leve. Os fenétipos clinicos néo sao distinguiveis bioquimicamente .
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O retardo mental grave é caracteristico da MPS IH. Nesta forma da doencga, o retardo
neuropsicomotor é evidente, usualmente entre o primeiro e segundo ano de vida. A
presenca de hidrocefalia e deficiéncia auditiva também € freqiente. Ao contrario da forma
grave, nas formas intermediaria (MPS | HS) e leve (MPS | S) a disfuncdo cognitiva e a

hidrocefalia sdo leves ou ausentes .

1.2.7.2 MPS I

A MPS Il (sindrome de Hunter) é caracterizada pela presenca de entidades clinicas
distintas que provavelmente representam os extremos da mesma doenca: MPS Il forma
grave e MPS Il forma leve. A distincdo entre as formas € clinica, pois o grau de deficiéncia
enzimética é semelhante .

Neurologicamente, a forma grave da MPS Il se caracteriza por retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor semelhante a MPS IH e hidrocefalia comunicante. Na
MPS lI, entretanto, a progressdo da doenca € mais lenta. Ja a forma leve se caracteriza por
preservagdo da fungdo neuroldgica, apesar dos sinais de envolvimento somatico serem

evidentes .

1.2.7.3 MPS 11l

A MPS Il (doenca de Sanfilippo) se caracteriza por quatro subtipos, dependendo da
deficiéncia enzimética (MPS IIIA, B, C e D). A apresentacdo clinica da MPS IIl é Unica
dentro das MPS devido ao importante comprometimento das fun¢des neuroldgicas e pouco
envolvimento somético. Estas caracteristicas sao responsaveis pelo diagnostico clinico
tardio que freqlientemente € visto neste tipo de MPS .

Geralmente o inicio da doenca € entre os dois e seis anos de idade e se manifesta
com regressdo neuroldgica, alteragdo comportamental (comumente hiperatividade e

agressividade) ou disturbio do sono .
1.2.7.4 MPS IV
Existem dois tipos de MPS IV (MPS IVA e MPS IVB) distinguiveis pela deficiéncia

enzimatica encontrada. Clinicamente, as formas sdo semelhantes e o envolvimento

somatico (principalmente 6sseo) € classico da doenca .
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Do ponto de vista neurolégico, a principal complicagdo da doenca é a instabilidade e
mielopatia no segmento medular da coluna, devido a hipoplasia do odontdide (achado

universal da doencga), frouxiddo ligamentar e subluxacéo atlanto-axial .

1.2.7.5 MPS VI

A MPS VI (sindrome de Maroteaux-Lamy) se caracteriza pela deficiéncia da enzima
arilfulfatase B. O envolvimento somatico pode ser grave como em pacientes com MPS IH.
Apesar de evidéncias de metabolismo neuronal anormal em modelos animais, o
desenvolvimento mental € usualmente normal em pacientes com MPS VI . Por outro lado, a

estenose do canal vertebral e a mielopatia compressiva séo freqientes nesta forma de MPS

1.2.7.6 MPS VII

A MPS VIl foi descrita pela primeira vez em 1973 por Sly et al. num paciente com
deficiéncia de beta-glucuronidase. Evidéncias sugerem que a forma neonatal € a mais
freqlente. Do ponto de vista neurologico, a MPS VII tem grande variabilidade fenotipica.

Podem ser observados envolvimento leve em adultos e grave retardo mental em criancas .

1.2.7.7 MPS IX

Em 1996, Natowicz et al. descreveram o quadro clinico de uma paciente com
deficiéncia de hialuronidase . A menina de 14 anos apresentava massas periarticulares, leve
dismorfismo craniofacial e desenvolvimento neurolégico normal. Considerada um novo tipo

de MPS (tipo IX), até hoje este é o Unico caso descrito na literatura.

1.2.8 Neuropatologia

Macroscopicamente, evidéncias na MPS |l confirmam a presenca de atrofia cerebral e
dilatagdo dos ventriculos laterais nestes pacientes . Estes achados sdo conhecidos ha
varios anos e correspondem as altera¢cfes encontradas nos exames de neuroimagem.

Microscopicamente, estudos recentes tém demonstrado resultados interessantes em
relacdo ao local de depdsito dos GAG . Sabe-se hoje que os GAG nédo-degradados se
acumulam no interior dos lisossomos de células nervosas, principalmente neurdnios e

células gliais . Estudos em modelos animais também demonstram acumulo de GAG nas
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meninges e espagos perivasculares . Recentemente, vacuolizagbes em linfécitos B e T
também foram descritas .

Por outro lado, os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela
neurodegeneracdo e disfuncdo neuronal nas MPS estdo sendo estudados. Estudos em
modelos animais demonstram varias alteracdes que potencialmente podem causar dano
neuronal. Entre elas destacam-se a dentritogénese ectbpica , expansdo neuritica
(meganeurito) , formacéo de esferdides axonais (distopia neuroaxonal) , ativacdo microglial ,
astrogliose , desmielinizacéo, neuroplasticidade , vasculopatia e morte celular (Figuras 2 e
3).

Figura 2. Esquema grafico representando a dentritogénese ectépica. Na metade inferior da Figura,
dentritos ectdpicos proliferam nas bordas de um axénio (setas).



29

RN

\
N

Figura 3. Esquema gréfico representando a distopia neuroaxonal. Observam-se zonas de aumento
focal da espessura do axonio (seta).

Em comum, estes processos dificultam, direta ou indiretamente, varios processos
neurofisiologicos, entre eles a transmissao do impulso nervoso e o transporte retrégrado de
fatores de sustentacdo celular. Aléem do acumulo de GAG, gangliosideos (GM2 e GM3)
também séo encontrados no SNC, provavelmente em diferentes regifes subcelulares .
Evidéncias sugerem que estes lipideos sdo acumulados nos corpos em zebra, que séo
considerados remanescentes das inclusdes lisossébmicas vistas nas esfingolipidoses . O
acumulo deste material é intrigante, pois a degradacdo destes lipideos ndo envolve as
enzimas do catabolismo dos GAG. Evidéncias sugerem que o catabolismo dos
gangliosideos pode estar inibido devido ao acimulo de GAG . Outro achado interessante é
que este acumulo é mais significativo em pacientes com MPS IH, Il (forma grave) e lll (A, B
e D), todos os tipos que apresentam retardo mental, mas ndo em pacientes com MPS IHS

ou MPS IS, na qual a inteligéncia é normal .
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1.2.9 Diagnéstico

A andlise dos GAG urinarios foi o primeiro método disponivel para o diagndstico de
MPS. Esta estratégia permanece ainda uma opcao valida como teste preliminar, mas a
técnica é incapaz de distinguir subtipos de pacientes. Entretanto o diagnostico definitivo de
MPS depende da demonstracdo da atividade reduzida da enzima que se supde deficiente.
Como as enzimas lisossbmicas estdo presentes em varias células (exceto nos eritrocitos
maduros), a deficiéncia pode ser quantificada nas células ou fluidos como fibroblastos,
leucocitos ou soro .

O diagnostico pré-natal também é possivel . Células do liquido amnidtico ou de
biépsias das vilosidades coribnicas sdo geralmente usadas. Apesar do alto custo e menor

disponibilidade, a andlise molecular também é uma opc¢éao diagndstica na MPS .

1.2.10 Tratamento

O manejo terapéutico das MPS envolve tratamentos sintomético e especifico. Suporte
nas complicagbes cardiorespiratorias, atencdo a disfungdo ocular e auditiva, manejo da
compressao medular e hidrocefalia sdo exemplos de tratamentos sintomaticos que podem
trazer melhoria na qualidade de vida dos pacientes e familiares .

Em relagcdo ao tratamento especifico, o TMO ¢ indicado em pacientes com MPS | e
MPS VI e a TRE € uma alternativa em pacientes com MPS [, Il e VI . Estudos com terapia

génica, privacéo de substrato e uso de chaperona também estdo em andamento .
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1.3 NEUROIMAGEM

131 Neuroimagem nas doencas lisossémicas

Uma andlise sistematica da forma, distribuicdo e extensao das les6es encontradas nos
exames de imagem é Util para limitar as hipoteses diagnésticas num paciente com suspeita
de DL e diagndstico laboratorial incerto . Isso facilita 0 manejo do paciente e reduz a lista de
exames laboratoriais necessarios para confirmar o diagndstico .

Por outro lado, apesar da alta sensibilidade para detectar lesdo estrutural, a
especificidade da RM para diagnosticar o tipo de DL € menor . Além disto, a acuracia
depende muito da experiéncia do interpretador e do periodo em que o exame foi realizado
em relacao a fase de progressédo da doenga. Como regra, os achados que sugerem um tipo
especifico de DL s&o identificados numa fase precoce da evolucdo da doenca
Tardiamente, muitas doencas se manifestam com achados inespecificos como atrofia e
leucodistrofia severa . Um exemplo € a leucodistrofia metacroméatica (LMC). Na fase inicial
existe preservacdo das fibras arqueadas e SB perivascular. Esta seletividade desaparece
com a progressao da doenca .

Como grupo, as DL freqientemente se manifestam na RM com lesdes difusas na SB
cerebral e cerebelar . Envolvimento difuso e sem acometimento das fibras arqueadas é
tipico da LMC . Nas gangliosidoses e na doenc¢a de Krabbe, é comum a alteracdo de sinal
na RM no tdlamo e no cerebelo . Na doenca de Fabry, surgem lesdes esparsas na SB
(padrdao microangiopatico) e obstrucao vascular . Na alfa-manosidose observam-se espacos
perivasculares dilatados, espessamento da diploe e alteragdes 6sseas . Outros achados que
podem ser encontrados nas DL sdo a hipomielinizacdo e faixas de hipossinal (padr&o
tigréide) nas sequéncias ponderadas em T2, perpendiculares ao ventriculo, particularmente
na LMC .

Diversos estudos avaliaram a histéria natural dos achados de RM em pacientes com
DL e a correlagdo dos mesmos com outras variaveis como dados histologicos e sintomas
neurolégicos. Na doenca de Krabbe, por exemplo, os achados de imagem tém boa
correlacdo com os estagios clinicos da doenca, quantidade de células globdides na
histologia e estudos neurofisiologicos .

Como descrito anteriormente, o diagnostico definitivo de DL depende da anélise
bioguimica. Entretanto ndo é incomum que pacientes com sinais e sintomas neuroldgicos
inespecificos, iniciem a investigagdo com exame de imagem. Como o diagnostico precoce é
fundamental para prevencdo de dano neuroldgico permanente em alguns casos, a RM

tornou-se fundamental na investigacdo de varias doencas metabdlicas .
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1.3.2 Neuroimagem nas mucopolissacaridoses

1.3.2.1 Consideragfes gerais

A primeira descrigdo de lesdo nos exames de neuroimagem de pacientes com MPS
foi em 1975 . Fowler descreveu a presenca de hidrocefalia comunicante em 6 pacientes com
a doenca. Anos mais tarde, Kulkarni et al. relataram os achados de RM em 16 pacientes
com MPS | e MPS Il. As principais lesdes descritas foram alteracdo de sinal na SB,
compressao medular e hidrocefalia. Desde entdo, diversos autores confirmaram a alta
prevaléncia de lesées no SNC de pacientes com MPS . Raramente o exame de RM é

normal .

1.3.2.2 Principais achados na ressonancia magnética

Espacgos perivasculares dilatados

A presenca de espacos perivasculares (EPV) dilatados € um achado caracteristico das
MPS . Os EPV sé&o espagos limitados pela pia e preenchidos por liquido intersticial que
acompanham as artérias e arteriolas que transitam nos hemisférios cerebrais . Segundo
Groeschel, foram descritos por Virchow e Robin no final do século 19 . Estudos recentes
demonstram que, além da funcdo de drenagem de material intersticial, os EPV podem
apresentar funcdo imunoldgica. Trabalhos em modelos animais demonstraram a presenga
de linfocitos T, macréfagos migratorios e mastocitos nos espacos perivasculares .

Nas MPS, estudos histoldgicos sugerem que a dilatacdo dos EPV decorre do
preenchimento do espaco por GAG nao-degradados e acumulados de forma anormal nestas
regides . Outra hipétese € que a dilatacdo ocorra devido a um distlrbio da drenagem do
liquido intersticial . Evidéncias sugerem que a dilatacdo dos EPV é mais freqiiente na MPS
tipo I, Il e VI . Topograficamente, os EPV dilatados ocorrem principalmente na SB
supratentorial e no corpo caloso. Locais menos frequentes sdo o tronco cerebral, cerebelo,
ndcleos da base e tdlamos. Morfologicamente, tém forma arredondada ou linear. Quando
linear, a orientacdo é perpendicular ao ventriculo, acompanhado o trajeto das veias
subependimarias. O tamanho é muito variavel, mas raramente ultrapassa 1 cm de diametro .
O sinal dos espacgos perivasculares acompanha o sinal do liquido cefalorraquidiano (LCR)
nas sequéncias ponderadas em T1, T2 e FLAIR. Alguns autores denominam estes EPV
dilatados de “alteracdo cribiforme” ou aparéncia em “favo de mel” . Os EPV nédo sofrem
realce pelo gadolinio e raramente tém efeito de massa. Exemplos de EPV sao

demonstrados na Figura 4.
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Figura 4. Espacos perivasculares (EPV) dilatados. Imagens nos planos axiais ponderadas em T2 (a,
c) e sagital ponderada em T1 (b) em trés pacientes com MPS Il. Na Figura 4a existem EPV dilatados
na substancia branca subcortical dos lobos frontais e parietais. Na Figura 4b os EPV sdo extensos no
corpo caloso. Na Figura 4c existem mdltiplos EPV dilatados nos talamos e ndcleos da base
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Apesar de classico, este sinal ndo € especifico da doenca, podendo ser encontrado
em outras como a hipomelanose de Ito, sindrome velocardiofacial e doenca de Lowe . Além
disso, a dilatagdo dos EPV pode ser visto em individuos sem sintomas neurolégicos .

Lee et al. descreveram achados interessantes a respeito dos EPV numa série de 14
pacientes com MPS I, Il e lll. Os autores encontraram EPV em todos o0s pacientes
analisados, especialmente na transicdo fronto-parietal. Em casos mais graves, 0s nlcleos
da base, lobo temporal, corpo caloso e regido frontal inferior também estavam acometidos.
Quando comparados com a presenca de ventriculomegalia, atrofia cerebral e lesdes na SB,
a extensdo dos EPV dilatados apresentaram correlacéo inversa. Além disso, a gravidade
dos EPV néo teve correlacdo com o grau de retardo mental. Segundo Seto et al. os EPV

podem regredir ap6s TMO.

Lesfes na substancia branca

Outro achado frequente na MPS é a presenca de les6es na SB, com sinal hiperintenso
em relacdo ao LCR, nas sequéncias obtidas com tempo de repeticdo (TR) longo como
FLAIR e T2 . Do ponto de vista histoldgico, a causa desta lesdo é desconhecida. Teorias
relacionam a lesdo a gliose regional ou & perda de mielina . Considerada uma causa
potencial, a permeacdo liqudrica em pacientes com hidrocefalia n&do parece estar
diretamente relacionada ao surgimento destas lesdes que ocorrem freqiientemente distantes
da superficie ventricular. A mielinizagdo incompleta também tem sido relatada nas MPS .

Em geral, sdo lesbes difusas e acometem ambos os hemisférios cerebrais (Figura 5).
Comprometimento das estruturas da fossa posterior, tdlamos e nucleos da base sdo menos
frequientes. Segundo Seto , este tipo de leséo é mais freqiente na MPS Il e Ill. As lesbes na
SB podem ser progressivas e eventualmente pode-se confundir MPS com outra

leucodistrofia .
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Figura 5. Les@es na substancia branca (SB). Imagens axiais ponderadas em FLAIR de trés pacientes
com MPS Il demonstrando diferentes graus de lesGes na SB. Observa-se nas Figuras 5 a,c, espacos
perivasculares dilatados esparsos, mais evidentes junto a linha média.
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Da mesma forma que os EPV, a correlacdo entre a gravidade das lesdes e o sintoma
neuroldgico é controverso. Matheus et al., por exemplo, ndo encontraram correlacao entre a
gravidade da doenca e os sintomas neurolégicos num estudo de 18 pacientes com MPS | e
Il . A mesma conclusao foi descrita por Barone et al. ao estudarem trés pacientes com MPS
Il . Ja Gabrielli et al. demonstraram correlacdo entre lesdes na SB e retardo mental em 20
pacientes com diferentes tipos de MPS . O mesmo achado foi observado por Lee et al.
numa andlise em 14 pacientes com MPS |, Il e lll.

