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RESUMO

INTRODUCAO: A doenca de Gaucher (DG) é um erro inato do metabolismo causado pela
atividade deficiente da enzima glicocerebrosidase e subdivide-se em trés tipos: tipo | (DG tipo 1),
que é o mais frequente e ndo apresenta comprometimento do sistema nervoso central; o Il (DG
tipo 1), agudo e neuronopatico; e o Il (DG tipo Ill), subagudo e neuropéatico. Todos 0s tipos
caracterizam-se pela heterogeneidade clinica, com manifestacGes de intensidade distintas, tais
como: hepatoesplenomegalia, alteracbes hematoldgicas e dores oOsseas. Alteragdes no
metabolismo energético também sdo descritas. A terapia de escolha para a DG € a reposicao
enzimética (TRE). OBJETIVO PRINCIPAL: Avaliar o estado nutricional e a homeostase de
energia em pacientes com DG em TRE. METODOS: A presente tese contemplou 4 etapas:
Etapa 1) Elaboracdo de revisdo sistematica da literatura sobre aspectos nutricionais da DG tipo I.
Etapa 2) Avaliacdo da coorte de pacientes acompanhados no Centro de Referéncia para DG do
Rio Grande do Sul (CRDG/RS; n= 38; DG tipo 1=35; DG tipo IlI= 3) quanto a dados relativos ao
estado nutricional. Etapa 3) Avaliacdo do gasto energético basal por calorimetria indireta dos
pacientes com DG tipo Il do CRDG/RS. Etapa 4) Avaliacdo, por meio de estudo transversal
controlado, dos niveis de grelina, leptina e adiponectina de pacientes com DG tipo | do
CRDG/RS, com idade superior a 18 anos e em TRE ha mais de 6 meses (n=15); 0s pacientes
foram pareado por sexo, idade e IMC com controles higidos. RESULTADOS: Etapa 1) Foram
localizados 175 estudos, dos quais 28 preencheram os critérios de inclusdo. Os estudos apontaram
que a TRE esta associada: a normalizacdo do crescimento de criangas e adolescentes com atraso
no desenvolvimento; a correcdo parcial do hipermetabolismo e das alterag@es no perfil glicémico;
e, ao aumento de peso, resisténcia a insulina e desenvolvimento de Diabetes mellitus tipo 2, em
adultos. Etapa 2) Os dados antropometricos dos pacientes adultos com DG tipo | (n=31)
revelaram que quatorze apresentavam sobrepeso ou obesidade grau | e todos 0s pacientes com
idade inferior a 18 anos estavam com peso e estatura adequados. A idade dos pacientes
apresentou alta correlagdo com o IMC e com o nivel de ferritina. O IMC apresentou correlacdo
com a ferritina e esta com o colesterol total e com o LDL-colesterol. O colesterol total apresentou
correlagdo com o HDL, com o LDL e uma correlacdo negativa com a quitotriosidase. O subgrupo
que iniciou o tratamento com idade superior a 18 anos (n=16) teve um aumento significativo de

IMC ap6s a TRE (p=0,001) e o que iniciou o tratamento antes de 16 anos (n=10) teve um



aumento significativo no escore-z para estatura e IMC (p=0,004 e p= 0,032, respectivamente).
Etapa 3) Os pacientes com DG tipo Il apresentaram hipermetabolismo e dois deles estavam
desnutridos. Etapa 4) A mediana dos niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes nao
diferiu da dos controles. Os niveis de grelina e adiponectina apresentaram correlacdo positiva
entre si e com o HDL-colesterol; e inversa com o IMC, circunferéncia de cintura e triglicerideos.
Os niveis de leptina apresentaram correlacdo inversa com o LDL-colesterol e direta com o IMC,
circunferéncia da cintura, dose de enzima, triglicerideos, insulina e HOMA-IR. Oito pacientes
preenchiam os critérios para sindrome metabdlica, quatro dos quais estavam com resisténcia a
insulina pelo indice HOMA-IR. CONCLUSOES: Os dados da revis&o sistematica indicaram que
o tratamento com imiglucerase melhora os indices de crescimento de criancas e adolescentes com
DG tipo | o que esta em consonancia com os dados encontrados nesta coorte. Em relacdo aos
pacientes avaliados, o estado nutricional classificado pelo IMC mostrou que quase metade dos
pacientes com DG tipo | estava com excesso de peso e que a TRE parece contribuir para esse
achado. O hipermetabolismo em pacientes com DG tipo Il parece constituir-se num biomarcador
da gravidade da doenca. A leptina apresentou alta associacdo com a insulina e com o indice
HOMA-IR, podendo tornar-se um biomarcador para avaliar indicios precoces de resisténcia a
insulina em pacientes com DG. Aumento de peso, sindrome metabdlica e resisténcia a insulina
parecem ser frequentes em pacientes com DG tipo I. Estudos adicionais sdo necessarios para

investigar as associagdes encontradas.

Palavras-chave:
Doenga de Gaucher — Estado Nutricional — Doenga Lisossémica - Grelina - Leptina —