A correlacdo entre lesdes na SB, o inicio dos sintomas, a idade dos pacientes e a
evolucdo apés TMO também tem sido discutida na literatura . As lesdes na SB podem
preceder o desenvolvimento de sintomas neurolégicos . Parsons et al. n&o encontraram
relagdo entre lesbes na SB e idade numa série de 5 pacientes com MPS. Por outro lado,
Takahashi et al. relataram melhora das lesées na SB em trés dos sete pacientes que
realizaram TMO . J& Seto et al. relataram melhora nas lesbes na SB apés TMO em um

paciente com MPS VI numa série de sete casos analisados .

Dilatag&o ventricular

A dilatacé@o ventricular € um achado freqliente em pacientes com MPS . Evidéncias
sugerem que a prevaléncia depende do tipo de MPS e a idade do paciente. Segundo Seto et
al. a ventriculomegalia € mais grave nos tipos | e Il . Na série de Lee et al. o achado foi mais
freqlente em pacientes com MPS | e teve relacdo inversa com a presenca de EPV dilatados
Ja Parsons et al. encontraram maior ventriculomegalia em pacientes mais velhos, numa
série de cinco pacientes com MPS .

Do ponto de vista patogénico, a dilatacdo ventricular pode estar relacionada a

D

hidrocefalia comunicante ou dilatacdo “ex-vacuo” . A diferenciacdo destas entidades
critica, pois a hidrocefalia comunicante pode exigir derivacéo ventricular.

A causa da hidrocefalia em pacientes com MPS é controversa. Estudos sugerem que
a hidrocefalia comunicante ocorre devido ao bloqueio das granulagcdes do espaco
subaracnéideo, possivelmente por depdésito de GAG nestas regibes . Apesar de controversa,
a derivacao ventricular tem sido descrita como alternativa terapéutica nestes pacientes . A

Figura 6 demonstra um exemplo de hidrocefalia grave.
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(b)

Figura 6. Hidrocefalia. Imagens ponderadas nos planos sagital T1 (a) e axial T2 (b). Exemplo de
hidrocefalia grave em paciente com MPS II.

Atrofia cerebral

A atrofia cerebral € comum em pacientes com MPS . Lee et al. concluiram que a
atrofia é mais freqiente em pacientes com MPS | e tem relacdo inversa com a presenca de
espacos perivasculares dilatados . Ja Parsons et al. encontram maior atrofia em pacientes
mais velhos .

O grande problema da avaliacdo da atrofia pela RM é a subjetividade da mensuracao
(Figura 7). A maioria dos autores considera atrofia presente guando existe proeminéncia de
sulcos corticais . Desta forma, esta técnica pode apresentar alta variabilidade, pois o
aumento dos sulcos também pode ocorrer devido ao maior acimulo de LCR entre os giros e
ndo por reducdo da espessura do giro ou cértex adjacentes.
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Figura 7. Atrofia cerebral. Imagem axial ponderada em T2. Paciente com cinco anos de idade com
MPS 1l e retardo cognitivo. A proeminéncia dos sulcos corticais € geralmente considerada um
marcador de atrofia cerebral

Alteragdes na coluna vertebral

Topograficamente, a coluna é um dos locais mais afetados pela doenca. Um dos
achados mais freqlientes é a presenca de espessamento meningeo e do ligamento
longitudinal posterior . Acredita-se que este espessamento é causado por deposito de GAG .
Outras causas séo a hipertrofia ligamentar secundéria a subluxacao crénica e a presenca de
uma massa na juncdo craniovertebral, geralmente com sinal baixo em T1 e T2, relacionada
a fibrocartilagem nao-ossificada e osteite reativa .

A estenose do canal é causa de grande morbimortalidade em pacientes com MPS . O
local mais comum de estenose é na transi¢ao craniovertebral, principalmente no plano C1-
C2 . Além do espessamento meningeo e ligamentar, a displasia 6ssea (platispondilia) com
angulacdo anterior e deslocamento posterior do 0sso ), a hérnia de disco , a cifoescoliose e
a instabilidade atlanto-axial contribuem para a alta prevaléncia de estenose do canal nestes
pacientes.

A instabilidade atlanto-axial € comum devido a lassiddo do ligamento transverso e/ou
hipoplasia do odontéide . Parsons et al. demonstraram alteragcbes na transicdo
craniovertebral independentemente da idade dos pacientes numa série de cinco pacientes
com MPS . Devido a grande prevaléncia de alteracdes nesta regido, a analise criteriosa e

sistemética € necessaria no estudo da doenga na coluna .
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As grandes consequéncias da estenose sdo a mielopatia compressiva e a
siringomielia . Evidéncias recentes sugerem que apos o TMO pode haver melhora da
displasia progressiva no odontéide e que o deposito de GAG na dura € mais freqiente na
regido cervical quando comparado com as regides téraco-lombares. A Figura 8 demonstra a

estenose do canal cervical.

@) (b)

Figura 8. Estenose do canal vertebral. Imagens sagitais ponderadas em T1 (a) e T2 (b). Paciente
com MPS IS. Observar importante reducdo do didmetro do canal vertebral na transigcdo craniocervical
e mielopatia, caracterizada por hipersinal medular em T2, no plano C1-C2.

Alterag8es craniofaciais

AlteracBes craniofaciais também s&o freqlentes nas MPS. A literatura relata a
presenca de sutura metdpica com padrdo semelhante a trigonocefalia, acimulo de multiplos
dentes num foliculo (padrédo em roseta) e sela deformada (forma de J) . A presenca de
cistos na fossa posterior e megacisterna magna também sédo freqiientes . Macrocefalia é
comum em pacientes com MPS . O conhecimento deste achado é importante no diagnéstico

diferencial das leucodistrofias com macrocrania como a doenca de Canavan e Alexander .
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Figura 9. Megacisterna magna. Imagem sagital ponderada em T1. Observar a ampliacdo da cisterna
magna neste paciente com MPS II.

Outros achados

A prevaléncia de tumores do SNC em pacientes com MPS é desconhecida. Stockler et
al. relataram o surgimento de um ependimoma de fossa posterior num paciente com MPS | .
Recentemente, relatos de casos descreveram a presenca de lisencefalia e isquemia
cerebral em pacientes com MPS .

Conclusdes sobre os achados de RM na MPS

Apesar de vérias descricdes sobre os achados de RM em pacientes com MPS, as
evidéncias basearam-se em pequenas séries de casos com amostra heterogénea de
pacientes e sem andlise criteriosa dos tipos da doenca (Tabela 3). Além disso, a maioria das
variaveis foi analisada com critérios subjetivos. Até hoje, nenhum estudo utilizou técnicas
guantitativas para avaliar as lesbes cerebrais de pacientes com MPS e a correlacdo entre

neuroimagem, alteracdes bioquimicas e sintomas neurol6gicos € controversa .

Tabela 3. Revisédo sobre estudos de ressonancia magnética nas mucopolissacaridoses



Autor Ano Delineamento Forma Amostra
Kulkarni M et al. 1987  Série de casos IH,I1ISell 8
Murata R et al. 1989  Série de casos IH, I, 1A e VI 8
Shimoda et al. 1990 Rélato de caso Il 1
Afifi AK et al. 1990 Série de casos I 5
Gabrielli O et al. 1992  Série de casos I 2
Lee C et al. 1993  Série de casos IH, Ilelll A 6
Shinomiya N et al. 1996 Relato de caso Il 1
Parsons VJ et al. 1996  Série de casos I 5
Hughes DG et al. 1997  Série de casos v 7
Petitti N et al. 1997  Série de casos [l 2
Barone R et al. 1999  Série de casos 1] 3
Takahashi Y et al. 2001  Série de casos IH, IS, Il e VI 7
Thorne et al. 2001  Série de casos VI 9
Seto T et al. 2001  Série de casos 1] 23
Zafeirou D et al. 2004  Série de casos 1] 3
Gabrielli O et al. 2004  Série de casos I, 11, e VI 20
Matheus MG et al. 2004  Série de casos lell 18
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1.3.2.3 Espectroscopia de protons nas mucopolissacaridoses

Principios da ERM

A espectroscopia de prétons por RM (ERM) € uma técnica ndo-invasiva que tem se
mostrado Util para avaliar alteracfes bioquimicas e metabdlicas em varias doencas do SNC .
A unido das imagens da RM convencional com a ERM permite uma correlacao interessante
entre os fendbmenos fisiologicos e anatdbmicos em uma determinada regido do cérebro.
Tradicionalmente, a ERM utiliza o nucleo de hidrogénio (H+) devido a sua abundéancia
natural no organismo e a alta sensibilidade magnética quando comparada com outros picos
como o fésforo (P-31) e o fluor (F-19) .

Os principios fisicos que formam os espectros sdo semelhantes a formacdo da
imagem da RM, exceto que o sinal obtido é transformado num espectro de diferentes
freqiéncias e ndo em uma imagem convencional . O fendmeno basico da ERM esta
baseado no principio do desvio quimico. Basicamente, a ERM demonstra varios sinais que
correspondem aos metabdlitos presentes naguela regido de interesse. Estes sinais se

caracterizam por um ou mais picos que apresentam algumas caracteristicas especiais como
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freqiéncia de ressonancia (posicao do pico), largura, forma da linha, fase e area. Os picos
sdo separados um dos outros devido as diferentes freqliéncias de ressonancia entre eles.
Estas diferencas sdo determinadas pelo ambiente quimico do nucleo em estudo.
Normalmente, estas diferencas sdo expressas em ppm (partes por milhdo) que é uma
unidade relativa. A vantagem desta mensuracao € que ela permite que os desvios quimicos
sejam expressos independentemente da forca do campo magnético .

O espectro pode ser afetado por varios fatores como a homogeneidade do campo
magnético, potencial do campo, sequéncias de pulso e parametros da aquisicdo. Existem
duas seqliéncias basicas de localizacdo: STEAM (stimulated emission acquisition mode) e
PRESS (point resolved surface coil spectroscopy). Atualmente, a seqiiéncia PRESS é mais
utilizada devido a menor sensibilidade a movimento e maior relagdo sinal/ruido .

No espectro, a area contida no pico € diretamente proporcional & concentracdo do
metabdlito . A concentracdo dos metabdlitos é expressa mais freqliientemente como uma
raz8o entre os picos (quantificacdo relativa). Esta estratégia tem vantagens como a maior
praticidade, menor tempo de pos-processamento e maior disponibilidade nos equipamentos
convencionais de RM . Entretanto, quando for necesséaria a correlagdo entre parametros
bioquimicos e de ERM, a quantificacdo absoluta pela ERM é necessaria. Apesar de pouco
utilizada, esta opcao permite que as concentragbes dos metabdlitos sejam expressas em

unidades bioquimicas como milimoles/kg .

Principais picos na ERM

Os principais metabdlitos detectaveis na ERM s&o o n-acetil-aspartato (NAA), colina
(Col), creatina (Cr) e mioinsoitol (ml). Outros picos que também podem ser analisados séo a
alanina, lactato, lipideos, glutamato e aminoacidos . Evidéncias demonstram que a
concentracdo dos metabdlitos varia com a idade. As duas principais mudancas sdo o
aumento do NAA e a reducédo da Col com a maturacao do cérebro .

O NAA é um neurotransmissor derivado dos aminoacidos, sintetizado nos neurénios e
transportado nos axénios. Seu pico surge em 2 ppm e é atribuido em grande parte pelo seu
grupo n-acetil-metila. Dentro do pico do NAA existem outros picos como a fragdo n-acetil-
aspartil-glutamato. E considerado um marcador neuronal e esta reduzido em situacées de
morte ou disfuncdo neuronal. Evidéncias sugerem que o NAA aumenta na doenca de
Canavan .

O pico da Col é atribuido & presenca de colina livre, fosfocolina e glicerofosfocolina.
Na ERM, o pico surge em 3.2 ppm. A colina ndo € sintetizada no cérebro e evidéncias
sugerem que o metabdlito é absorvido do plasma ou sintetizado no figado como fosfatidil
colina. A colina € um constituinte dos fosfolipidios da membrana celular e reflete a atividade

da membrana celular . Além disso, estda envolvida na sintese do neurotransmissor
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acetilcolina e de fosfolipideos. O aumento da colina ocorre devido a atividade aumentada da
membrana celular ou aumento da populagéo celular .

O pico da Cr em 3.03 ppm surge da combinagdo dos picos da creatina livre, fosfato
creatina, lisina e glutationa. Um segundo pico pode ser visto em 3.94 ppm. Estudos sugerem
gque a creatina tem um papel na manutencdo das reservas energéticas da célula. Apesar de
ser usada como referéncia interna devido a tedrica estabilidade, situacfes que alterem o
metabolismo ou a osmolaridade celular podem afetar a concentracdo do metabdlito no
organismo .

O ml é sintetizado em células gliais, ndo cruza a barreira hematoencefalica e seu pico
é em 3.56 ppm. O ml é considerado um marcador de resposta glial e o aumento do
metabdlito sugere proliferacdo glial ou aumento do tamanho das células gliais. Evidéncias
demonstram aumento do ml em diversas doencas como neoplasias gliais de baixo grau,
doenca de Alzheimer e encefalopatia hepatica . Exemplo de um espectro é demonstrado na
Figura 10.
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Figura 10.Espectroscopia de prétons utilizando a seqiiéncia PRESS com TE de 30 ms. A amplitude e
posicdo do n-acetil-aspartato (NAA), creatina (Cr), colina (Cho) e mio-inositol (ml) sdo demonstrados.

ERM nas doencas metabdlicas

A ERM é considerada uma ferramenta util na avaliacdo das doencas metabdlicas .
Tzika et al. e Van der Knapp et al. descreveram a importancia da técnica na analise de
Varios processos subjacentes as doencas metabdlicas como perda neuronal pela reducédo

do NAA e acidose metabdlica devido a presenca de lactato no espectro . Nas DL, achados
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de ERM foram descritos em varias doencas como a LMC, a doenca de Krabbe e a
lipofucinose cerdide. Como grupo, as principais alteracdes encontradas foram reducao do
NAA, aumento do ml e da colina.

Na LMC, Sener et al. descreveram reduc¢do da colina e Grodd et al. encontraram
reducéo do NAA e aumento do mioinositol.

Na Doenca de Fabry, Jardim et al. descreveram aumento da relacdo Col/Cr e reducéo
do NAA/creatina . Ja Politei et al. ndo detectaram altera¢cdes na ERM utilizando a técnica de
gquantificacéo absoluta em 5 pacientes com a doenca .

Na doenca de Krabbe, Farina et al. encontraram aumento da relacdo Col/Cr e do
ml/Cr em trés pacientes com a doenga tanto da SB como na substancia cinzenta (SC). Os
autores também relatam alterag6es na SB aparentemente normal (normal-appearing white
matter), indicando maior sensibilidade da ERM em relagdo a RM convencional. A ERM
também foi testada na diferenciagdo das fases da doencga. J& Brockmann et al. encontraram
0 aumento da Col/Cr e do mI/Cr em pacientes com a forma infantil da doenca.

Na lipofucinose ceréide, Seitz et al. descrevem aumento do ml, reducdo do NAA e
glutamato-glutamina. Nas fases tardias, o aumento do ml se tornou a alteragdo mais
proeminente. J4 Vanhanen et al. destacaram que a ERM pode ser util para monitorizar a

progresséo da doenca .

ERM na MPS

Apesar de ser uma técnica muito utilizada nas DL, até hoje a ERM foi pouco explorada
em pacientes com MPS . Somente trés relatos de casos foram descritos e as alteragdes
encontradas foram o aumento do ml e a redugéo do NAA .

O maior estudo até hoje foi feito por Takahashi et al. . Os autores descreveram 0s
achados em sete pacientes com MPS (2 com MPS |, 4 com MPS Il e 1 com MPS VIl). Nesta
série, dois pacientes foram analisados com ERM. Os autores encontraram a presenca de
um pico em 3.7 ppm maior que o pico de ml. Apés correlacionar com achados de ERM da
urina dos pacientes, concluiram que este pico seria um marcador in vivo do depdsito de
GAG. Além disso, a relacdo deste pico reduziu apds o tratamento com transplante de
medula éssea. Os autores também relatam que ndo houve diferenca entre a relagcdo NAA/Cr
entre os pacientes e o grupo controle e a relagdo Col/Cr era maior em pacientes com a
doenga.

Entretanto a correlagdo entre a ERM, anormalidades bioquimicas e gravidade do
quadro neurolégico ainda ndo foi descrita na literatura. Além disso, a comparacdo dos
achados de ERM com a RM convencional é desconhecida. Estas informagfes podem ser
Uteis para o melhor entendimento da fisiopatogenia e papel da RM na investigacdo da

doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o potencial da RM e da ERM na investigacdo de pacientes com MPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar os achados de RM e ERM com o déficit cognitivo dos pacientes.

b) Analisar o efeito do tempo de doenca e da idade dos pacientes sobre os achados
de RM e ERM.

c) Comparar os achados da RM e ERM com os niveis de GAGSs urinarios.

d) Comparar os achados de RM e ERM com a atividade residual da enzima.

e) Comparar os diversos tipos de MPS quanto aos achados de RM e ERM.
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ABSTRACT

Background and objectives: There are no reliable markers to predict neurological
outcome of mucopolysaccharidosis (MPS) Il patients. We hypothesized that brain MR
imaging (MRI) and MR spectroscopy (MRS) are useful in depicting features related to
cognitive impairment in MPS 1.

Methods: Nineteen male patients with MPS Il were included in this study. They were
evaluated through intelligence/developmental tests in order to be classified in 2 groups:
patients with cognitive impairment (group A) or patients without cognitive impairment (group
B). Brain MRI evaluated white matter (WM) lesions, hydrocephalus and brain atrophy. Voxels
from MRS (PRESS TE 30 ms) were positioned in the WM of the deep right frontal lobe and
at the gray matter (GM) in the posterior occipital cortex, across the midline. Comparison of
MRI and MRS findings between groups and a control group was performed.

Results: The mean age of the patients was 9.6 years (group A: 7.08 years old, 12
patients; group B: 14 years old, 7 patients; p=0.076). Brain atrophy and hydrocephalus were
more frequently found in group A patients (p= 0.006 and p=0.029, respectively); these
patients also presented more severe WM lesions than patients from group B (p=0.022).
Patients from group A also had a higher ml/Cr ratio in the GM (p=0.046) and in the WM
(p=0.032). The Cho/Cr and NAA/Cr ratios were similar in both groups.

Conclusion: Our study showed that severe WM lesions, brain atrophy, hydrocephalus

and elevated ml/Cr were more common in MPS Il patients with cognitive impairment.
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INTRODUCTION

Hunter disease or mucopolysaccharidosis type Il (MPS Il) is a rare lysosomal storage
disease caused by deficiency of iduronate 2-sulphatase (IDS), which leads to incomplete
degradation and progressive accumulation of glycosaminoglycans (GAGS) in various organs,
including the central nervous system (CNS). The cerebral manifestations of MPS Il range
widely from mild to severe disability; the reason for this heterogeneity is not well understood.
Patients having neurological compromise usually present severe disability and die before 15
years of age, while patients without cognitive impairment can present a normal life
expectancy (1,2). Despite the high morbidity and mortality of the disease, enzyme-
replacement therapy (ERT) is a potential treatment for MPS II (3).

Brain magnetic resonance imaging (MRI) is the prime imaging modality for detection of
CNS abnormalities in MPS |l patients. White matter (WM) lesions, dilated perivascular
spaces (DPVS), hydrocephalus and spinal canal stenosis have been described in previous
studies (4-8). However, relationship between neuroimaging findings and mental dysfunction
is controversial. Data from Gabrielli et al (9) showed correlation between WM alterations and
mental retardation. Recently, Matheus et al (10) did not find association between
neuroimaging findings and clinical status. Some reasons for these discrepancies could be
the inclusion of different types of MPS patients as a unique study group, inclusion of patients
with mild phenotype only and subjective scores to graduate lesions on MRI (9,10).

In metabolic and destructive brain disorders, MR spectroscopy (MRS) imaging
functions as a diagnostic tool for noninvasive analysis of biochemical tissue (11-13).
Regarding MPS, Takahashi et al (14) recently described the MRS findings in MPS patients
before and after BMT. The authors found an abnormal resonance peak at 3.7 ppm in the
brain and urine of MPS patients, higher than the myoinositol in a small case report study.
Until now, these findings have not been confirmed in other studies.

Given the wide spectrum of disease severity and progressive course, one of the
challenges for managing the disorder is to accurately predict clinical phenotype. To date
there is no reliable marker to predict the onset of cerebral lesions and outcome. Adequate
measure of MRI brain involvement and detection of cerebral lesions before clinical
manifestations could be used to monitor lesion progression and select therapeutic
interventions. The purpose of our study was to test which MRI and MRS findings correlate

with neurological compromise in MPS II patients.
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METHODS

We prospectively evaluated 19 MPS Il male patients from the MPS clinics of the
Medical Genetics Service of our hospital. Each patient had typical clinical manifestations of
the disorder, as well as a biochemical diagnosis of MPS 1l confirmed by a deficient activity of
IDS in plasma or leucocytes, with a normal activity of at least one other sulphatases, in order
to exclude multiple sulphatases deficiency. They had not been previously submitted to bone
marrow transplantation (BMT) or ERT.

All patients were submitted to age-appropriate development tests (Bayley for children
under 42 months, Weschler for children between 43 months to 10 years and Leiter for
patients who were 11 years or older) by a psychologist (APP) who is experienced in
development neurology. According to the study protocol, patients were classified either as
presenting (group A) or not (group B) cognitive impairment (Cl). Cl was considered present
when developmental tests or 1Q below 70 was found. Severely affected patients that could
not respond to development tests were classified within the CI group. For MRS, an age-
matched control group was examined with the same protocol used to examine the patient
group. This control group consists of healthy children from the community without
developmental delay or neurological symptoms.

All MR imaging of the brain were performed on a 1.5 T MR system and included axial
FLAIR-weighted images (TR/TE/TI = 9000/114/2500), axial and coronal T2-weighted images
(TR/TE: 4000/99) and sagital T1-weighted images (TR/TE = 522/14). WM lesions were
defined as hyperintense on FLAIR and graded in 2 categories: mild (scattered and less than
5 WM lesions) and severe (extensive, confluent and more than 5 WM lesions). Brain atrophy
was considered present when dilated sulci were found as described by Lee et al (4). For
statistical analysis, hydrocephalus was calculated by a semi-quantitative ratio measuring the
maximum distance between the outer borders of the occipital horns divided by the maximum
biparietal diameter (Ventricular size = 10 — (occipital horns diameter / biparietal diameter).
Although DPVS is common in MPS Il patients, this finding was not tested in this study.

Single-voxel proton MR spectra were acquired at the same 1.5 T MR unit by using
point-resolved spectroscopy (PRESS) technique (TR/TE: 2000/30 ms). Automated shimming
and chemical shift selective water suppression were used. Voxels of 8 ml were positioned at
two locations containing mainly white matter (WM) tissue at the deep right frontal lobe and at

the gray matter (GM) in the posterior occipital cortex, across the midline (figure 1).
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Figure 1. Example of the localization used for single-voxel imaging. Superimposed on an axial T2-
weighted image, the white square shows the volume of brain tissue sampled by MRS at the white
(right frontal lobe) and gray matter (posterior occipital cortex).

To reduce measurement variability, partial volume effects with cerebrospinal fluid or
other brain structures, these locations are considered standard for research studies in our
department. For MRS analysis, we excluded patients with severe hydrocephalus. The data
were postprocessed and myoinositol (ml) was assigned at 3.56 ppm, choline (Cho) at 3.2
ppm, creatine (Cr) at 3.03 ppm and NAA at 2.0 ppm. A computer software designed by the
manufacturer (Siemens, Erlangen) was used to measure peak areas. Imaging evaluation was
performed by a single reader (LV), using a computerized database, blinded to clinical
findings or disease form.

For statistical analysis, descriptive summary statistics and univariate analysis were
performed, using the software SPSS for Windows 10 (SPSS, Chicago, Ill). For categorical
variables (age, severity of WM lesions and brain atrophy) Fischer’s exact test was used. For
continuous variables (degree of hydrocephalus and metabolite ratios on MRS) we used
Student test for independent samples. Significance level was set at 0.05.

The study was approved by the local institutional review board (humber 03/066).
Informed consents were obtained from the patients or their legal representatives before

undergoing evaluations.
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RESULTS

Nineteen patients were included in the study. The mean age of the patients was 9.6
years (SD 6.5 years; age range 3-26 years). Based on 1Q and development testing, 12/19
patients (63.2%) had CI (group A), while 7/19 (36.8%) did not (group B).

Table 1 lists imaging findings in both groups. Although the presence of WM lesions did
not differ significantly between groups, WM lesion severity was significantly greater in
patients with Cl (p=0.038). Most of them presented severe lesions, diffusely involving the
WM and usually affecting more than 3 cerebral lobes. Isolated involvement of periventricular
or deep WM was uncommon. Hyperintense lesions were confluent in some patients but
never caused mass effect. None of the evaluated patients had lesions involving the corpus
callosum. Hydrocephalus and brain atrophy were more frequent in Cl patients (p=0.029 and
p=0,006, respectively). Brain atrophy was diffuse and sometimes asymmetric, with fronto-
parietal regions usually more severely affected.

Examples of MRS of patients with and without CI are shown in figures 2 and 3. Table 2
shows MRS findings in both groups. Patients presenting Cl had a higher ml/Cr ratio in the
GM (p=0.046) and in the WM (p=0.032). The Cho/Cr and NAA/Cr ratios, in both WM and
GM, were similar in both groups. Metabolite value differences between groups occurred

independently of degree of WM lesions, hydrocephalus or patient age (p>0.05).

Table 1. Univariate analysis of MRI findings

All patients Group A Group B P

(n=19) (n=12) (n=7) value
Mean age (SD) 9.63 (6.5) 7.08 (3.5) 14 (8.4) 0.076
WML Severe 14 (73,7%) Severe=11 (91.7%) Severe= 3 (42.9%) 1.0

Mild= 5 (26.3%) Mild= 1 (8.3%) Mild= 4 (57.1%)
Hydrocephalus ~ 7.83 (0.44) 7.98 (0.46) 7.58 (0.26) 0.029
Brain atrophy  11/19 (57.8%) 10/12(90.9%) 1/7 (9.1%) 0.006

Note: Group A and group B indicate children with and without cognitive impairment, respectively; age
expressed as years old; SD means standard deviation; WML, white matter lesion; numbers between ()
means (SD) or ( %).
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Figure 2. MRS of a patient with MPS Il and cognitive impairment. There is elevation of the ml/Cr ratio
at the gray (a) and white matter (b).
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Figure 3. MRS of a MPS Il patient without cognitive impairment. When compared with figure 2,
elevated ml/Cr ratio at the gray (a) and white matter (b) is no longer present.
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Metabolite Group A Group B Control Group P
ratio (n=12) (n=7) (n=10) value
WM NAA/Cr 1.94+0.49 2.17+0.26 2.11+0.36 0.450
WM Cho/Cr 0.94+0.21 0.97+0.12 0.83+0.19 0.301
WM ml/Cr 0.57+0.18 0.43+0.12 0.40+0.10 0.032
GM NAA/Cr

2.05+0.41 2.01+0.50 2.12+0.21 0.842
GM Cho/Cr 0.45+0.08 0.45+0.07 0.48+0.07 0.668
GM ml/Cr 0.47+0.88 0.36+0.11 0.45+0.66 0.046

Note: Group A and group B indicate children with and without cognitive impairment, respectively; NAA
indicate n-acetylaspartate; Cr, creatine; Cho, choline; ml, myo-inositol; WM, white matter; GM, gray
matter.

DISCUSSION

Our data suggest that MRI and MRS can be useful tools to access the severity of brain
compromise in MPS Il patients. We found a higher prevalence of brain atrophy,
hydrocephalus, severe WM lesions and elevated ml in more severely affected children.
These results confirm the high sensitivity of neuroimaging for characterization of brain
involvement in MPS. Besides, MRS findings could be useful to better understand the
pathophysiology of brain response to GAGs deposits (15-16). Although our study group was
composed by a highly selected population of MPS Il patients and the extrapolation of these
results for all MPS patients should be done with caution, our preliminary results may support
using neuroimaging as a marker of disease severity in clinical trials.

Brain atrophy has been considered a common finding in MPS, although correlation with
mental status is controversial in the literature (9,10). As an imaging finding, atrophy was
always diffuse, and tended to involve more extensively both frontal and parietal areas. In
some patients asymmetry was found. We did not find an explanation for such asymmetry, as
neurological examination did not show focal motor or sensitive signs. As pointed out by
Matheus et al (10), one possible explanation could be an association of brain atrophy and

asymmetric deposition of GAGs, or central spinal fluid (CSF) entrapment in subaracnoidal
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spaces. This association could explain why there is controversy regarding the correlation
between dilated sulci and mental status.

Hydrocephalus is an important cause of morbidity in MPS 11, as chronic intra-ventricular
high pressure can lead to behavioral disturbances, optic nerve lesions, and brain stem
damage (17,18). Because of likely outcomes, different authors recommend neurosurgical
intervention for patients with MPS, mainly types I, lll and VI. Experiences with such
neurosurgical procedures in MPS Il are limited. As venous hypertension is a known cause of
hydrocephalus, one hypothesis for the ventricular enlargement in these patients could be the
reduced venous outflow through the skull base. New studies are necessary to confirm this
association.

The pathophysiologic mechanisms causing hyperintensity on FLAIR-weighted images,
and their consequences are not fully understood. Intraneuronal deposition of GAGs has been
reported in the literature (22). Perhaps brain response to this deposition could be gliosis,
resulting in a signal intensity change on MRI. Knowledge of the patterns of WM lesion is
important since MPS can be mistaken for other leukodystrophies (19,21).

There are limited data correlating WM lesions and clinical findings on MPS. Gabrielli et
al found a linear correlation between WM lesions and mental retardation in 20 patients with
different forms of MPS. On the other hand, Matheus et al described a broad spectrum of MRI
findings, but no relationship between the imaging and clinical manifestation, in 18 patients
with MPS types | and Il. In our study, the severity of WM lesions was more commonly seen in
patients with Cl. This correlation may reflect the fact that our study group was composed of
patients with a single type of MPS (MPS II), with a wide range of neurological compromise.
As far as we know, our study is the largest series of MPS Il patients studied through MRI and
MRS up to now.

Regarding MRS findings, we found a statistical significant elevation of ml in the GM
and WM of patients with Cl. The ml peak contains contributions from various compounds,
including myo-inositol, inositol monophosphate, phosphatidyl inositol and inositol
diphosphate. The main component, myo-inositol, is synthesized primarily in glial cells and
does not cross the blood-brain barrier. Studies from primate models showed significant
correlation between markers of astrogliosis and ml/Cr ratios. For these reasons, ml is
considered to be a glial marker, and an increase in its content is believed to represent glial
proliferation or an increase in glial cell size (24-27). As intraneuronal deposition of GAGs (22)
and microglial activation in MPS models have been reported in the literature, it is possible
that cerebral GAGs deposition is responsible for inducing the changes in glial cells that can
be measured by MRS as an elevation of mI/Cr ratio.

Myo-inositol is also considered an organic osmolyte, playing a major role in the volume

and osmoregulation of astrocytes (11,13,27). For this reason, increased volume of cells in
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MPS Il could also be responsible for the elevation of ml. New studies are necessary to
confirm these theories.

Finally, another potential explanation is that ml could be an indirect marker of GAGs
deposition. An integrating correlation between in vitro GAGs and abnormal MRS resonance
at 3.7 ppm in the brain of MPS Il patients, higher than the chemical shift of ml peak in MRS
was recently described by Takahashi et al (14). The authors concluded that the presence of
this peak could represent GAGs molecules. Although the study has many limitations (for
example, small number of patients and control group with known epilepsy history), if this
correlation turns out to be confirmed in future studies, we could speculate that
macromolecules (GAGs) can be a major component of elevated ml peak detected with MRS.
However, the precise measurement of GAGs would require a different MRS quantification
approach, not performed in our study.