Adiponectina



ABSTRACT

INTRODUCTION: Gaucher disease (GD) is an inborn error of metabolism, caused by the
deficient activity of the glucocerebrosidase enzyme and is divided into three types: type I, which
is the most frequent and does not present neurological compromise; type Il, which is acute and
neuronopathic; and type Il11, which is subacute and neuronopathic. All types are characterized by
clinical heterogeneity and symptomatic manifestations of varied intensity, such as
hepatosplenomegaly, hematologic dysfunction, bone pain; energy homeostasis dysfunction is also
present. The choice therapy for GD is enzyme replacement therapy (ERT). OBJECTIVE.To
assess the nutritional status and the energy homeostasis in patients affected by Gaucher Disease
under enzyme replacement therapy. METHODS.This present study is composed of 4 stages.
Stage 1) Systematic literature review on GD type | nutritional aspects. Stage 2) Assessment of
data revolving around nutritional status of the patients cohort followed at the GD Reference
Center in Rio Grande do Sul(CRDG/RS; n= 38; GD type 1=35; GD type IlI= 3. Stage 3)
Assessment of basal energetic expenditure by indirect calorimetry in GD type Il patients at
CRDGI/RS. Stage 4) Assessment, by means of controlled transversal study, of ghrelin, leptin and
adiponectin levels in GD- I patients, age over 18 yo and under ERT for at least 6 months (n=15);
the patients were pair matched with healthy controls for sex, age and BMI. RESULTS: Stage 1)
175 studies were found, of which 28 met the inclusion criteria. These studies have shown ERT is
associated to: growth normalization in children and teenagers with delayed development; partial
correction of hypermetabolism and glycemic profile dysfunctions; and increase in weight as well
as insulin resistance and development of Diabetes mellitus type 2 in adults. Stage 2) The
anthropometric data of adult patients with GD type | (n=31) pointed out fourteen showed
overweight or obesity level 1, and all patients aged under 18yo showed adequate weight and
height. The patient’s age showed high correlation with BMI and ferritin levels. BMI presented
correlation with ferritin and the latter with total cholesterol and LDL- cholesterol. Total
cholesterol showed correlation with HDL, with LDL and negative correlation with
chitotriosidase. The subgroup comprising those who were over 18 years of age (n=16) at the
beginning of treatment had a significant increase in BMI after ERT (p=0,001) and those
beginning treatment under the age of 16 showed (n=10) significant increase in the z-score for



height and BMI (p=0,004 and p= 0,032, respectively). Stage 3) GD type Il patients showed
hypermetabolism and two of them (2/3) were malnourished. Stage 4) The median of ghrelin,
leptin and adiponectin levels of patients did not differ from that of the controls. The ghrelin and
adiponectin levels presented positive correlation between themselves, with HDL-cholesterol, and
inverse correlation with BMI, waist circumference, and triglycerides. The leptin levels presented
inverse correlation with LDL-cholesterol and direct correlation with BMI, waist circumference,
enzyme dose, triglycerides, insulin, and HOMA-IR. Eight patients (n=15) met the criteria for
metabolic syndrome, four of which had insulin resistance, as measured by the HOMA-IR index.
DISCUSSION AND CONCLUSIONS: Data from the systematic review showed the treatment
with imiglucerase improves growth in children and adolescents with GD type I, this meets the
findings in this cohort. In relation to the patients assessed, the nutritional status measured by BMI
showed that almost half of the GD type | patients were overweight and that ERT seems to
contribute to this finding. Hypermetabolism in GD type Il patients seems to be a biomarker of
the severity of this disease. Leptin presented high association with insulin and with the HOMA-
IR index, and may eventually become a biomarker to evaluate early evidence of insulin resistance
in GD patients. Weight increase, metabolic syndrome and insulin resistance seem to be frequent
in GD type | patients. Further research is necessary to investigate the findings herein researched.

Keywords: Gaucher Disease — Nutritional Status — Ghrelin — Leptin — Adiponectin
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1 INTRODUCAO

A doenca de Gaucher (DG) é uma doenca monogénica rara, que pode causar danos em
diversos orgdos e sistemas e, também, afetar o metabolismo dos pacientes. Durante muito tempo,
0s pacientes receberam apenas cuidados paliativos, pois ndo havia um tratamento especifico para
a doenca. No inicio da década de 90, surgiu uma estratégia terapéutica que modificou a sua
historia: a terapia de reposicdo enzimética (TRE).

A escolha da DG para este estudo baseou-se no seguinte: 1) é a mais prevalente no grupo
das doencas lisossdmicas. Também existem aspectos relativos a sua fisiopatogénese e historia
natural que permanecem desconhecidos ou pouco documentados no Brasil e no resto do mundo
especialmente do ponto de vista metabolico; 2) em termos econémicos, o impacto da doenga no
SUS é consideravel por ter um tratamento de alto custo. A alta eficacia da TRE na prevencédo de
morbidades debilitantes justifica a sua inclusdo no Componente Especializado da Assisténcia
Farmacéutica; 3) apesar de todo o esforco que o SUS faz para tratar esta doenca, o tratamento-
padrdo ainda apresenta algumas falhas ou inconveniéncias em relacdo a eficacia (evidéncias
recentes sugerem que, mesmo com tratamento-padrdo adequado, pacientes com DG tipo | podem
apresentar predisposi¢cdo ao desenvolvimento de outras morbidades); 4) novas formas e processos

de tratamento para a doenca estdo sendo pesquisados.
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A heterogeneidade clinica da doenca, aliada a necessidade de tratamento continuo e de
alto custo, torna necessario 0 acompanhamento sistematico dos pacientes, preferencialmente em
centros especializados que possuam uma equipe multidisciplinar de atendimento, como o Centro
de Referéncia Estadual para Diagndstico, Acompanhamento e Tratamento da Doenca de Gaucher
do Rio Grande do Sul — Brasil (CRDG/RS). A existéncia de poucos estudos de seguimento das
populacOes brasileiras com doenca de Gaucher acaba por prejudicar a avaliacdo do impacto
global do seu tratamento para a saude publica. Consequentemente, as pesquisas sobre o
metabolismo desses pacientes podem contribuir para aprofundar o conhecimento da
fisiopatogénese da doenca, otimizando o0s esquemas terapéuticos e prevenindo outras

comorbidades.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA DE GAUCHER

A DG é uma doenca genética autossémica recessiva e é a mais comum das doencas
lisossdmicas (Figura 1). A doenca resulta de mutagfes no gene que codifica a enzima f-
glicosidase acida (também denominada glicocerebrosidase) situado no cromossomo 1g21.31
(gene GBA) (HRUSKA et al., 2007). A falta ou a baixa atividade dessa enzima conduz a um
progressivo acumulo de seu substrato, o glicocerebrosideo, que causa as manifestac@es clinicas
da doenca - Figura 2 (FUTERMAN, 2007).