We did not find differences in NAA/Cr between groups. This result is interesting as we
expected to detect a low NAA in patients more severely affected. One possible reason could
be explained at the cellular level. In MPS model, Walkley et al (30) did not find axonal
spheroid formation (neuroaxonal dystrophy) in spite of widespread intraneuronal storage in
neurons. In contrast, this cellular finding is abundant in gangliosidoses — a lysosomal storage
disease with progressive psychomotor regression and low NAA at the MRS, even in the
normal-appearing white matter (NAWM) (31,32).

As both cho/Cr and ml/Cr are considered markers of glial response we also expected
to find an increase in the cho in neurological patients. Besides, Takahashi et al (14) also
found an elevated choline/creatine ratio in white matter of MPS patients. The fact is that
correlation between ml and choline as glial markers is not universal. For instance, elevated
choline / creatine ratio and normal ml / Cr ratio is described in schizophrenic patients and the
opposite in gliomatosis cerebri (33,34). In addition, we must take into account the fact that
the way we measured metabolite concentration allowed us to obtain only relative metabolite
concentrations.

In conclusion, our data support the evidence that cerebral involvement is common in
patients with MPS II. Because there is no specific treatment for neuronal involvement in MPS
patients, a better understanding of the pathophysiology of brain response to GAGs is crucial.
This study showed that severity of WM lesions, hydrocephalus and elevated ml could be
markers of brain dysfunction in MPS Il patients. Further studies involving a larger sample and

serial imaging are required to confirm our preliminary MRS findings.
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RESUMO

Introducgdo e objetivos: N&o existem marcadores confidveis para predizer o desfecho
neurol6gico nos pacientes com mucopolissacaridose (MPS) tipo Il. Neste estudo testou-se a
correlagdo dos achados de ressonancia magnética (RM) e a espectroscopia por RM (ERM)
com a presenca de disfuncao cognitiva em pacientes com MPS II.

Material e métodos: Dezenove meninos com diagndéstico confirmado de MPS tipo |l
foram incluidos no estudo. Todos os pacientes foram submetidos a teste de QI e de
desenvolvimento e foram classificados em 2 grupos: pacientes com disfuncdo cognitiva
(grupo A) e pacientes sem disfuncdo cognitiva (grupo B). A RM avaliou a gravidade das
lesBes na substancia branca (SB), hidrocefalia e atrofia cerebral. Na ERM, voxels foram
posicionados na SB profunda do lobo frontal direito e na substancia cinzenta (SC) no cértex
occipital posterior, na linha média. Foi realizada a comparacéo entre os achados na RM e
ERM entre os grupos e com um grupo controle.

Resultados: A idade média dos pacientes foi de 9,6 anos (grupo A: 7,08 anos, 12
pacientes; grupo B: 14 anos, 7 pacientes; p=0.076). A prevaléncia de atrofia cerebral e
hidrocefalia foi maior no grupo A (p=0.006 e 0.029 respectivamente). Estes pacientes
também apresentaram lesfes mais extensas na SB que os pacientes do grupo B (p=0.022).
Pacientes do grupo A tiveram uma maior relagdo ml/Cr na SC (p=0.046) e na SB (p=0.032).
As relagcbes Col/Cr e NAA/Cr foram similares entre os dois grupos.

Concluséao: O estudo mostrou que a extensdo das lesdes na SB, a atrofia cerebral, a
hidrocefalia e a elevagcdo do ml foram mais comuns no grupo de pacientes com MPS Il com

disfungéo cognitiva.
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INTRODUCAO

A Doenca de Hunter ou Mucopolissacaridose (MPS) tipo Il € uma doenca lisossdmica
de depoésito, rara, causada pela deficiéncia de iduronato-2-sulfatase (IDS), que leva a
degradacdo incompleta e acumulagcdo progressiva dos glicosaminoglicanos (GAG) em
varios 6rgaos, incluindo o sistema nervoso central (SNC). As manifestacdes cerebrais da
MPS tipo Il séo diversas, variando de leve a acentuado grau de incapacidade. A razdo para
esta heterogeneidade ndo € bem entendida. Os pacientes que apresentam
comprometimento neurolégico geralmente apresentam grave incapacidade e morrem antes
dos 15 anos de idade, enquanto que pacientes sem comprometimento neuroldégico podem
ter uma expectativa de vida normal (1,2). Apesar da elevada morbi-mortalidade da doenca, a
terapia com reposicdo enzimética (TRE) é considerada um potencial tratamento para
pacientes com MPS I11(3).

A ressonancia magnética (RM) é o principal exame de imagem para detec¢do das
alteragcdes no SNC nos pacientes com MPS. Lesdes na substancia branca (SB), espagos
perivasculares dilatados (EPVD), hidrocefalia e estenose do canal medular tém sido
descritos em estudos anteriores (4-8). Entretanto a correlagdo entre os achados de
neuroimagem e de disfuncdo cerebral é controversa. Dados de Gabrielli et al. (9)
demonstraram correlagdo entre alteragdes na SB e retardo mental. Recentemente, Matheus
et al. (10) ndo encontraram associacdo entre os achados de neuroimagem e a condicdo
clinica. Algumas razdes para estas discrepancias poderiam ser a inclusdo de pacientes com
diferentes tipos de MPS em um Unico grupo de estudo, a inclusdo de apenas pacientes com
fendtipo leve ou mesmo a utilizacdo de escores subjetivos para graduar as lesdes na RM (9,
10).

Nas doencas cerebrais metabdlicas, a espectroscopia por RM (ERM) é considerada
uma ferramenta diagndéstica na analise bioquimica ndo-invasiva do tecido cerebral (11-13).
Com relacdo a ERM, Takahashi et al. (14) recentemente descreveram os achados em
pacientes com MPS antes e apds transplante de medula éssea (TMO). Os autores
encontraram um pico anormal de ressonancia em 3.7 ppm no cérebro e na urina dos
pacientes, maior que o do mioinositol, numa pequena série de casos. Até o0 momento, estes
achados nao foram confirmados em outros estudos.

Devido ao amplo espectro de severidade da MPS Il e seu curso progressivo, um dos
desafios no manejo da doenca tem sido a predigdo acurada do fenoétipo. Até o momento,
ndo ha um marcador confiavel para predizer o inicio das lesdes cerebrais, nem a evolucéo
da doenca. A adequada avaliacdo do envolvimento cerebral e deteccdo de lesdes cerebrais
através da RM, antes das manifestacdes clinicas, poderiam ser usadas para monitorar a

progressao da doenca e selecionar possiveis intervencdes terapéuticas. O objetivo deste
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estudo é avaliar se os achados na RM e ERM se correlacionam com o comprometimento

neurolégico nos pacientes com MPS |I.

MATERIAL E METODOS

Avaliou-se prospectivamente 19 pacientes masculinos do ambulatério de MPS, do
servico de Genética médica do nosso hospital. Todos pacientes apresentavam
manifestacdes clinicas tipicas da doenca, bem como diagnostico confirmado de MPS tipo II,
demonstrado por um aumento da atividade de IDS no plasma ou leucécitos e atividade
normal de pelo menos uma outra sulfatase, a fim de excluir deficiéncia de mudltiplas
sulfatases. Nenhum paciente tinha sido submetido previamente a TMO ou TRE.

Todos os pacientes foram submetidos a testes de desenvolvimento apropriados para a
idade (Bayley para criangas menores de 42 meses, Weschsler para criangas entre 43 meses
e 10 anos e Leiter para pacientes com 11 anos ou mais) por um psicélogo (AAP) experiente
em desenvolvimento neurologico.

De acordo com o protocolo estudado, os pacientes foram classificados como
apresentando (forma A) ou ndo (forma B) disfungdo cognitiva (DC). DC foi considerada
presente quando foram encontradas alteragbes nos testes de desenvolvimento ou
coeficiente de inteligéncia (ClI) menor que 70. Pacientes severamente afetados,
incapacitados de responder aos testes de desenvolvimento, foram classificados como forma
A (com DC). Para comparagcdo com os achados da ERM, um grupo controle com idade
semelhante foi examinado. Esse grupo controle consistiu de criancas sem retardo de
desenvolvimento ou sintomas neurologicos.

Todos os exames de RM cerebral foram realizados em um aparelho de 1.5T e
incluiram imagens axiais FLAIR (TR/TE/TI = 9000/114/2500), axiais e coronais ponderadas
em T2 (TR/TE: 4000/99) e imagens sagitais ponderadas em T1 (TR/TE = 522/14). Lesbes
na SB foram definidas como hiperintensas no FLAIR e graduadas em duas categorias: leve
(esparsas e menos que 5 lesGes na SB) ou grave (extensas, confluentes, mais que 5 lesdes
na SB). Atrofia cerebral foi considerada presente quando os sulcos corticais estivessem
dilatados como descrito por Lee et al. (4). Para a andlise estatistica, a hidrocefalia foi
calculada por uma razdo semiquantitativa medindo-se a distancia maxima entre os limites
externos dos cornos occipitais, divididos pelo diametro biparietal maximo (tamanho
ventricular = 10 — didmetro dos cornos occipitais/diametro biparietal méximo).

A ERM com voxel tnico foi realizada no mesmo aparelho de 1.5T usando-se a técnica
PRESS (point-resolved spectroscopy, TR/TE: 2000/30 ms). Shimming automatico e

supressao da agua foram feitos e voxels de 8 ml foram posicionados em duas regides,
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contendo principalmente SB profunda no lobo frontal direito e SC no cortex occipital
posterior, na linha média (Figura 1).

No departamento estas localizagBes séo utilizadas de rotina nos projetos de pesquisa,
visando diminuir a variabilidade das medidas e os efeitos de volume parcial com o LCR e
com outras estruturas cerebrais. Para analise da ERM, excluiram-se os pacientes com
hidrocefalia severa. Os dados foram submetidos a um pds-processamento e o mioinositol
(ml) determinado em 3.56 ppm, Colina (Col) em 3.2 ppm, Creatina (Cr) em 3.03 ppm e NAA
em 2.0 ppm. Um software desenvolvido pelo fabricante (Siemens, Erlangen) foi utilizado
para analisar as areas de pico. A avaliacdo das imagens foi realizada por um anico
observador (LMV), usando um banco de dados, e cegado para todos os dados clinicos e

formas da doenca.

Figura 1. Exemplo da localizagdo da ERM com voxel Unico. Sobreposto a uma imagem axial
ponderada em T2, o quadrado branco mostra o volume de tecido cerebral estudado na ERM na
substancia branca (lobo frontal direito) e substéncia cinzenta (cortex occipital posterior).

Na analise estatistica, foram realizadas analises descritivas e univariada, utilizando-se
0 programa SPSS para Windows 10 (SPSS, Chicago, lll). Para as variaveis categoéricas

(idade, grau de severidade das lesGes na SB e atrofia cerebral) foi usado o teste exato de
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Fischer. J& para as variaveis continuas foi empregado o teste t de student para amostras

independentes. A significancia estatistica foi determinada em 0.05.

RESULTADOS

A idade média dos pacientes foi de 9,6 anos (DP 6,5 anos; intervalo entre 3 e 26
anos). De acordo com o teste de QI e o teste de desenvolvimento, 12/19 (63,2%) pacientes
tinham DC (grupo A), enquanto que 7/12 (36,8%) ndo tinham (grupo B).

Na Tabela 1 estdo listados os achados de imagem nos dois grupos. Apesar da
presenca de lesGes na SB ter sido semelhante entre 0s grupos, a severidade das lesdes na
SB foi significativamente maior nos pacientes com DC (p=0.038). A maioria destes pacientes
apresentava lesdes severas, difusamente envolvendo a SB e geralmente afetando mais de 3
lobos cerebrais. O envolvimento isolado da SB periventricular ou profunda foi incomum. As
lesdes hiperintensas, mesmo confluentes em alguns pacientes, ndo causavam efeito de
massa em nenhum deles. Nenhum dos pacientes avaliados apresentou lesdes envolvendo o
corpo caloso. Os achados de atrofia e hidrocefalia foram mais freqiientes nos pacientes com
DC (p=0.006 e 0.029 respectivamente). A atrofia era difusa e, as vezes, assimeétrica,

afetando mais severamente as regides fronto-parietais.

Tabela 1. Analise univariada dos achados de RM

Todos pacientes  Grupo A Grupo B Valor

(n=19) (n=12) (n=7) de P
Idade média 9.63 (6.5) 7.08 (3.5) 14 (8.4) 0.076
Lesbes na SB Severa=14(73,7%) Severa=11(91.7%) Severa=3(42.9%) 0.038

Leve=5 (26.3%) Leve=1 (8.3%) Leve=4 (57.1%)
Hidrocefalia 7.83 (0.44) 7.98 (0.46) 7.58 (0.26) 0.029
Atrofia cerebral 11/19 (57.8%) 10/12(90.9%) 1/7 (9.1%) 0.006

Nota: Grupo A e B indicam criangas com e sem disfuncdo cognitiva, respectivamente; idade expressa
em anos; DP = desvio padrdo, SB = substéncia branca; nimeros entre () significam (DP) ou (%).

Exemplos de ERM nos pacientes com e sem DC sdo mostradas nas Figuras 2 e 3. A
Tabela 2 mostra os achados de ERM nos dois grupos. Pacientes com DC tiveram maior
relagdo ml/Cr na SC (p=0.046) e na SB (p=0.032). As relagbes Col/Cr e NAA/Cr nas
substancias branca e cinzenta foram similares nos dois grupos. As diferencas dos valores
dos metabdlitos encontradas entre os grupos foram independentes do grau das lesdes na

substéncia branca, hidrocefalia ou idade dos pacientes (p> 0.05).
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Figura 2. ERM de um paciente com MPS Il com disfuncéo cognitiva. Ha uma elevacéo da relagéo
ml/Cr na substancia cinzenta (a) e na substancia branca (b).
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Figura 3. ERM de um paciente com MPS Il sem disfuncdo cognitiva. Quando comparado a Figura 2,
nao existe aumento da relacdo ml/Cr na substancia cinzenta (a) ou na substancia branca (b).



Tabela 2. Andlise univariada dos achados de ERM
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Relacao Grupo A Grupo B Grupo controle Valor
metabdlica (n=12) (n=7) (n=10) de P

SB NAA/Cr 1.94 £ 0.49 2.17 £0.26 2.11+0.36 0.450
SB Cho/Cr 0.94 +£0.21 0.97 £0.12 0.83+0.19 0.301
SB ml/Cr 0.57+£0.18 0.43 £0.12 0.40+£0.10 0.032
SC NAA/Cr 2.05+041 2.01 £0.50 212 +0.21 0.842
SC Cho/Cr 0.45 £ 0.08 0.45 £ 0.07 0.48 £ 0.07 0.668
SC ml/Cr 0.47 £0.88 0.36 £ 0.11 0.45 £0.66 0.046

Nota: Grupo A e B indicam criancas com e sem disfun¢do cognitiva respectivamente; NAA = n-
acetilaspartato; Cr = creatina; Col = colina; ml = mioinositol; SC = substancia cinzenta; SB =
substancia branca.

DISCUSSAO

Estes resultados sugerem que a RM e a ERM podem ser Uteis para avaliar o grau de
comprometimento neuroldgico nos pacientes com MPS II. Encontraram-se maior prevaléncia
de atrofia cerebral, hidrocefalia, lesfes severas na SB e elevacdo do mioinositol em criangas
mais severamente afetadas. Estes resultados confirmam a alta sensibilidade da RM para a
caracterizacdo do envolvimento cerebral nas MPS. Além disso, os achados na ERM
poderiam ser Uteis para melhor entender a patofisiologia da resposta cerebral aos depdsitos
de GAG (15,16). Embora o grupo em estudo tenha sido composto por uma populacado
altamente selecionada de pacientes com MPS Il e a extrapola¢cédo dos resultados para todos
0s pacientes com MPS deva ser feita com cautela, os resultados preliminares podem apoiar
0 uso da neuroimagem como um marcador de severidade da doen¢a em ensaios clinicos.