Os pacientes com DG podem apresentar muita variacdo quanto ao seu fendtipo
(ZIMRAN, 2011), e isso esta relacionado ao tipo de mutacdo no gene GBA e as proteinas, aos
substratos e ao metabolismo de cada individuo, sendo que alguns desses fatores ainda ndo estdo
bem elucidados. Um casal heterozigoto para a mutacéo patogénica tem 25% de chance, em cada
gravidez, de ter um filho afetado.

A literatura médica descreve trés tipos de DG: o tipo I, conhecido também como néo-
neuropatico, que é o mais comum e caracterizado pelo quadro visceral e hematoldgico e pela
auséncia de comprometimento neurolégico; o tipo I, ou forma neuropética aguda, no qual as
manifestacdes clinicas sdo muito precoces e hd comprometimento neurolégico importante e
grave; 0s pacientes com esse tipo de doenga tém uma expectativa de vida muito curta e morrem
ainda na primeira infancia, geralmente antes dos trés anos de idade; e o tipo Ill, ou forma
neuropatica subaguda, semelhante ao tipo IlI, porém menos precoce € mMenos grave.

(GRABOWSKI, 2004; ZIMRAN, 2011).
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Mutac8es patogénicas causam alteragdo na
Causa priméria da atividade da glicocerebrosidase e acumulo do
doenca de Gaucher glicocerebrosideo nos lisossomos
Causa / :
secundaria AlteracBes nos Rotas bioquimicas
processos celulares - secundarias
= =
Down-stream, \ 4
rotas afetadas Patologia tecidual —————>| Expressdo génica alterada
devido a causas b
primérias ou
secundarias
Rotas bioguimicas terciarias
¥ Dano e morte as célulase | _
<z tecidos R

Figura 2 Possiveis rotas envolvidas na fisiopatogénese da doenca de Gaucher.
Fonte: FUTERMAN, 2007

2.1.1 Epidemiologia

A DG tem uma baixa incidéncia mundial, encontrando-se no grupo das enfermidades
raras ou pouco frequentes (inferior a cinco casos por 10.000 habitantes). Estima-se uma
prevaléncia mundial de 1 em 50.000 — 100.000 e, entre os descendentes de judeus Ashkenazi é de
aproximadamente 1 para em 850 pessoas (MISTRY et al.,, 2011). No Brasil, segundo o
Ministério da Salde, sdo 610 pacientes em tratamento com TRE. No Rio Grande do Sul, no

CRDG sdo acompanhados 38 pacientes, trés deles com DG tipo IlI.
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2.1.2 Diagnostico

A situacdo clinica que pode indicar a possibilidade de um diagnostico de DG encontra-se
descrita no algoritmo da Figura 3. O diagnostico da DG ¢ feito através da demonstracdo da
reducdo da atividade da enzima B-glicocerebrosidase em células nucleadas (CHARROW et al.,

1998). A medida da atividade da enzima nos leucécitos do sangue ou em fibroblastos encontra-

se de 10 a 30% abaixo do normal nos pacientes com a doenca de tipo | (FOST et al., 2003). A

limitacdo desse método é que ele ndo consegue distinguir os tipos de doenca, nem a gravidade da

mesma. O teste molecular analisa as mutacdes e confirma o diagndstico trazendo informacdes
adicionais, ja que algumas das mutacdes estdo relacionadas a gravidade da doenca (HRUSKA,

LAMARCA, SIDRANSKY 2007).

Existem outros métodos que ndo confirmam a doenca, mas podem sugerir a mesma, tais
como:

e Analise citoldgica: analisa a morfologia das células dos tecidos afetados, por exemplo,
figado, baco, medula Ossea, pele, etc. As células de Gaucher (mondcitos transformados) séo
espumosas, de forma arredondada ou ovalada, com o nucleo geralmente Unico, situado em
posicéo excéntrica (FUTERMAN 2007).

e Medida da atividade da quitotriosidase: a quitotriosidase € uma enzima secretada por
macrofagos ativados que se encontra elevada na doenca de Gaucher e menos intensamente
em outras doencas lisossdmicas. Essa enzima também pode ser utilizada para avaliacdo da
resposta terapéutica, pois sua atividade diminui com o tratamento (HOLLAK, AERTS 2007).

A identificagdo de um erro inato do metabolismo, mesmo em doencas com quadros muito
graves e sem tratamento disponivel (como € o caso da doenca de Gaucher tipo II), € importante

para aconselhamento genético e para tornar possivel o diagnostico pré-natal em uma futura
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gestacdo. No caso de doencas com tratamento disponivel, o diagndstico precoce permite a
introducdo da terapia adequada, antes que 0s possiveis danos possam se instalar. Na doenca de
Gaucher tipo | e Ill, a TRE evita, minimiza ou posterga as organomegalias, 0 dano 06sseo,

problemas hematoldgicos e outras manifestacdes clinicas (ZIMRAN, BEMBI, PASTORES 2007).

Diagnosis in individuals of non-Ashkenazi Jewish origin

Gaucher disease ~1: 40,000-100,000: Hematologic malignancies ~40:100,000

l Splenomegaly
l

- Ancillary information
Splenectomy? ‘ Non portal hypertensive No to support a
splenomegaly 5 _D_SU'S1 lcgiyn of
auchner disease:
l . History of:
PERFORM Platelets <150k +/- bone pain Plaolate Gall stones
ENZYME +/- MGUS/polygammopathy <150K + gPdom'fnm
ASSAY in patient <30 yrs anemia Lo\ﬂ;ii%?;:t';rol
FIRST i +/orbone | < P
e . yperferritinemia
Exclude malignancies / pain Splenic nodules
Examine the biopsy for +/or MGUS Pregnancy
Gaucher cells associated
: ‘ i thrombocytopenia
y Y Post partum
No Gaucher No Gaucher hemorrhage
cells malignancy cells Bone pain
Gammopathies

Leucocyte acid R-glucosidase assay

Figura 3 Algoritmo de diagnostico para a doenca de Gaucher em individuos ndo descendentes de judeus
Ashkenazi.
In: MISTRY etal., 2011.