A atrofia cerebral tem sido considerada um achado comum nas MPS, entretanto sua
correlagdo com o comprometimento neurolégico € controversa (9,10). Neste estudo, a
atrofia foi sempre difusa com tendéncia a envolver mais difusamente ainda os lobos frontais
e parietais. Em alguns pacientes, encontrou-se atrofia assimétrica. Nao se encontrou
explicagdo para esse achado, j& que estes pacientes ndo apresentaram nenhum sintoma
motor ou sensitivo focal. Como ressaltado por Matheus et al. (10), uma possivel explicacdo
para esta assimetria poderia ser a deposicdo assimétrica de GAG ou até mesmo um
aprisionamento de liquor no espaco subaracnoideo. Esta associacdo poderia explicar a
controvérsia existente na literatura em relacdo a correlagdo entre sulcos dilatados e a

alteracdo no estado mental.
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A hidrocefalia & considerada uma importante causa de morbi-mortalidade nos
pacientes com MPS Il (17,18), jA& que 0 aumento cronico de pressao intraventricular pode
levar a disturbios de comportamento, lesdes no nervo optico e alteracdes no tronco cerebral.
Devido a estas complicacdes, diferentes autores tém recomendado intervencdo
neurocirdrgica nos pacientes com MPS, principalmente nos MPS tipos I, 1l e VI. A
experiéncia destes procedimentos em pacientes com MPS Il € limitada. Como sabemos que
a hipertenséo venosa é uma causa conhecida de hidrocefalia, uma hipétese para o aumento
ventricular nestes pacientes poderia ser a reduzida saida do fluxo venoso pela base do
cranio, porém novos estudos sao necessarios para confirmar essa associagao.

Os mecanismos patofisioldgicos responsaveis pela hiperintensidade de sinal na
sequéncia FLAIR e suas consequéncias ndo sdo totalmente entendidos. A deposicdo
intraneuronal de GAG tem sido descrita na literatura (22). Possivelmente, a resposta
cerebral a essa deposicéo seja gliose, resultando em uma alteracéo de intensidade de sinal
na RM. O conhecimento dos padrées de lesdo na SB é importante uma vez que a MPS
pode ser confundida com outras leucodistrofias (19-21).

Os dados correlacionando as lesdes na SB e os achados clinicos em pacientes com
MPS séo limitados (5, 9, 10). Gabrielli et al. (9) encontraram uma correlagdo linear entre
lesGes na SB e retardo mental em 20 pacientes com formas diferentes de MPS. Entretanto
Matheus et al. (10) descreveram um amplo espectro de achados na RM, mas ndo
encontraram relacdo entre os achados de imagem e as manifestacbes clinicas em 18
pacientes com MPS tipos | e Il. No presente estudo (pelo que se tem conhecimento, € a
maior série de pacientes com MPS Il estudada através de RM e ERM até o momento), a
severidade das lesdes na SB foi mais acentuada nos pacientes com DC. Esta correlacdo
pode ter sido pela composicéo de pacientes com um unico tipo de MPS (MPS Il) e um amplo
espectro de comprometimento neuroldgico..

Na ERM, encontrou-se um aumento significativo do ml na SC e SB de pacientes com
disfuncdo cognitiva. O pico de mioinositol contém diversos compostos, entre eles o
mioinositol, inositol monofosfato, fosfatidilinositol e inositol difosfato. O principal componente,
0 mioinositol, é sintetizado primariamente nas células gliais e ndo cruza a barreira
hematoencefalica (24). Estudos em modelos primatas demonstraram significativa correlacao
entre marcadores de astrogliose e relacdo ml/Cr (25, 27, 29). Por estas razdes, ml é
considerado um marcador glial e acredita-se que um aumento do mioinositol represente
proliferacdo glial ou um aumento no tamanho destas células. JA que a deposicao
intraneuronal de GAG e ativagdo mocroglial nos modelos MPS tém sido descritos na
literatura (22, 31), é possivel que a deposicdo de GAG no cérebro seja responséavel por
induzir as alteragfes nas células gliais que podem ser medidas através da ERM como uma

elevacéo da relagdo mi/Cr.
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O mioinositol também é considerado um osmoalito organico com fungdo importante no
volume e osmorregulacdo dos astrocitos (11, 13, 27). Por esta razdo, um aumento de
volume das células na MPS Il poderia também ser responsavel pela elevagdo do ml. Novos
estudos séo necessarios para confirmar estas teorias.

Finalmente, outra hipotese € que o ml fosse um marcador indireto de deposicao de
GAG. Takahashi et al. (14) encontraram uma correlacdo entre GAG in vitro e picos anormais
na espectroscopia em 3.7ppm no cérebro de pacientes com MPS, maior que o desvio
quimico do mioinositol. Os autores concluiram que a presenca deste pico poderia
representar moléculas de GAG. Embora este estudo apresente limitacbes (por exemplo,
pequeno numero de pacientes e grupo controle com histéria conhecida de epilepsia), se
esta correlacao for confirmada, se poderia especular que macromoléculas (GAG) podem ser
o principal componente da elevac&o do pico de ml detectado na ERM. Entretanto a medida
precisa do GAG necessita de uma avaliacdo diferenciada, ndo realizada neste estudo.

N&o se encontraram diferencas na relagdo NAA/Cr entre os grupos. Este resultado é
interessante, ja que se esperava encontrar uma reducdo do NAA nos pacientes mais
gravemente afetados. Uma explicagédo para isso poderia ser encontrada em nivel celular.
Em modelos MPS, Walkley et al. (30) ndo encontraram formagéo esferdide axonal (distrofia
neuroaxonal) apesar da acentuada deposicdo intraneuronal. Por outro lado, este achado
celular é abundante nas gangliosidoses — uma doenca lisoss6mica de depdsito com
progressiva regressao psicomotora e baixos niveis de NAA na ERM, mesmo na substancia
branca de aparéncia normal (normal appearing white matter) (31, 32).

Como a relacdo da Col/Cr e do ml/Cr é considerada marcador de resposta glial,
também se esperava encontrar um aumento da colina nos pacientes neurologicamente
comprometidos. Além disso, Takahashi et al. (14) também encontraram um aumento da
relacdo Col/Cr na SB dos pacientes MPS. O fato é que a relacdo entre mioinositol e colina
como marcadores gliais ndo € universal. Por exemplo, a elevacdo da relagcdo Col/Cr e a
relacdo ml/Cr normal sdo descritas em pacientes esquizofrénicos (33) e o contrario na
gliomatose cerebri (34). Adicionando-se a isso, deve-se levar em conta o fato de que a
forma como se mediu a concentragdo dos metabdlitos permite que se obtenham apenas
concentracoes relativas destes metabalitos.

Em conclusdo, os dados do estudo apéiam a evidéncia de que o envolvimento
cerebral € comum em pacientes com MPS tipo Il. Devido a auséncia de tratamento
especifico para o envolvimento neuronal nos pacientes MPS, um melhor entendimento da
patofisiologia da resposta cerebral as GAG é essencial. Este estudo mostrou ainda que a
gravidade das lesdes na SB, hidrocefalia e aumento de mioinositol podem representar

marcadores de disfungéo cerebral nos pacientes com MPS II. Outros estudos envolvendo
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um maior nimero de pacientes e imagens de seguimento sdo necessarias para confirmar

estes achados preliminares de ERM.
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ABSTRACT

Purpose: To investigate the influence of aging on conventional magnetic resonance
(MR) imaging and MR spectroscopy (MRS) findings of mucopolysaccharidosis (MPS)
patients and to test the correlation of biochemical abnormalities and neuroimaging findings.

Methods: Sixty patients with MPS types | (n=8), Il (n=31), IV-A (n=4) and VI (n=17)
underwent T2-weighted, fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR) and MRS in a clinical
1.5 T MR imaging unit. For analysis of MRI variables we measured the normalized cerebral
volume (NCV), normalized CSF volume (NCSFV), normalized ventricular volume (NVV) and
normalized lesion load (NLL) in the white matter on FLAIR using semi-automated and an
automated segmentation techniques. For MRS, point-resolved spectroscopy (PRESS)
technique was used. Voxels were positioned at the white (WM) and gray matter (GM).
Statistical analysis involved Pearson or Spearman tests for correlation between
neuroimaging, age and biochemical correlation.

Results: The median age at onset of the disease was 20 months. Patients with longer
disease duration had more NLL in the WM (r=0.28, p=0.03) and this difference was more
pronounced in MPS |l patients (r=0.44, p=0.02). Metabolites ratios in MRS, NCV, MCSFV
and NVV did not correlate with disease duration or age of the patients (p > 0.05). MRI and
MRS variables either in the WM or GM did not correlate with enzymatic activity or GAG
levels. Patients with MPS Il had a lower mean NCV (p<0.001).

Conclusions: Our data showed that WM lesion is more extensive as disease duration
increases, especially in MPS Il patients. MRI and MRS findings did not correlate with either

enzymatic or GAG levels. Brain atrophy is more pronounced in MPS Il patients.
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INTRODUCTION

The mucopolysaccharidosis (MPS) are a group of inherited lysosomal storage
disorders characterized by a deficiency in one of the lysosomal enzymes responsible to
degrade glycosaminoglycans (GAG) (1). There are 11 types of MPS with a combined
incidence of 1 in 25.000. In all types, partially degraded GAG accumulate in lysosomes of
affected cells leading to chronic and progressive deterioration of cells. The neurological
expression of the disease varies within each enzyme deficiency. Mental retardation is
characteristic of MPS Il and severe forms of MPS |, Il, and VIl and this condition is probably
multifactorial (1).

The management for MPS is changing, as new treatment options such as enzyme
replacement therapy (ERT) and bone marrow transplantation (BMT) undergo trials. For
example, ERT are currently available for MPS I, 1l and VI (2-4). However, to achieve a good
long-term outcome, treatment options before the onset of irreversible clinical symptoms will
be an important goal. Markers of disease activity will be needed for early diagnosis,
prognosis and to monitor therapy in MPS.

MRI and MRS have assumed an important role as tools to assist in the diagnosis of
many metabolic disorders (5-7). Also, quantitative assessment of brain lesions is becoming
an important consideration in monitoring the clinical outcome and treatment effects. The
reason is because recent considerable advances in MR imaging have allowed the study of
brain morphometrics in vivo, which can provide accurate, reproducible and quantitative
measures for assessing imaging findings, such as brain atrophy, white matter (WM) lesion
load and ventricular size. Recent advances in neuroimaging and image post-processing have
enabled largely automated measurements of cerebral, ventricle and CSF volumes. Besides,
combining the results of imaging studies with the results of molecular genetics improves the
genotype-phenotype correlation and has the potential to enable a better understanding of the
pathophysiology of the disease.

Regarding neuroimaging in MPS, results of several studies involving MR imaging
demonstrated that brain atrophy, WM lesions and hydrocephalus are commonly observed in
MPS patients (8-12). Also, MR imaging techniques that demonstrated functional environment
such as MR spectroscopy have been employed for the evaluation of MPS patients (13).

Although such findings have been described for more than 20 years, evidences from
these studies were based mostly on case reports or small series of cases, usually with a
heterogeneous phenotype. Age-related changes of the MR findings are controversial.
Besides, the relationship between neuroimaging and biochemical findings has not been

tested.
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In this study, we sought to investigate the age-related changes through neuroimaging

and to test the correlation of MRI, MRS and biochemical findings in patients with MPS.

METHODS

Subjects

From August 2002 to August 2006, we selected all patients with MPS seen at the
genetic department of our hospital. Of these, 70 patients with biochemical confirmed
diagnosis of MPS were able to participate of this study. We excluded 10 individuals because
of inadequate image quality for reliable pos-processing and/or patients who were unable to
perform the MR images (usually patients with respiratory compromise and clinically
unstable). The remaining sixty patients were the study group (8 patients with MPS [, 31 with
MPS II, 4 with MPS IV-A and 17 with MPS VI). All patients with MPS | had MPS HIS or MPS
IS. Of the MPS Il patients, 17 had the severe form and 14 the mild form. Forty-four patients
were male and sixteen were female. Each patient had typical clinical manifestations of the
disorder, as well as a biochemical diagnosis of MPS confirmed by a deficient enzymatic
activity (alfa-L-iduronidase for MPS |, iduronate sulfatase for MPS II, galactose 6-sulfatase
for MPS IVA and n-acetylgalactosamine 4-sulfatse for MPS VI) and increased urinary GAG.
In order to exclude multiple sulphatases deficiency, a normal activity of at least one other
sulphatases was necessary for MPS II, IV-A and VI. For MPS | and Il enzymatic deficiency
was measured in leukocytes and plasma. Enzymatic deficiency for patients with MPS VI was
measured in leukocytes. Thirty-one patients were receiving ERT (7 with MPS |, 16 with MPS
[l and 8 with MPS VI).

Age of onset was defined as the age at which the first clinical symptom was noticed.
Age and disease duration at the first MR examination was also measured. As the values
ranges of urinary GAG and enzymatic deficiency vary according to the MPS subtype and
age, for measuring the GAG urinary level (first sample of the day), we standardized the result
using the higher number of the normal value range as the standard reference and divided the
patient's GAG from this reference. For measuring the enzymatic level we used the same
approach but choose the lower number of the normal value range. The study was approved
by the local institutional review board. Informed consents were obtained from the patients or

their legal representative’s before undergoing evaluations.

Data acquisition
All subjects were examined with a clinical 1.5 T MR imaging unit (Symphony, Siemens,
Erlangen, Germany). The MR imaging protocol included acquisition of two transverse images

obtained parallel to a line that joins the most inferoanterior and inferoposterior parts of the



77

corpus callosum: (1) fluid attenuated inversion recovery (FLAIR) sequence with repetition
time (TR) of 9000 msec, echo time (TE) of 114 msec, inversion time (TI) of 2500 msec, and
(2) T2-weighted images with TR of 4000 msec and TE of 99 msec. The slice thickness was 5
mm, the field of view range from 180 to 230 and pixel size range from 0.45 to 0.55 cm. No
paramagnetic agent was used.

Single-voxel proton MR spectra were acquired at the same 1.5 T MR unit by using
point-resolved spectroscopy (PRESS) technique (TR/TE: 2000/30 ms). Automated shimming
and chemical shift selective water suppression were used. Voxels of 8 ml were positioned at
two locations containing mainly white matter (WM) tissue at the deep right frontal lobe and at
the gray matter (GM) in the posterior occipital cortex, across the midline (figure 1). To reduce
measurement variability, partial volume effects with cerebrospinal fluid or other brain
structures, these locations are considered standard to research studies in our department. A
software designed by the manufacturer (Siemens, Erlangen) was used to analyze peaks of
N-acetylaspartate (NAA) at 2.01, choline (Cho), creatine (Cr) and myoinositol (ml). Integral
values of ml at 3.56 ppm, Cho at 3.25 ppm and NAA at 2.01 were expressed as ratios to the
Cr resonance intensity at 3.05 ppm. MRS postprocessing was performed at a workstation by
two researchers in agreement (L.V. and M.K.) They were blinded to the age, type and clinical
status of the patients.

Figure 1: Example of the localization used for single-voxel imaging. Superimposed on an axial T2-
weighted image, the white square shows the volume of brain tissue sampled by MRS at the white
(right frontal lobe) and gray matter (posterior occipital cortex).
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Data analysis

For analysis of MRI variables we measured the normalized cerebral volume (NCV),
normalized CSF volume (NCSFV), normalized ventricular volume (NVV) and normalized
lesion load (NLL) in the WM on FLAIR.

For preprocessing, segmentation and quantitative analysis we used the ImageJ
software (http://rsb.info.nih.gov/ij) from the National Institute of Health (NIH). This software
has both semi-automated and an automated segmentation tools. Volumes were counted in
voxels using the Voxel Counter plugin of ImageJ software.

For normalization, the outer table of the skull was defined as the peripheral edge of the
volume of interest. Normalized volumes, which are corrected for different skull sizes, were
used for statistical analysis.

NCV was measured using a semi-automated segmentation technique. The method
consists of an established seeded region growing algorithm in multiple regions of interest.
The seeds are generated through manual specification of the structure of interest with a
mouse. The borders of the skull and cerebral hemispheres were outlined using the Multi Cell
Outliner plugin (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/multi-cell-outliner.html). We also apply a
manual correction step to account for occasional misclassification of nonbrain areas. In some
individuals with large skulls, the very superior or inferior regions (5 to 10 mm) were not
included in the analysis volume. Importantly, because of normalization process, volumes are
largely insensitive to incomplete coverage.