2.1.3 Manifestacoes clinicas

A DG caracteriza-se pela heterogeneidade clinica (Figura 4). Alguns pacientes com DG
apresentam poucos sintomas; outros tém uma clinica mais grave (ZIMRAN 2011). As
manifestacdes clinicas dos pacientes com DG tipo I, sem tratamento, incluem esplenomegalia,

hepatomegalia, alteracdes hematoldgicas (anemia e trombocitopenia), manifestacdes dsseas (dor
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Retardo de
crescimento: 36%

Anemia: 40%

Moderada a grave
esplenomegalia: 95%

Moderada a grave
hepatomegalia: 87%

Doenca éssea
Dor éssea: 27%
Crise 6ssea: 9%
Evidéncia radiolégica: 81%

Moderada a grave
trombocitopenia: 50%

Figura 4 Manifestagdes clinicas da doenca de Gaucher tipo | encontradas em uma amostra de
pacientes menores de 18 anos, sem tratamento (n=887)

Fonte: KAPLAN et al., 2006

0ssea, osteopenia, osteoporose e necrose avascular, entre outras) e retardo de crescimento
(KAPLAN et al., 2006; MISTRY et al., 2011). Também tem sido descrito hiperferritinemia
persistente mesmo com TRE (STEIN et al., 2010) e um perfil lipidico diferenciado (STEN et al.,
2011). Os pacientes com DG tipo Il podem apresentar as mesmas manifestacdes que os de tipo |

acrescidos de sintomas neurologicos, 0s quais Sao vagarosamente progressivos e aparecem mais

tardiamente do que os sintomas nos pacientes do tipo Il da doenca. Os pacientes com DG tipo Il
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apresentam um fendtipo heterogéneo com graduacOes diferenciadas de envolvimento visceral,

6sseo e neuroldgico (ZIMRAN, 2011).

2.1.4 Tratamento

Durante muitos anos, a doenca de Gaucher foi contornada com o tratamento sintomatico e
com medidas paliativas, tais como a esplenectomia utilizada para atenuar o atraso no
crescimento, as citopenias e a compressao abdominal. O transplante de medula 6sseo também foi
utilizado na tentativa de cura da doenca. Atualmente, o tratamento de escolha para a DG € a TRE,
disponivel a partir da década de 90. Inicialmente (1991) a enzima utilizada para o tratamento dos
pacientes com DG era proveniente de células da placenta humana — alglucerase (Ceredase;
Genzyme Corp). Ap6s a comprovacdo da eficacia do tratamento enzimatico, o laboratério
produtor da enzima voltou-se a pesquisa de alternativas para a producdo da enzima e, em 1994, a
enzima imiglucerase (Cerezyme; Genzyme Corp) passou a ser produzida de forma sintética,
através da técnica de DNA recombinante, o que permitiu sua maior distribuicdo. Atualmente,
existem trés enzimas produzidas pela técnica de DNA recombinante: a imiglucerase,
desenvolvida a partir de células dos ovéarios de hamster chinés; a taliglucerase alfa (Protalix
Biotherapeutcs), a partir de células de cenoura e a velaglucerase alfa (Shire Human Genetics
Therapies), a partir de células da pele humana (ZIMRAN, 2011).

A TRE tem contribuido para melhorar o quadro clinico dos pacientes, entretanto, a
quantidade de enzima necessaria para garantir a reversdo dos sintomas ainda é controversa e €
desconhecido se doses maiores aumentam a sua eficacia (ELSTEIN, ZIMRAN, 2009; DONEDA
et al. 2013), embora alguns autores coloquem que o efeito € dose-dependente, que doses maiores

contribuem para atingir o alvo terapéutico mais rapidamente (GRABOWSKI et al., 2009). Além
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disso, a resposta a TRE € distinta de acordo com os tipos da DG, sendo que os pacientes do tipo |
sdo os que melhor respondem ao tratamento. Sendo assim, € muito importante haver um
monitoramento sistematico dos pacientes para encontrar a menor dose eficaz para cada um deles.
Além do tratamento enzimatico, alguns pacientes com os parametros clinicos estabilizados tém
utilizado a terapia de reducdo de substrato (TRS) com o miglustate, medicacao oral.

A TRE utilizada nos pacientes da doenca de Gaucher é um tratamento de alto custo (de
100 a 500 mil reais/ano por paciente). No Brasil, esse tratamento é custeado pelos governos
Federal e Estadual. O tratamento deve ser administrado mediante infusbes do medicamento a
cada quatorze dias, sob a supervisdao de um profissional da satde treinado (médico, enfermeiro,
etc.). No manejo da medicacdo, principalmente em locais que atendem a diversos pacientes, é
importante a presenca de um farmacéutico para 0 monitoramento da adequacdo e fracionamento

das doses.

2.1.5 O Centro de Referéncia Estadual para Diagnéstico, Acompanhamento e Tratamento

da Doenga de Gaucher do Rio Grande do Sul - CRDG

O CRDG foi criado em julho de 2003 com o objetivo de centralizar o diagndstico, o
acompanhamento e o tratamento do pacientes com DG do Estado. Ele integra o Servico de
Genética Medica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e atua em parceria com a
Secretaria Estadual da Saude do Rio Grande do Sul (HCPA — SES/RS) (KRUG et al., 2009). O
CRDG conta com equipe multidisciplinar para atender integralmente os pacientes. Alguns desses
pacientes fazem a TRE no préprio HCPA, e outros em servicos de saude de suas cidades, ou

ainda, em suas proprias residéncias, porém sempre monitorados por profissionais capacitados a
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administracdo desse medicamento. O acompanhamento clinico de todos os pacientes (n=38) &

realizado no ambulatério de Genética do HCPA.

2.2 DOENCA DE GAUCHER E NUTRICAO

2.2.1 Revisao da literatura e considerac6es sobre o0s estudos

Foi realizada uma busca sistematica no Pubmed e Scielo.br para localizar estudos que
tratassem de aspectos nutricionais dos pacientes com DG. Utilizou-se como limite: a) para o tipo
de estudo: série de casos, ensaios clinicos, revisbes sistematicas e metanalises; e, b) para
desfechos de interesse: crescimento e desenvolvimento, peso, estatura, desnutricdo, eutrofia,
sobrepeso, obesidade, metabolismo basal, hipermetabolismo, resisténcia a insulina e diabetes. O
resultado dessa busca encontra-se no artigo 1 (pagina 58). A maioria dos estudos encontrados nao
era especifica sobre o estado nutricional e DG, entretanto, diversos estudos tangenciaram essa
temaética.

Os artigos encontrados e que preencheram os critérios de inclusdo foram agrupados em
trés eixos tematicos: a) desenvolvimento de criancas e adolescentes no periodo pré e pés-terapia
de reposicdo enzimatica; b) alteracbes metabolicas que permaneceram durante a TRE; e, ¢)
alteragdes no estado nutricional advindas do tratamento.

Os principais resultados encontrados séo 0s seguintes:

a) antes do inicio da TRE, criangas e adolescentes apresentaram déficit de peso e estatura para a
idade; a TRE tende a normalizar o crescimento de criangas e adolescentes com DG tipo |I.
Também se observou pelos estudos analisados que ainda permaneciam davidas em relacéo a

guantidade de enzima necessaria ao seu adequado desenvolvimento.
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b) os estudos que avaliaram o metabolismo energético de pacientes constataram que a doenca
provoca hipermetabolismo e algumas alteragdes no perfil glicémico dos pacientes, problemas
parcialmente corrigidos com a TRE.

c) em adultos, a TRE parece estar associada ao aumento de peso, a resisténcia a insulina e ao

desenvolvimento de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

2.2.2 Alteragdes no crescimento e no metabolismo apresentadas pelos pacientes adultos com
doenca de Gaucher tipo |

Os estudos indicaram que antes do inicio da TRE, criangas e adolescentes apresentaram
déficit de peso e estatura para a idade; a TRE tende a normalizar o crescimento de criangas e
adolescentes com DG tipo I. Os dados de crescimento de criancas e adolescentes acompanhados
no CRDG/RS foram avaliados no artigo 2 (pagina 80).

O gasto energético basal (GEB) dos pacientes com DG foi avaliado por meio de
calorimetria indireta por alguns pesquisadores. O primeiro desses estudos foi realizado por
Barton et al. (1989), que realizaram avaliagdo do GEB em 25 pacientes com DG tipo | ndo
tratados e 92 controles saudaveis. O GEB de pacientes e controles foi comparado a equacéo
preditiva de Harris-Benedict (1919). O GEB dos controles foi 5% e o dos pacientes 44% maior
do que o previsto pela referida equacdo (BARTON et al., 1989). O segundo estudo, foi realizado
por Corssmit et al. (1995) que realizaram a avaliacdo do GEB em 7 pacientes adultos com DG
tipo | ndo tratados e 7 controles saudaveis: os pacientes apresentaram GEB aproximadamente
24% maior do que os controles (CORSSMIT et al., 1995). No terceiro trabalho, Hollak et al
(1997) deram seguimento ao trabalho realizado por Corssmit (1995), reavaliando o GEB dos sete
pacientes ap0s 6 meses de tratamento com alglucerase. Comparando o GEB medido dos

pacientes com o calculado pela equacdo de Harris-Benedict, no periodo pré tratamento, ele foi
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29% maior do que o previsto e apds 6 meses de tratamento ele permaneceu 20% maior
(HOLLAK et al., 1997). Por ultimo, em um estudo realizado com pacientes brasileiros, cuja
média de tempo de TRE com imiglucerase era de 5 anos (n=12), constatou-se que eles
apresentavam GEB 27% maior do que os seus controles higidos (DONEDA et al., 2011).

Os pacientes com DG tipo | encontravam-se com a glicemia alterada (CORSSMIT et al.,
1995; HOLLAK et al., 1997). Também foram encontradas as seguintes alteracdes em pacientes
com DG, em TRE, em relacdo aos seus controles: niveis mais baixos de adiponectina no plasma
(LANGEVELD et al., 2007a), niveis mais elevados de glicosilceramida nos pacientes do que
nos controles em estado basal (LANGEVELD et al., 2008b; GROENER et al., 2008),
normalizacdo parcial dos niveis de glicosilceramida nos pacientes apos 72 meses de tratamento
(GROENER et al., 2008), niveis maiores de glicose e insulina ap6s sobrecarga e de triglicerideos
e acidos graxos (UCAR et al., 2009) e maior concentracdo do gangliosideo GM3 no plasma
(GHAUHARALI- VAN DER VLUGT et al., 2008; LANGEVELD et al., 2008b). Essas
alteragdes indicaram que, embora o tratamento seja muito eficiente na resolucdo de algumas
manifestacdes da doenca, em determinadas alteragdes metabdlicas ele ndo estad atuando com a
mesma eficiéncia. Provavelmente, as consequéncias desses problemas metabdlicos nao
adequadamente resolvidos se manifestem no futuro durante o periodo de seguimento desses
pacientes e, entdo, ficardo mais claros os mecanismos da doenca.