NCSFV, NVV and NLL were measured using an automatic segmentation technique. A
two-step procedure was made. Using a local threshold technique the analyzed structure was
marked by a trained researcher (F.M.). For NCSFV and NVV a transverse axial T2-weighted
image was used. For NLL a transverse FLAIR image was selected for measurement. The
segmented structures were measured to obtain absolute total volumes. NVV measured only

lateral ventricles values so the Il and IV ventricles were excluded.
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Figure 2: Results of semi-automated and automated segmentation of cerebral volume (a) and lesion
load in the white matter (b)

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by using the SPSS software for Windows 12 (SPSS,
Chicago, lllinois). Descriptive statistics, including the mean, median and standard deviations
of the clinical, biochemical and imaging data were calculated. Age-related effects on MR,
MRS and biochemical variables were evaluated using the Pearson (r) or Spearman
correlation coefficient (rs), according to data distribution. For comparison between groups,
ANOVA with Tukey test for post hoc analysis or Kruskall-Wallis was performed, according to
data distribution. The significance level for group comparisons and correlation tests was set
to p<0.05.
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Demographic characteristics, biochemical features, MRl and MRS findings of the sixty

patients are provided in table 1. Most had MPS Il (51,7%). The median age at onset was 20

months (x 20.5). The age range of onset was 0 to 80 months, so all patients were less than 7

years old at the onset. The oldest patient was 38 years old and MPS IS. Half of the patients

underwent the first MR imaging at the age of 10 or more (percentiles 50=121 month). There

was no significant difference in age of onset or age at the first MRI between MPS types.

Table 1. Demographic, biochemical and imaging findings in 60 patients with MPS

Age at onset

Disease duration

Age at the first MR imaging
Urinary GAG level
Enzymatic level
Normalized brain volume
Normalized ventricular volume
Normalized CSF volume
Normalized lesion load

GM NAA/Cr

GM Cho/Cr

GM ml/Cr

WM NAA/Cr

WM Cho/Cr

WM ml/Cr

20 (+20.5, 0-84)

102 (+73.8, 8-415)

121 (+78.8,31-463)
3.56 (+1.86, 0.35-10.42)
0.06 (+0.11, 0-8)

50.8 (+6.25, 35.4-69.5)
2.5 (+3.70, 0.2-22.4)
6.5 (+3.55, 1.5-15.1)
2.41 (+2.17, 0.05-10.4)
2.19 (+0.41, 1.10-3.57)
0.52 (+0.11, 0.28-0.85)
0.39 (+0.10, 0.17-0.67)
2.22 (+0.61, 1.47-4.69)
1.03 (£0.19, 0.36-1.42)
0.46 (+0.16, 0.20-1.20)

Numbers in parentheses are (mean or median + SD, range). Age at onset, disease duration and age
at the first MR imaging values are expressed in month and median. Fractional cerebral, ventricular,
cerebral spinal fluid (CSF) and lesion load volumes are expressed in % and normalized for skull size.
GAG, glycosaminoglycans; GM, gray matter; WM, white matter; NAA, n-acetil-aspartate; Cho, choline;

Cr, creatine; ml, myo-inositol.
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Table 2 shows correlation of MRl and MRS with age of the patients and disease
duration. Patients with longer disease time had more NLL in the WM (rs=0.28, p=0.03, figure
3). This difference was more pronounced in MPS Il patients (rs=0.44, p=0.02, figure 4) and
did not change if ERT were or not used (rs=0.37, p=0.04 for patients without ERT and
rs=0.39, p=0.04 for patients with ERT). NCV, NVV and NCSFV did not correlate with disease
duration and age of the patients (p >0.05). There was no correlation of MRS metabolites
(either WM or GM), GAGs accumulation in the urine or enzymatic level with disease duration

or patient’s age.

Table 2. Age-related changes on MRI and MRS in 60 patients with MPS

Variable Disease duration Age of the patient
Normalized cerebral volume r=-0.17 , p=0.19 r=-0.15, p=0.24
Normalized ventricular volume rs=-0.05, p=0.66 rs=-0.10 , p=0.45
Normalized CSF volume rs= 0.08, p=0.54 r.=0.09, p=0.50
Normalized lesion load r=0.28 , p=0.03 r.=0.20 , p=0.13
GM NAA/Cr r=-0.23, p=0.10 r=-0.19, p=0.17
GM Cho/Cr r=0.21, p=0.12 r=0.24 , p=0.08
GM ml/Cr r=-0.24 , p=0.07 r=-0.17, p=0.23
WM NAA/Cr r=0.01, p=0.96 r=-0.06 , p=0.66
WM Cho/Cr r=0.18 , p=0.23 r=0.21, p=0.15
WM ml/Cr r=-0.21, p=0.16 r=-0.18 , p=0.22

r and rs indicate Pearson correlation coefficient and Spearman correlation coefficient; respectively.
GM, gray matter; WM, white matter; NAA, n-acetil-aspartate; Cho, choline; Cr, creatine; ml, myo-
inositol.
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Figure 3. Scatterplot of the normalized lesion load volume vs disease duration in 60 patients with
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To explore the relationship between neuroimaging variables with biochemical findings,

we assessed the relationship of MRl and MRS findings with urinary GAG and enzymatic

level. MRl and MRS variables either in the WM or GM did not correlate with degree of

decrease of enzymatic level or GAG urinary level, even if the patient was on ERT or not.

Table 3 shows correlation of MRI and MRS findings between subtypes of MPS.

Because of the small number of patients, MPS IV group was excluded for subgroup analysis.

Patients with MPS Il had a lower mean NCV (p<0.001). There was no difference between the
MRS metabolites, NVV, NCSFV and NLSV and type of MPS (figure 5).

Table 3. Correlation of MRI and MRS findings with type of MPS.

Variable

Normalized cerebral volume
Normalized ventricular volume
Normalized CSF volume

Normalized lesion load

GM NAA/Cr
GM Chol/Cr
GM ml/Cr
WM NAA/Cr
WM Cho/Cr
WM ml/Cr

MPS |
(n=8)

54.4 (+8.5)
3.1 (+4.8)
7.2 (£3.8)
2.7 (+2.0)
1.9 (+0.15)
0.52 (+0.09)
0.38 (+0.08)
2.02 (+0.21)
1.12 (+0.19)
0.45(+0.07)

MPS I
(n=31)

48.1 (+5.9)
2.6 (+4.3)
6.6 (+3.6)
2.3 (£2.3)
2.1 (+0.44)
0.50 (+0.12)
0.41 (+0.11)
2.15 (+0.46)
1.04 (+0.18)
0.46 (+0.11)

MPS VI
(n=17)

52.9 (+3.3)
2.1 (+1.4)
5.8 (+3.0)
2.4 (£2.2)
2.3 (0.41)
0.56 (+0.12)
0.35 (+0.08)
2.3 (£0.9)
0.94 (+0.22)
0.39 (+0.14)

P value

0.004*
0.807
0.626
0.856
0.126
0.265
0.141
0.514
0.174
0.262

Numbers in parentheses are (mean + SD). Fractional cerebral, ventricular, cerebral spinal fluid (CSF)
and lesion load volumes are expressed in % and normalized for skull size. MRS metabolites
expressed in ratio to creatine. GM, gray matter; WM, white matter; NAA, n-acetil-aspartate; Cho,
choline; Cr, creatine; ml, myo-inositol. * ANOVA with post hoc analysis.
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Figure 5. White matter lesions in MPS patients. Examples of extensive WM lesions on FLAIR in
patients with MPS 1l (figure 5a) and VI (figure 5b).

DISCUSSION

The MPS represents a heterogeneous group of illnesses that frequently cause
neuropsycomotor dysfunction in children (1). The diagnosis is initially suspected through
history and physical examination and confirmed by biochemical and genetic exams. Even
though laboratory analyses are necessary for diagnostic confirmation, MRI is important to
characterize the brain lesions, especially hydrocephalus, spinal stenosis, and WM lesions (8-
14). In doubtful cases, MRI is also important in order to exclude other metabolic diseases
(15). Besides, the method can be used to monitor disease progression and therapeutic
response, especially in clinical trials. [16]

In spite of various descriptions regarding the MRI findings in patients with MPS, the
evidence available are based on small series of cases, with heterogeneous samples of
patients and without a serious criteria as to the appointment of subgroups (10,11,17-23).
Besides, most of the variables were analyzed subjectively and no study used MRI
gquantitative techniques. Up to date, the correlation between neuroimaging, biochemical
alterations and neurological symptoms is controversial.

In this study, we evaluated MRI and MRS findings in 60 patients with MPS using semi

and automated segmentation techniques. As far as we now, this is the largest series
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describing such findings. The major conclusions are as follows: 1) WM lesion are more
extensive as disease duration increases, specially in MPS Il patients; 2) MRS metabolites,
cerebral volume, ventriculomegaly and CSF volume do not change with disease duration; 3)
urinary GAG level and enzymatic level do not correlate with MRI or MRS findings; 4) reduced
brain volume is more pronounced in MPS Il patients.

Regarding demographic data, two interesting findings were observed. First, all patients
had a disease age of onset below the age of 7. So we can conclude that most or even all
patients with MPS are diagnose before that age, mainly because the somatic findings are
usually evident in young children. An exception could be MPS Il patients (a group that was
not included in this study) that frequently present neurological findings but usually do not
have severe somatic compromise at least during the first years of the disease. Second, most
of the patient underwent the first MRI examination at the age of 10, rather late in the course
of the disease. This is an important point to discuss because if MRI is going to be used as a
tool to monitor disease progression or as a marker of treatment response we need to perform
these exams earlier. The reason for this delay is probably the origin of most of the patients
that came from many regions or countries far way from our center.

In contrast to the findings obtained by Parsons et al (24), which studied 5 patients with
MPS IlI, our data showed a positive correlation of WM lesion and disease duration. The
cause of this lesion is not fully understood. Histological studies demonstrate gliosis, loss of
axons and myelin in the brain of MPS patients and animal models. Because extensive WM
lesion is a frequent finding in many metabolic diseases, MPS should be differentiating from
other leukodystrophies. Besides, as MRI variables including WM lesion seem to be a
promising adjunct outcome measures in metabolic disease trials, the potential progressive
behavior of WM lesions with aging are an important issue to beware of.

An increase of WM lesions with aging is also important because it shows that
neuropathology in the WM could be a progressive phenomenon. Evidences from animal
models showed progressive age-related changes. Current evidence suggests that ectopic
dendritogenesis, neuroaxonal dystophy and death of neurons could be responsible for
cellular dysfunction in MPS patients (28-30). In addition to GAG deposition, gangliosides
(GM2 and GM3) also accumulate in the brains of MPS patients. It is interesting that
ganglioside accumulation has been found in the brain of the MPS forms that present mental
retardation (1). Although we cannot prove it in this study, we speculate that gangliosides
accumulation could be involved in the appearing of WM lesion.

Our data showed that MRS ratios, cerebral, CSF and ventricular volumes were not
age-related variables. This conclusion was based on normalized and automated MRI
techniques to reduce potential confounding effects. As far as we now, these results have

never been described previously in the literature. They are important because they indicate
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that brain atrophy and hydrocephalus could not be a consequence of aging. Maybe other
markers related to genotype could also play a role in the development of these neurological
entities. This could be important to plan potential forms of treatment and to search for the
cause of these conditions.

Histological studies showed that GAG accumulates in the meninges and it is a potential
cause of hydrocephalus (1). Comparing the GAG level with ventricular and CSF volumes we
thought to test this correlation. However, our data showed that increased urinary GAG levels
do not correlate either with ventricular or CSF volumes. Although this negative relationship
does not exclude the correlation, it is possible that other features are responsible for
ventricular and sulci enlargement in these patients. For instance, venous hypertension could
be one of these causes. We did not measure hemodynamic parameters in this study, but
obstruction in cerebral veins is thought to be a cause of communicating hydrocephalus in
children with skull base abnormalities (14). It has been postulated that ventricular
enlargement results from diminished venous outflow through bone dysostosis of the skull
base. As a skull base abnormality and communicant hydrocephalus occur in MPS patient,
this could be a potential cause of ventricular enlargement. New studies with measuring of
venous flow (such as MR venography) could test this hypothesis.

In our data, a lower enzymatic level did not correlate with changes in MRI and MRS
variables. As there is evidence that a lower enzymatic level is considered a marker of
disease activity, we expected a positive correlation with some neuroimaging variables such
as extensive lesions in the WM, a low NAA/Cr and elevated ml/Cr at the MRS (24,25).
However we could not find such results. Correlation between patient genotype, amount of
residual activity and clinical presentation has been investigated for many lysosomal
diseases, including MPS. Although residual enzymatic activity presents itself as a potential
marker of disease, results from literature are controversial. Azevedo et al (27) did not find
correlation of enzymatic activity and clinical manifestations in 28 patients with MPS VI. We
speculate that besides the residual enzymatic activity other findings such as the type of the
substrate and genotype profile must contribute to CNS pathology (25,27).

Brain atrophy is common in MPS and the most compelling reason for measuring it is
that it provides a marker of axonal loss, which, if progressive, is likely to result in irreversible
disability (9,10,13,14). It probably represents neuronal death and myelin loss, although other
entities such as ectopic dendritogenesis, neuroaxonal dystrophy, and microglial activation
have also been described in MPS (28-30). Evidences suggest that brain atrophy is more
common in MPS |, Il and 11l (9,10). Our data confirm that cerebral volume is lower in MPS Il
patients. The results found in MPS | patients were probably caused by the prevalence of the
subtypes in our data. In this study we included 8 patients with the intermediate form (Hurler-

Scheie) or the mild form (Scheie). None had the severe form of the disease (Hurler). A higher
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cerebral volume in patients with MPS VI it is not surprising because mental compromise is
not a frequent finding in this type of MPS.

Evidences from series of cases suggest that WM lesions and hydrocephalus are more
prominent in MPS IH and 11 (1,9,10). According to Seto et al (9), ventriculomegaly is more
serious in types | and Il. In the Lee et al (10) series the finding was more frequent in patients
with MPS |. Comparing MPS subtypes, we did not find significant difference regarding WM
lesions or ventriculomegaly in patients with MPS | or Il from MPS VI patients. We found in
some of the 17 patients with MPS VI, extensive WM lesions and ventricular enlargement.
Although primary neurological involvement has generally been considered absent, our data
shows that severe WM lesions and hydrocephalus do occur in this subtype of MPS.

Discrepancy between neuroimaging findings and clinical phenotype is seen in other
metabolic disorders such as Alexander disease, megalencephaly leukoencephalopathy with
subcortical cyst and leukoencephalopathy associated with congenital muscular dystrophy
(13,14,31). Recently, Walkley et al (32) described abnormal lysosomal storage in neurons
and glia of a feline model of MPS VI. The authors also could prove an abnormal amount of
gangliosides (GM2 and GM3) in such cells. Previously, this substrate was found in neurons
of patients with the most common forms of MPS (I, Il and IIl) that present mental compromise
(1). Further studies are necessary to better understand the correlation of gangliosides, MRI
findings and neurological compromise in children with MPS VI.

In conclusion, our data showed the disease duration increase WM lesion in MPS
patients. We did not find correlation between neuroimaging and biochemical abnormalities.
Ventricular enlargement and WM lesions occur in MPS VI. Further studies with a longitudinal
design and correlation with regional areas of the brain may provide new insights to the

understanding of the natural history of this progressive disease.
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RESUMO

OBJETIVOS: Investigar a influéncia da idade e tempo de doenca nos achados de
ressonancia magnética (RM) e de espectroscopia por ressonancia magnética (ERM) nos
pacientes com mucopolissacaridose (MPS) e testar a correlacdo das anormalidades
bioguimicas com os achados de neurocimagem.

MATERIAIS E METODOS: Sessenta pacientes com MPS tipos | (n=8), Il (n=31), IV-A
(n=4), e VI (n=17) realizaram RM e ERM (PRESS) do encéfalo em um aparelho de RM de
1.5 T. As varidveis de RM analisadas foram: (1) volume cerebral normalizado (VCN), (2)
volume do liquido cefalorraquidiano (LCR) normalizado (VLCRN), (3) volume ventricular
normalizado (VVN) e (4) carga lesional normalizada (CLN) na substancia branca (SB)
usando método de segmentacdo semi-automético e automatico. Voxels foram posicionados
na SB e na substancia cinzenta (SC). Para a analise estatistica foram correlacionados os
achados de neuroimagem, bioquimica, idade e tempo de doengas, através dos coeficientes
de correlagéo de Pearson e Spearman.