Alguns estudos também relatam o aumento de peso dos pacientes com DG tipo | em
tratamento. Estudo realizado por Hollak et al. (1997) comparando dados pré e pos-TRE em 7
pacientes adultos constatou que, apds 6 meses de tratamento ocorreu, aumento de peso em 6
pacientes -media de 1,7kg (HOLLAK et al., 1997). Langeveld et al. (2008a) relataram alteracdes
no estado nutricional de pacientes adultos em TRE. O estudo contemplou 0 acompanhamento de

42 pacientes, 35 em TRE e investigou a relacdo da TRE com ganho de peso, resisténcia a insulina
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e DM2. Antes da TRE ndo havia nenhum caso de DM2, a mediana de IMC era de 23 kg/m? e a
prevaléncia de sobrepeso de 16%. Com a TRE, a mediana de IMC passou para 26 kg/m? a
prevaléncia de DM2 passou para 8%, a resisténcia a insulina para 6% e o0 sobrepeso para 56%. Os
ndo tratados (n=7) apresentaram inicialmente 14% de sobrepeso e apds 8 anos 57% e nenhum
caso de resisténcia a insulina ou de DM2 (LANGEVELD et al., 2008).

Uma pesquisa realizada na Holanda demonstrou que os pacientes com DG néo
apresentam hipertireoidismo (LANGEVELD et al., 2007b). Em contrapartida, foram encontrados
altos niveis de citocinas em pesquisa realizada em uma histoquimica realizada no baco de um
paciente em TRE (BOVEN et al., 2004) e alteracdes nos niveis hormonais de adiponectina e de
insulina (LANGEVELD et al., 2007a; UCAR et al., 2009).

As causas das alteragdes na homeostase de energia dos pacientes com DG ainda ndo estéo
claras. Como a doenca é rara, 0 nimero dos pacientes avaliado na maioria das pesquisas é
pequeno e o tratamento relativamente recente, acredita-se que mais estudos sejam necessarios
para avaliar possiveis doencas cronicas associadas a TRE. Mais pesquisas nesta area
provavelmente responderdo as questdes ainda ndo compreendidas e contribuirdo para 0 manejo
das anormalidades evitando, assim, possiveis comorbidades. Os dados de estado nutricional desta
coorte de pacientes com DG tipo | encontram-se no artigo 2 (pagina 80) e os referentes a

pardmetros da homeostase de energia no artigo 3 (pagina 94).

2.2.3 Doenca de Gaucher tipo 111

A DG tipo Il caracteriza-se, além do comprometimento neurologico, por
manifestagdes sintomaticas e de intensidade distintas, tal como na de tipo | (Artigo 4, pagina
137). Essas manifestagdes podem ser minimizadas com a terapia de reposi¢do enzimatica (TRE),

contudo essa terapia ndo € eficaz nos problemas neurologicos, pois a enzima ndo atravessa a
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barreira hematoencefalica (COX-BRINKMAN et al., 2008, VELLODI et al., 2009; VAIRO et al.
2013). Alguns estudos relatam que a esplenectomia total tem um efeito adverso no resultado
neurologico (DAVIES et al., 2007). Como a doenca é mais rara do que a de tipo |
(aproximadamente 5% dos casos de DG), existem poucos pacientes analisados e muitas lacunas
sobre a sua evolucdo, principalmente no que se relaciona ao estado nutricional e ao metabolismo
energético basal (GEB).

Foram identificados quatro estudos que avaliaram, entre outros parametros, o crescimento
de criancas e adolescentes com DG tipo I1l. Em um deles, a avalia¢do era conjunta com pacientes
de tipo | e constatou-se que os trés pacientes com DG tipo Il apresentaram um expressivo catch-
up na estatura e dois no peso apds 12 meses de TRE (BEMBI et al., 1994). No segundo estudo,
0s autores relatam que as criangas normalizaram o crescimento com a TRE (ERIKSON et al.,
1995). O terceiro estudo apresenta resultados obtidos com oito pacientes, cinco criancas, apos 28
meses de TRE com alglucerase. Em relacdo a dindmica de crescimento, observou-se que as trés
criancas ndo esplenectomizadas apresentaram melhores indices do que as outras duas; a melhoria
do peso foi menos pronunciada, provavelmente em decorréncia das megalias e da ascite presentes
no momento inicial (TYLKI-SZYMANSKA, CZARTORYSKA, 1999). O quarto estudo
apresenta os resultados para peso e estatura dos pacientes com DG tipo Ill, e de acordo com o0s
autores, 0s pacientes que responderam a TRE apresentaram crescimento normal ou acelerado no
periodo avaliado (ALTARESCU et al., 2001). Esses estudos indicam que ocorreram melhorias,
no periodo avaliado, em relacdo as megalias, aos exames hematoldgicos e ao crescimento,
similares aos encontrados em pacientes de tipo 1. No entanto, ndo foram localizados estudos que
esclarecessem se as melhorias dos indices de peso e estatura observados ao inicio do tratamento
permaneceram no transcorrer do tempo, e se esses pacientes atingiram patamares adequados para

IMC e estatura ao término do periodo de crescimento.
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N&o se encontrou na literatura relatos de avaliacdo de gasto energético basal em pacientes
com DG tipo Ill. Dados de pesquisa realizada neste CRDG revelaram que os trés pacientes
acompanhados no centro apresentaram hipermetabolismo energético, independente de estarem ou
ndo em TRE. Enquanto dois pacientes apresentaram um percentual de GEB de 15% acima do
estimado, 0 outro apresentou 70% acima, um hipermetabolismo muito expressivo (DONEDA,
2010). Um dos pacientes que apresentou um GEB de 15% mais do que o estimado num primeiro
momento (6 meses sem tratamento), ao repetir a avaliacdo 38 meses apos a interrupcao da TRE,
apresentou um GEB de 50% maior do que o estimado. Os dados do estado nutricional e do

metabolismo desses pacientes encontram-se no artigo 4 (péagina 137).

2.3 HOMEOSTASE DE ENERGIA

2.3.1 Obesidade

A prevaléncia da obesidade estd aumentando na populacdo em geral (WHO, 2002),
constituindo-se em um sério problema de saude publica, pois uma de suas consequéncias refere-
se a diminuicdo da expectativa de vida (ADAMCZAK, WIECEK 2013) e ha relatos de que os
pacientes com DG tipo | em TRE apresentam uma predisposi¢cdo maior ao aumento de peso do
que a populacdo em geral (HOLLAK et al., 1997; LANGEVELD et al., 2008).

A obesidade esta associada a problemas adicionais de saude incluindo o aumento do risco
de resisténcia a insulina, DM2, esteatose hepatica, aterosclerose, desordens degenerativas,
doengas de vias aéreas e alguns tipos de cancer (Figura 5). A triade obesidade, resisténcia a

insulina e DM2 esté associada com inflamacdo crénica caracterizada pela produgdo anormal de
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citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a; HOTAMISLIGIL 2006). Na génese da
obesidade, encontram-se alguns hormoénios que desempenham importante papel no controle do
peso corporal. Entre esses, destaca-se um peptideo gastrico, a grelina, que atua na regulacdao da
fome e da saciedade (STENGEL, TACHE 2012) e hormdnios produzidos no tecido adiposo
(GALIC, OAKHILL, STEINBERG 2010).

Os estudos relacionados a fisiopatologia da obesidade descobriram que o tecido adiposo,
além de armazenamento de energia, também desempenha um importante papel na homeostase
corporal dos acidos graxos exercendo fungfes enddcrina, parcrina e autocrina. Destacam-se,

entre os hormonios produzidos, a adiponectina e a leptina (ADAMCZAK, WIECEK 2013).

/ * Morte prematura |[*° -\
Resisténcia a insulina A Cancer
Diabetes de tipo 2 Asma

Esteatose hepatica
Aterosclerose
Hipertenséao
AVC

obesidade

Apnéia do sono
Osteoartrite
Neurodegeneragao

Doenca na vesicula biliar

Grupos de doencas metabdlicas

Figura5 Agrupamento das doengas metabolicas
Fonte: Adaptado de HOTAMISLIGIL 2006.

2.3.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo e os macrdfagos residentes sdo responsaveis pela secrecdo de

proteinas sinalizadoras, as adipocinas, que exercem um importante papel endécrino (GALIC,
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OAKHILL, STEINBERG 2009). Essa descoberta alterou a visao tradicional que atribuia ao
tecido adiposo apenas a funcdo de armazenamento de energia. O aumento nos niveis das
adipocinas, com excecdo da adiponectina, estd relacionado ao risco aumentado de
desenvolvimento de doengas como a aterosclerose, hipertensao, disfuncdo cardiaca, inflamacéo,
DM2; em contrapartida, 0 aumento dos niveis de adiponectina tem um efeito protetor em relagédo
a essas mesmas doencas (ADAMCZAK, WIECEK 2013). A Figura 6 mostra as funcoes

fisiolgicas dos produtos de secrecédo de tecido adiposo.
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Figura 6 Funcoes fisiologicas dos produtos de secrecédo de tecido adiposo.

Fonte: ADAMCZAK ,WIECEK, 2013

O aumento do tecido adiposo tem sido associado com uma resposta inflamatoria cronica
caracterizada pela producdo de adipocinas e aumento dos bio-marcadores da inflamagdo como o
fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), entre outros (GALIC, OAKHILL,

STEINBERG 2009). No entanto, estudos tém revelado que os adipdcitos ndo sdo a fonte
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principal secrecdo de citocinas inflamatdrias, pois a resposta inflamatéria é dada por céelulas da
fraccdo do estroma vascular, que inclui pré-adipdcitos, células endoteliais, fibroblastos,
leucdcitos e macrofagos (WEISBERG et al., 2003). Isso ocorre porque a expansdo do tecido
adiposo na obesidade esta associada com um aumento da infiltracdo de macréfagos que seriam
recrutados para os locais com danos nos tecidos sob a forma pro-inflamatoria (Figura 7). Além
disso, a obesidade é caracterizada pela secrecdo diminuida de adiponectina que exerce efeito
antiinflamatério em macrofagos, e aumentada de leptina que tem efeito pré-inflamatério

(GALIC, OAKHILL, STEINBERG 2009).

Magro Ohbeso

Capilares /~ ™

_, Adipdcito N, !
T f i
4 @ <
B 4 Gordurana | ™
___;" dieta '\\ ¢
> > '\}
# ' W,
. \_ Y
M2 macrofago A

L
-

‘_.__I’Ir -
M1 macréfago ’l I
\

IL-10 Arginase

IL-6, TTNFe, TMCPL,
M1 infiltracdo de
macrofagos, Lipalise, MFFA

Figura 7 As mudancas decorrentes da infiltracdo de macro6fagos na obesidade. A figura mostra a
diferenca entre o tecido adiposo em estado magro e obeso. A expansdo do tecido adiposo leva a
hipertrofia dos adipdcitos e da liberagcdo de quimiocinas que induzem aumento de recrutamento de
macréfagos M1 (ativados) a partir da corrente sanguinea. Estas alteracdes resultam em secrecao
alterada de adipocinas, aumento da lip6lise e excesso de &cidos graxos ndo esterificados circulantes,
0s quais podem, eventualmente, contribuir a resisténcia a insulina.

Fonte: GALIC, OAKHILL, STEINBERG 2009.
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2.3.3 Sindrome metabdlica e resisténcia a insulina

A homeostase de energia é controlada por hormonios regulatérios em comunica¢do com o
sistema nervoso central (WADDEN et al., 2012). O principal horménio desse processo é a
insulina, cuja secrecdo sofre interferéncia de diversos fatores que podem levar a resisténcia a
insulina e a DM2. Estas anormalidades metabdlicas podem estar associadas com obesidade e
sedentarismo, com doencas autoimunes, ou ainda resultar da combinacéo da inadequada secre¢éo
de insulina pelo pancreas e resisténcia aos seus efeitos. Contribuem ainda para o
desenvolvimento da DM2 a suscetibilidade genética aliada a fatores ambientais (READ,
DONNAI 2010).