RESULTADOS: A mediana do inicio de doenca foi de 20 meses. Pacientes com maior
tempo de doenca tiveram mais CLN na SB (r=0.28, p=0.03) e esta diferenca foi maior na
MPS tipo Il (r=0.44, p=0.02). A relacé@o entre os metabdlitos na ERM, VCN, VLCRN e VVN
ndo se correlacionaram com o tempo de doenga e a idade dos pacientes (p > 0.05). Os
achados de RM e as variaveis da ERM tanto na SB como na SC néo se correlacionaram
com o grau de deficiéncia enzimatica ou com o nivel de GAG na urina. Pacientes com MPS
tipo Il tiveram uma menor média do VCN (p<0.001).

CONCLUSOES: As lesbes na SB aumentam com o tempo de doenca, principalmente
nos pacientes com MPS II. Os achados de RM e ERM nao se correlacionaram com o nivel
de GAG ou de deficiéncia enzimatica. A atrofia cerebral foi mais acentuada nos pacientes
MPS 1.
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INTRODUCAO

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas genéticas lisossémicas de
depdsito, caracterizadas pela deficiéncia de uma das enzimas lisossémicas responsaveis
pela degradacdo das glicosaminoglicanos (GAG) (1). Existem 11 tipos de MPS com uma
incidéncia combinada de um caso para 25.000. Em todos os tipos, as GAG parcialmente
degradadas se acumulam nos lisossomos das células afetadas levando a uma
deteriorizacdo cronica e progressiva destas células. A expressdo neurolégica da doenca
varia de acordo com cada deficiéncia enzimatica. Retardo mental é caracteristico da MPS |lI
e de formas graves das MPS |, Il, e VII e esta condicao é provavelmente multifatorial (1).

O manejo da MPS estd mudando na medida em que opcdes terapéuticas como a
terapia de reposicdo enzimatica (TRE) e o transplante de medula 6ssea (TMO) sao
estudados em ensaios clinicos. Por exemplo, TRE é atualmente disponivel para MPS |, Il e,
VI (2-4). O objetivo da terapéutica devera ser o tratamento precoce antes do aparecimento
dos sintomas clinicos irreversiveis, para que se tenha bom resultado em longo prazo.
Marcadores de atividade da doenca serdo necessarios para o diagnostico precoce, para o
prognastico e para monitorar o tratamento na MPS.

A ressonancia magnética (RM) e a espectroscopia de protons por RM (ERM) tém
assumido um papel importante no diagnéstico das doencas metabdlicas (5-7). Além disso, a
avaliacdo quantitativa das lesdes cerebrais estd se tornando importante na monitorizagédo
das lesbes e da resposta terapéutica, principalmente em ensaios clinicos. Avancos
consideraveis na RM tém permitido a quantificacdo de varias lesdes, entre elas, a atrofia
cerebral, a carga lesional na substancia branca (SB) e a ventriculomegalia. Além disso, o
resultado combinado dos exames de imagem e da genética molecular tem o potencial de
permitir um melhor entendimento da patofisiologia da doenca.

Em relacdo a neuroimagem na MPS, resultados de varios estudos demonstraram que
a atrofia cerebral, as lesdes na SB e a hidrocefalia sdo frequentemente observadas em
pacientes com MPS (8-12). Além disto, a tecnicas funcionais de RM como a ERM tem sido
estudas em pacientes com MPS (13).

Embora estes achados tenham sido descritos por mais de 20 anos, as evidéncias
destes estudos foram baseadas em pequenas séries de casos, geralmente com pacientes
apresentando fenoétipo heterogéneo. Os efeitos da idade e do tempo de doenga sobre os
achados de RM sao controversos. Além disso, a relagdo entre os achados de neuroimagem
e dados bioquimicos ndo foram avaliados até o momento.

O objetivo deste estudo é correlacionar os achados de RM e ERM com o tempo de
doenca, idade e anormalidades bioquimicas em pacientes com MPS.
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MATERIAL E METODOS

Populacéao

De agosto de 2002 a agosto de 2006, foram selecionamos todos os pacientes com
MPS do departamento de genética de nosso hospital. Destes, 70 pacientes tinham
confirmacao bioquimica de MPS e estavam aptos a participar do estudo. Dez pacientes
foram excluidos devido a qualidade inadequada da imagem para pos-processamento e/ou
0s pacientes eram incapacitados de realizar RM (geralmente pacientes com
comprometimento respiratério ou clinicamente instaveis). Os 60 pacientes restantes
compuseram o grupo em estudo (8 com MPS I, 31 com MPS Il, 4 com MPS IV-A e 17 com
MPS VI). Todos os pacientes com MPS | apresentaram a forma atenuada da doenca (MPS
HS ou MPS S). Dos pacientes com MPS Il, 17 tinha a forma grave e 14 a forma leve da
doenca. Quarenta e quatro pacientes eram do sexo masculino e dezesseis do sexo
feminino. Todos os pacientes apresentaram manifestacdes clinicas tipicas da doencga, assim
como diagnostico bioquimico de MPS, confirmado através da deficiéncia da atividade
enzimética (alfa-L-iduronidase para MPS |, iduronato sulfatase para MPS II, galactose 6-
sulfatase para MPS IVA e n-acetilgalactosamina 4-sulfatase para MPS VI) e aumento das
glicosaminoglicanas (GAG) urinarias. A deficiéncia enzimética foi medida em leucdcitos e
plasma para a MPS | e MPS Il e somente nos leucocitos na MPS IV-A e MPS VI. A fim de
excluir deficiéncia de multiplas sulfatases, a atividade normal de pelo menos uma das outras
sulfatases foi considerada necesséria para o diagnostico de MPS 11, IV-A ou IV. Trinta e um
pacientes estavam recebendo TRE (7 com MPS |, 16 com MPS Il e 8 com MPS VI).

A idade de inicio foi definida como a idade em que o primeiro sintoma clinico foi
detectado. Idade e tempo de doenca no momento do exame de RM também foram
avaliados. Devido a variacdo dos intervalos de normalidade de GAG e deficiéncia enzimatica
de acordo com o subtipo de MPS e idade, mediu-se a GAG urindria (primeira medida do dia)
e padronizou-se o resultado utilizando o valor no limite superior do intervalo de normalidade
como referéncia. O resultado da GAG urinaria foi dividido por este valor de referéncia. Para
determinagdo do nivel enzimético, utilizou-se a mesma estratégia, mas escolheu-se o
namero no limite inferior do intervalo de normalidade. O estudo foi aprovado pelo comité de
ética e pesquisa da instituicdo e o consentimento informado foi obtido dos pacientes ou de

seus representantes legais antes de serem submetidos as avaliages.

Aquisicao dos dados
Todos os pacientes foram examinados com um aparelho de RM de 1.5T (Symphony,

Siemens, Erlangen, Germany). O protocolo de RM incluiu cortes axiais paralelos a uma linha
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gue une as por¢cdes antero-inferior e poéstero-inferior do corpo caloso; duas seqiiéncias de
pulso foram analisadas: (1) FLAIR (tempo de repeticdo de 9000 msec, tempo de eco de
114msec e tempo de inversdo de 2500 mseg) e (2) T2 (tempo de repeticdo de 4000 msec e
tempo de eco de 99 msec). A espessura das imagens foi de 5 mm, o campo de visdo (FOV)
variou entre 180 a 230 mm e o tamanho dos pixels ficou entre 0.45 to 0.55 cm. Nao foi
utilizado contraste paramagnético.

A ERM com voxel Unico foi realizada no mesmo aparelho de RM com 1.5 T, usando-se
a técnica PRESS (point-resolved spectroscopy) (TR/TE: 2000/30 ms). Shimming automatico
e supressao da agua foram feitos e voxels de 8 ml foram posicionados em duas regides, na
substancia branca profunda do lobo frontal direito e na substancia cinzenta do cortex
occipital posterior, na linha média (Figura 1).

Essas regides sao utilizadas de rotina para pesquisa no departamento com o objetivo
de diminuir a variabilidade da mensuracéo, os efeitos de volume parcial com o LCR e com
outras estruturas cerebrais. Um software do fabricante (Siemens, Erlangen) foi utilizado para
analisar os picos de n-acetilaspartato (NAA), colina (Col), creatina (Cr) e mioinositol (ml).
Valores integrais de ml em 3.56 ppm, Col em 3.25 ppm e NAA em 2.01 foram expressos
como relacdo a intensidade de ressonancia da Cr em 3.05 ppm. O pdés-processamento da
ERM foi realizado em uma estacdo de trabalho por dois pesquisadores (L.V. e M.K))

cegados para a idade, tipo da doenca e estagio clinico dos pacientes.

Figura 1. Exemplo da localizagcdo da ERM com voxel Unico. Sobreposto a uma imagem axial
ponderada em T2, o quadrado branco mostra o volume de tecido cerebral estudado na ERM na
substancia branca (lobo frontal direito) e na substancia cinzenta (cortex occipital posterior).
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Anélise dos dados

Para a andlise das variaveis de RM mediram-se o volume cerebral normalizado (VCN),
0 volume do LCR normalizado (VLCRN), o volume ventricular normalizado (VVN) e a carga
lesional normalizada (CLN).

Para o pré-processamento, segmentacao e analise quantitativa utilizou-se o Image J
(http://rsb.info.nih.gov/ij) do National Institute of Health (NIH). Esta ferramenta utiliza técnicas
automaticas e semi-automaticas de segmentacdo. Os volumes foram quantificados em
voxels usando o programa Voxel Counter do Image J.

Para normalizacdo, a tbua externa do cranio foi definida como a margem periférica do
volume estudado. Volumes normalizados corrigidos para diferentes tamanhos de cranio
foram usados para analise estatistica.

O VCN foi medido usando-se uma técnica semi-automética. O método consiste na
definicdo de regibes de interesse que sdo mapeadas de acordo com algoritmo de
crescimento (seeded region growing algoritm). As bordas do cranio e dos hemisférios
cerebrais foram delimitadas com a utilizacdo da ferramenta Multi Cell Outliner tool
(http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/multi-cell-outliner.html). Também se aplicou a corregdo
manual para considerar os ocasionais erros de classificacdo de areas ndo-cerebrais. Em
alguns individuos com maior volume craniano, as regides mais superiores ou mais inferiores
(5 a 10 mm) néo foram incluidas na anélise de volume. Devido a normalizacdo, a cobertura
incompleta ndo afeta o volume normalizado final.

O VLCRN, VVN e CLN foram medidos utilizando-se uma técnica de segmentacao
automatica. Um algoritmo em duas etapas foi realizado. Primeiramente, a estrutura que
seria estudada foi delimitada por um pesquisador treinado (F.M.). Para 0 VLCRN e o VVN,
foi usada uma imagem axial ponderada em T2. Para o volume de CLN, uma imagem axial
FLAIR foi empregada para a realizacdo das medidas. Logo apés, a técnica de threshold foi
usada nas estruturas para se obter o volume absoluto totais. O VVN foi medido nos

ventriculos laterais de forma que o Il e o IV ventriculos ndo foram incluidos na analise.
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®) (6)

Figura 2.Resultados das andlises de segmentacdo semi-automética e automética na quantificacao do
volume cerebral (a) e carga lesional na substancia branca (b).

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SPSS for Windows 12
(SPSS, Chicago, lllinois). Estatisticas descritivas, incluindo média, mediana e desvio padrédo
dos dados clinicos, bioquimicos e de imagem foram calculadas. A correlacdo entre RM,
ERM, idade e variaveis bioquimicas foram estudadas usando-se a correla¢do de Pearson (r)
ou Spearman (rs) de acordo com a distribuicdo dos dados. Para a comparacdo entre 0s
grupos, ANOVA com teste de Turkey para analise pos hoc ou Kruskall-Wallis foram
realizados, também de acordo com a curva de distribuicdo dos dados. O nivel de
significaAncia para comparagdo entre os grupos e testes de correlacdo foi definido como
p<0.05.
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RESULTADOS

As caracteristicas demograficas, bioquimicas e achados de MR e ERM dos sessenta
pacientes sdo demonstrados na Tabela 1. A maioria dos pacientes tinha MPS Il (51,7%). A
mediana do inicio da doenca foi de 20 meses (+ 20.53). A idade de inicio da doenca variou
de 0 a 80 meses, portanto todos 0s pacientes tinham menos de sete anos de idade no inicio
dos sintomas. O paciente mais velho tinha 38 anos e MPS IS. Metade dos pacientes
realizou o primeiro exame de RM com 10 anos ou mais (percentil 50 = 121 meses). Ndo
houve diferenca significativa na idade de inicio dos sintomas ou idade do paciente na

primeira RM entre os tipos de MPS.

Tabela 1. Dados demograficos, clinicos e achados de imagem em 60 pacientes com MPS.

Idade de inicio 20 (£20.5, 0-84)
Tempo de doenca 102 (£73.8, 8-415)
Idade na primeira RM 121 (+78.8,31-463)
Nivel urinario de GAGs 3.56 (+1.86, 0.35-10.42)
Nivel enzimatico 0.06 (x0.11, 0-8)
Volume cerebral normalizado 50.8 (+6.25, 35.4-69.5)
Volume ventricular normalizado 2.5 (£3.70, 0.2-22.4)
Volume de LCR normalizado 6.5 (£3.55, 1.5-15.1)
Carga lesional normalizada 2.41 (x2.17, 0.05-10.4)
SC NAA/Cr 2.19 (+0.41, 1.10-3.57)
SC Chol/Cr 0.52 (+0.11, 0.28-0.85)
SC ml/Cr 0.39 (+0.10, 0.17-0.67)
SB NAA/Cr 2.22 (+0.61, 1.47-4.69)
SB Cho/Cr 1.03 (x0.19, 0.36-1.42)
SB ml/Cr 0.46 (+0.16, 0.20-1.20)

Os numeros entre parénteses sdo (média ou mediana + DP, intervalo). A Idade de inicio, o tempo de
doenca e a idade na primeira RM s8o expressos em meses e mediana. Volumes fracionados do
cérebro, dos ventriculos, do liquido céfalo-raquidiano (LCR) e de carga lesional séo expressos em %
e normalizados para o tamanho do cranio. Foram utilizadas as siglas: GAG para glicosaminoglicanas;
SC, substancia cinzenta; SB, substancia branca; NAA, n-acetilaspartato; Cho, colina; Cr, creatina; ml,
mioinositol.

A Tabela 2 mostra a correlacdo da RM e da ERM com a idade dos pacientes e tempo
de doenca. Pacientes com mais tempo de doenca tiveram mais CLN na SB (rs=0.28, p=0.03,
Figura 3). Esta diferenca foi mais pronunciada nos pacientes com MPS Il (rs=0.44, p=0.026,
Figura 4) e ndo alteraram se TRE foi ou ndo utilizada (rs=0.37, p=0.04 para os pacientes
sem TRE e rs=0.39, p=0.04 para os pacientes com TRE). VCN, VVN e VLCRN néo se

correlacionaram com o tempo de doenca ou a idade dos pacientes (p >0.05). Nao houve
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correlagdo também dos metabdlitos (na SB ou SC), acumulagcdo de GAG na urina ou nivel

enzimatico com tempo de doencga ou idade dos pacientes.

Tabela 2. Efeito do tempo nas variaveis de RM e ERM em 60 pacientes com MPS

Variavel Tempo de doenca Idade do paciente
Volume cerebral normalizado r=-0.17, p=0.19 r=-0.155, p=0.24
Volume ventricular normalizado rs=-0.05, p=0.66 rs=-0.101, p=0.45
Volume de LCR normalizado rs= 0.08, p=0.54 rs=0.091, p=0.50
Carga lesional normalizada rs=0.28, p=0.03 rs=0.206, p=0.13
SC NAA/Cr r=-0.23, p=0.10 r=-0.192, p=0.17
SC Cho/Cr r=0.21, p=0.12 r=0.243, p=0.08
SC ml/Cr r=-0.24, p=0.07 r=-0.170, p=0.23
SB NAA/Cr r=0.01, p=0.96 r=-0.068, p=0.66
SB Cho/Cr r=0.18, p=0.23 R?=0.216, p=0.15
SB mi/Cr r=-0.21, p=0.16 R?=-0.185, p=0.22

r e rs indicam coeficiente de correlacédo de Pearson e coeficiente de Spearman respectivamente. SC,
substancia cinzenta; SB, substancia branca; NAA, n-acetilaspartato; Cho, colina; Cr, creatina; ml,
mioinositol.
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Figura 3. Scatterplot da carga lesional normalizada na substancia branca vs tempo de doenca em 60
pacientes com MPS.

Figura 4. Scatterplot da carga lesional normalizada na substancia branca vs tempo de doenca em 31
pacientes com MPS Il

Para estudar a relacéo entre as variaveis de neuroimagem e os achados bioquimicos,

foi feita a correlacdo entre os achados de RM, ERM, GAG e o nivel enzimatico. Os achados
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de RM e as variaveis da ERM tanto na SB quanto na SC ndo se correlacionaram com o grau
de diminuicdo do nivel enzimatico ou nivel de GAG urinario, estando o paciente em TRE ou
nao.

A Tabela 3 mostra a correlagdo dos achados de RM e ERM entre os subtipos de MPS.
Devido ao pequeno numero de pacientes, o grupo de MPS IV-A foi excluido da analise por
subgrupos. Pacientes com MPS Il tiveram a menor média de VCN (p<0.001). Nao houve
diferenca entre os metabdlitos da ERM, VVN, VLCRN e CLN e os diferentes tipos de MPS
(Figura 5).

Tabela 3. Correlac&o dos achados de RM e ERM entre os tipos de MPS.

Variavel MPS | MPS 1l MPS VI P value
Volume cerebral normalizado 54.4 (£8.5) 48.1 (£5.9) 52.9 (¥3.3) 0.004*
Volume ventricular normalizado 3.1 (£4.8) 2.6 (¥4.3) 2.1 (x1.4) 0.807
Volume de LCR normalizado 7.2 (£3.8) 6.6 (+3.6) 5.8 (x3.0) 0.626
Carga lesional normalizada 2.7 (£2.0) 2.3 (£2.3) 2.4 (£2.2) 0.856
SC NAA/Cr 1.9 (+0.15) 2.1 (x0.44) 2.3 (x0.41) 0.126
SC Cho/Cr 0.52 (+0.09) 0.50 (x0.12) 0.56 (x0.12) 0.265
SC ml/Cr 0.38 (+0.08) 0.41 (x0.11) 0.35(x0.08) 0.141
SB NAA/Cr 2.02 (x0.21) 2.15 (x0.46) 2.3 (x0.9) 0.514
SB Cho/Cr 1.12 (£0.19) 1.04 (+0.18) 0.94 (x0.22) 0.174
SB ml/Cr 0.45(0.07) 0.46 (¥0.11) 0.39 (¥0.14) 0.262

Os numeros entre parénteses significam (média = DP). Volume fracionado do cérebro, ventriculos,
liquido céfalo-raquidiano (LCR) e de carga lesional sdo expressos em % e normalizados para o
tamanho do cranio. Metabolitos de ERM sdo expressos com relacdo a creatina. SC, substancia
cinzenta; SB, substancia branca; NAA, n-acetilaspartato; Cho, colina; Cr, creatina; ml, mioinositol. *
ANOVA na andlise post hoc
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(a) (b)

Figura 5. Lesdes na substancia branca de pacientes com MPS. Exemplos de extensas lesdes em
pacientes com MPS Il (Figura 5a) e MPS VI (Figura 5b).

DISCUSSAO

A MPS representa um grupo heterogéneo de doengas que freqientemente causam
disfungdo neuropsicomotora em criancas (1). O diagnostico da doencga é inicialmente
suspeitado pela histéria clinica e exame fisico confirmado por exames especificos, na
maioria das vezes, bioquimicos e genéticos. Mesmo com a necessidade de andlise
laboratorial para confirmag&o diagndéstica, os exames de neuroimagem sédo importantes para
caracterizar as lesGes cerebrais em pacientes com a doenca (8-14). Em casos duvidosos, a
RM também é importante para excluir outra doenca metabolica (15). Além disso, o método
pode ser usado para monitorizar a progressdo da doenca e a resposta terapéutica,
principalmente em ensaios clinicos .

Apesar de vérias descri¢cdes sobre os achados de RM em pacientes com MPS, estes
resultados basearam-se em pequenas séries de casos, com amostra heterogénea de
pacientes e sem analise criteriosa de subgrupos (10, 11, 17-23). Também a maioria das
variaveis foi analisada subjetivamente e nenhum estudo utilizou técnicas quantitativas para
avaliar as lesdes cerebrais de pacientes com MPS. Além disso, a correlacdo entre

neuroimagem, alteracdes bioquimicas e sintomas neurol6gicos € controversa.
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Neste estudo, analisou-se a RM e ERM em 60 pacientes com MPS usando técnicas
automaticas e semi-automaticas. Pelo que se tem conhecimento, esta € a maior série de
casos descrevendo esses achados. As principais conclusdes sdo as seguintes: 1) lesdes na
SB aumentaram com o tempo de doencga, principalmente na MPS IlI; 2) os metabdlitos da
ERM, volume cerebral, ventriculomegalia e volume de LCR ndo mudaram com o tempo de
doencga; 3) os niveis de GAG e enzima ndo se correlacionaram com os achados de MR e
ERM:; 5) o volume cerebral foi menor nos pacientes MPS II.

Em relacdo aos dados demograficos, dois achados interessantes foram encontrados.
Inicialmente, todos o0s pacientes iniciaram a doenga com menos de sete anos de idade.
Pode-se concluir que a maioria, ou eventualmente todos os pacientes com a doenca, inicia o
quadro antes desta idade, principalmente porque as alteracfes somaticas sao evidentes nas
criangas pequenas. Uma excec¢do poderia ser os pacientes com MPS Il (grupo n&o incluido
neste estudo) que freqiientemente se apresentam com achados neurolégicos sem,
entretanto, apresentarem comprometimento somatico importante. Em segundo lugar, a
maioria dos pacientes foi submetida ao primeiro exame de RM apo6s os 10 anos de idade,
tardiamente no curso da doenca. Este € um dado importante a ser discutido porque se a RM
seréd usada na monitoriza¢@o da progressao da doenca ou como marcador de resposta ao
tratamento, deve-se realizar a RM mais precocemente. Uma das raz0es para o0 atraso na
realizacdo do exame pode ter sido o local de origem dos pacientes, freqlientemente de
estados ou paises distantes do centro de pesquisa.

Diferentemente dos achados encontrados por Parsons et al. (24) que estudaram cinco
pacientes com MPS I, os dados do presente estudo mostraram que a carga de lesdes na
SB no FLAIR aumenta com o tempo de doencga. A causa dessa lesdo na SB nao esta
totalmente esclarecida. Estudos histolégicos demonstram gliose, perda neuronal e de
mielina no cérebro de pacientes com a doenca e em modelos animais. Como a leséo
extensa na SB é um achado freqiente em muitas doencas metabdlicas, a MPS necessita
ser diferenciada das outras leucodistrofias. Além disso, como as variaveis de RM, incluindo
as lesBes na SB, sado potencialmente Uteis como desfecho em ensaios clinicos, o efeito da
idade ou tempo de doenca devem ser lembrados como potencial viés de confuséo.

O aumento das lesdes na SB como a duragéo da doenga também é importante porque
indica que a neuropatologia na SB poderia ser um fenébmeno progressivo. Evidéncias atuais
sugerem que dendritogénese ectdpica, distopia neuroaxonal e morte de neurénios poderiam
ser responsaveis pela disfuncao celular dos pacientes com MPS (28-30). Além da deposigao
de GAG, gangliosideos (GM2 e GM3) também acumulam nos cérebros de pacientes com
MPS. O interessante € que a acumulacdo de gangliosideos tem sido encontrada nos tipos

de MPS que se apresentam com retardo mental (1). Embora ndo se possa provar esta
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correlacdo neste estudo, a acumulacao de gangliosideos poderia estar envolvida nas lesdes
da SB em pacientes com MPS.

Os dados mostraram que os metabdlitos da ERM, volumes cerebral, ventricular e de
LCR nao foram afetados pelo tempo de doenca ou idade dos pacientes. Essa conclusédo
baseou-se em técnicas de segmentacdo por RM na tentativa de reducdo de potenciais
vieses de afericdo. Até onde se sabe, estes resultados ndo foram publicados previamente
na literatura. Eles sdo importantes, pois demonstram que a atrofia cerebral e a hidrocefalia
ndo ocorrem necessariamente devido ao envelhecimento. Talvez outros marcadores
relacionados ao genétipo, por exemplo, possam estar envolvidos no processo de
neurodegeneracédo. Estes marcadores podem ser Uteis no planejamento de novas formas de
tratamento.

Estudos histopatoldgicos mostraram que os GAG se acumulam nas meninges e sao
uma causa potencial de hidrocefalia (1). Para testar esta possivel associacdo, comparou-se
o nivel de GAG com o volume ventricular e do LCR. Entretanto nossos dados nédo
mostraram correlacdo entre estas variaveis. Este fato indica que € possivel que outras
variaveis possam causar aumento dos ventriculos e dos sulcos corticais. A hipertenséo
venosa, por exemplo, poderia ser uma das causas. Sabe-se que a obstrucdo de veias
cerebrais € considerada uma causa de hidrocefalia comunicante em pacientes com
anormalidades na base do cranio (14). Tem sido proposto que o aumento ventricular é
resultante da diminuicdo do retorno venoso devido a disostose na base do cranio. Como
tanto a hidrocefalia como a disostose ocorrem em pacientes com MPS, esta poderia ser
uma possivel causa de aumento ventricular. Novos estudos com medida de fluxo venoso
s&0 necessarios para confirmar essa associagao.

Neste estudo, um menor nivel enzimético ndo teve correlacdo com as alteracdes na
RM e de ERM. Como existem evidéncias de que um menor nivel enzimético é considerado
um marcador de atividade da doenca, esperava-se encontrar uma correlacao positiva entre
0 nivel enzimatico e algumas variaveis de imagem como a carga lesional na SB, a reducao
da relacdo NAA/Cr e o aumento da relacdo ml/Cr na ERM (24,25). Entretanto esta hipotese
ndo foi confirmada. A correlacdo entre genoétipo, a quantidade de enzima residual e os
sintomas tem sido estudada em varias doencgas lisossdmicas, incluindo a MPS. Embora a
atividade enzimatica residual possa ser um potencial marcador de doenca, os resultados na
literatura sdo controversos. Azevedo et al. (27) ndo encontraram correlacdo da atividade
enzimética com os sintomas clinicos em 28 pacientes com MPS VI. Especula-se que outras
variaveis como o tipo de substrato acumulado e o perfil genético devam estar envolvidas na
patogenia das lesdes no SNC (25, 27).

A atrofia cerebral € comum na MPS e o diagnostico desta entidade reflete perda

axonal e dano irreversivel (9, 10, 13, 14). Além da perda neuronal, outros fenémenos como
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dendritogénese ectdpica, distopia neuroaxonal e ativacao microglial tém sido descritos na
MPS (28-30). Evidéncias sugerem que a atrofia seja mais comum nos tipos I, 1l e Ill (9,10).
Os resultados deste estudo confirmam que o volume cerebral € menor nos pacientes com
MPS I1I. Como nenhum paciente da amostra tinha a forma grave da MPS | (MPS IH), os
valores de volume cerebral encontrados no tipo | refletem o predominio das formas
intermediaria e leve na amostra. Neste estudo, foram incluidos oito pacientes com a forma
intermediaria (Hurler-Scheie) ou com a forma leve (Scheie). Nenhum paciente tinha a forma
grave da doenca (Hurler). Um maior volume cerebral em pacientes com MPS VI nao
surpreende, ja que a disfuncéo neuroldégica ndo € um achado frequente neste tipo de MPS.

Evidéncias de séries de casos sugerem que lesBes na SB e hidrocefalia sdo mais
proeminentes em MPS | e Il (9, 10). Segundo Seto et al. (9) a ventriculomegalia é mais
grave nos tipos | e Il. Na série de Lee et al. (10) o achado foi mais freqliente em pacientes
com MPS |. Comparando os subtipos de MPS, ndo se encontrou diferenca significativa entre
lesbes na SB ou ventriculomegalia nos pacientes MPS | e Il quando comparados aos
pacientes com MPS VI. Embora o envolvimento cerebral em pacientes com MPS VI seja
considerado infreqiiente, os resultados do presente estudo indicam que lesdes graves na SB
e hidrocefalia também podem ser marcantes neste tipo de MPS.

Discrepancia entre os achados de neuroimagem e fendtipo clinico ocorre em outras
doencgas metabdlicas como na doenga de Alexander, leucoencefalopatia macrocefalica com
cistos subcorticais e leucoencefalopatia associada a distrofia muscular congénita (13, 14,
31). Recentemente, Walkley et al. (32) descreveram depésito lisossébmico anormal em
neurénios e células gliais num modelo animal de MPS VI. Os autores também mostraram
uma quantidade anormal de gangliosideos (GM2 e GM3) nestas células. Evidéncias
anteriores indicavam que este substrato estava presente nas formas que apresentavam
comprometimento neurolégico grave como a MPS IS, Il e Il (1). Novos estudos sdo
necessarios para melhor entender a correlacdo entre o acimulo de gangliosideos, achados
de RM e comprometimento neurolégico nos pacientes com MPS VI.

Concluindo, este estudo demonstrou que lesées na SB aumentam com o tempo da
doenca. N@o houve correlagdo entre as anormalidades bioquimicas e achados de
neuroimagem. Pacientes com MPS VI tém aumento ventricular e les6es na SB. Novos
estudos com metodologia longitudinal e andlise regional do cérebro podem trazer novas

evidéncias para o entendimento da historia natural desta doenga progressiva.
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REFERENCIAS

8 CONSIDERACOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A RM é o exame de neuroimagem mais importante na investigacdo de pacientes
com doencas metabdlicas do SNC. A técnica tem alta sensibilidade para detectar
alteracbes morfologicas e funcionais e auxilia na caracterizagdo das lesdes,
monitoriza¢do da progresséo e da resposta terapéutica. Avangos sugerem que a RM
também sera utilizada no diagndéstico precoce de varias doencas.

Este estudo analisou o potencial da RM e da ERM na investigac&do de pacientes
com MPS. Os resultados demonstraram que existe correlagéo entre achados de RM e
presenca de disfungdo cognitiva em pacientes com MPS II. Além disso, concluiu-se
que as lesbes na SB aumentam com a duragdo da doenga, sugerindo que algum

processo neurodegenerativo em progressao possa estar se desenvolvendo na SB de
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pacientes afetados. Demonstrou-se também que ndo existe correlacdo entre os
achados de RM, ERM e anormalidades bioquimicas como o nivel de GAG urinario ou
atividade enzimatica residual. Outra conclusédo importante é que pacientes com MPS
VI apresentam alteracbes na RM que sugerem comprometimento grave como
hidrocefalia e lesdes na SB.

Estes resultados comprovam que a RM ¢é sensivel para demonstrar o
compromentimento do SNC na MPS. Sugerem que a técnica possa ser utilizada no
futuro como marcador de doenca e eventualmente de resposta terapéutica em ensaios
clinicos. Entretanto novos estudos deverao ser realizados para investigar a associacao
de achados de imagem com substratos especificos e genétipo. A andlise de
subgrupos de pacientes pode indicar novos marcadores de enfermidade. Estas
evidéncias serdo fundamentais para o melhor entendimento da fisiopatogenia da

doenca e do desenvolvimento de novas formas de tratamento.

9 ANEXOS

Artigos publicados sobre mucopolissacaridose.

1."Correlation of MRI and MR Spectroscopy findings with cognitive impairment in

mucopolysaccharidosis 1I”, na American Journal of Neuroradiology, 2007 (Jun/Jul).

2. “Prospective study of 11 Brazilian patients with mucopolysaccharidosis”, no Jornal
de Pediatria, 2006;82:273-8

Trabalhos sobre mucopolissacaridose apresentados em eventos cientificos no

pais.
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1. “Ressonancia Magnética e Espectroscopia de prétons como marcadores de

difuncdo cerebral em pacientes com Mucopolissacaridose tipo II”, no Congresso
Brasileiro de Radiologia, de 12 a 14 de Outubro de 2006, em Curitiba, PR.

2. “Terapia de Reposicao enzimatica intra-tecal em paciente com mucopolissacaridose
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