A sindrome metabolica é um agrupamento de fatores, que inclui obesidade central,
hipertensdo, dislipidemia e intolerancia a glicose que aumentam o risco de doencas
cardiovasculares e de diabetes tipo 2 (Figura 10). Os critérios para a sua definicdo sdo: aumento
da circunferéncia abdominal (de acordo com a populacdo); aumento de triglicerideos (>150
mg/dL); aumento de pressdo arterial sistémica ( Sistdlica: >130 mm Hg; Diastolica: >85 mm
Hg); aumento da glicemia (>100 mg/dL); e; nivel reduzido de HDL colesterol (<40 mg/dL para
homens e <50 mg/dL para mulheres) (ALBERTI et al., 2009). Em conjunto, esses fatores de risco
se aglomeram em torno de uma fisiopatologia comum relacionada a resisténcia a insulina e,
portanto, pode ser um indicador precoce do risco de doenca crénica. Em um estudo europeu, dos
cinco critérios, destacaram-se dois como 0s mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de sindrome metabolica: a obesidade abdominal e a hiperglicemia (FORD et al.,
2008). Em adultos, a sindrome metabdlica é preditiva de DM2, doenca cardiovascular e

mortalidade por todas as causas (SHAIBI, GORAN 2008).
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Figura 8 Aterosclerose. As pessoas que apresentam dislipidemia aterogénica, pressdo arterial e
glicemia elevadas, geralmente apresentam um estado pro-trombotico e pré-inflamatério. A maioria
das pessoas com sindrome metabdlica tem obesidade abdominal e resisténcia a insulina.

Fonte: Alberti et al., 20009.

A resisténcia a insulina representa uma alteracdo metabdlica caracterizada por resposta
anormal dos tecidos adiposo, muscular e hepatico a acdo da insulina circulante (MLINAR et al
2007) e é de etiologia genética e ambiental. Ela estd associada em grande parte as mudancas no
equilibrio energético e a inflamacdo decorrente da ativacéo de citocinas nos adipdcitos, miocitos
e hepatécitos (SHOELSON, LEE, GOLDFINE 2006; SAMUEL, SHULMAN 2013). Estudo
com ratos sugere também que inflamacdo hipotaldamica prejudica a sinalizagdo da leptina e da
insulina, levando a um desequilibrio dos mecanismos que regulam o bom funcionamento do
organismo (MILANSKI et al 2012). O método mais adequado para determinagéo da resisténcia a
insulina é o clamp euglicémico hiperinsulinémico, contudo por ser muito dispendioso, torna-se
invidvel na pratica clinica. O indice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment - Insulin

Resistance) € um calculo que se fundamenta nas dosagens da insulinemia e da glicemia, ambas
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coletadas em jejum (MATTHEWS et a.,| 1985). Esse indice tem boa correlacdo com a técnica
padrdo-ouro e sua finalidade é a determinacdo da resisténcia a insulina.

Para avaliar a sindrome metabdlica neste trabalho, foram utilizados os seguintes critérios:

aumento da circunferéncia abdominal (IDF, 2005: mulheres >80cm; homens >90cm); aumento de
triglicerideos (>150 mg/dL); aumento de pressdo arterial sistémica (Sistélica: >130 mm Hg;
Diastolica: >85 mm Hg); aumento da glicemia (>100 mg/dL); e, nivel reduzido de HDL
colesterol (<40 mg/dL para homens e <50 mg/dL para mulheres) (ALBERTI et al., 2009). Para
avaliar a homeostase metabdlica foram utilizados os indices calculados a partir das formulas
HOMA-IR, HOMA- (MATTHEWS et al., 1985) e QUICKI (Katz et al., 2000).

O indice HOMA (Homeostatic Model Assessment) é um célculo que se fundamenta nas
dosagens da insulinemia e da glicemia, ambas coletadas em jejum (MATTHEWS et al., 1985).
Sua finalidade é determinar a resisténcia a insulina (HOMA-IR) e a capacidade funcional das
células beta-pancreéticas (HOMA-p).

s HOMA-IR= (glicose jejum (mg/mL) X 0,0555) X (insulina jejum (MU/mL)/450)

Valores de referéncia:
IMC até 25 kg/m2: 0,4 a 2,9
IMC entre 25 e 30 kg/m2: 0,4 a 4,3
IMC acima de 30 kg/m2: 0,7 a 8,2

s HOMA-B= 20 X insulina jejum (uU/mL) / (glicose jejum (mg/mL) X 0,0555) — 3,5
Valor de referéncia: 167-175
O indice QUICKI (Quantitative insulin-sensitivity check index) também pretende avaliar a
sensibilidade a insulina considerando uma relacdo entre insulina e glicemia no estado de jejum
(KATZ et al., 2000).
¢ QUICKI= 1/ log insulina jejum (uU/mL) + log glicose jejum (mg/mL)

Valor de referéncia: >0,34
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2.3.4 Hormaonios envolvidos no metabolismo energético

A insulina e o glucagon constituem-se nos principais hormoénios do metabolismo
energético e atuam na regulacdo dos niveis séricos de glicose (Figura 9). A insulina é sintetizada
nas cé€lulas B do pancreas e secretada em resposta a elevacdo dos niveis de glicemia sérica

promovendo, entre outras acdes, a entrada da glicose nas células (READ, DONNAI 2010).
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Figura 9 Representacao esquematica da homeostase glicémica
Fonte: http://educa.univpm.it/inglese/sis1061.html
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As alteracbes no metabolismo da glicose como as apresentadas na DM2 podem ser
causadas pela secre¢do deficiente de insulina pelo pancreas, pela resisténcia a insulina ou ambos
(READ, DONNAI 2010). Os principais horménios envolvidos na homeostase de energia

encontram-se representados na Figura 10 (GALIC, OAKHILL, STEINBERG, 2009; STENGEL,

TACHE 2012; ADAMCZAK, WIECEK 2013).
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Figura 10 Mecanismos envolvidos na resisténcia a insulina
Fonte: GALIC, OAKHILL, STEINBERG 2009.
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2.3.4.1 Grelina

A grelina € um horménio composto por 28 aminodcidos e € produzida
predominantemente pelas células da mucosa gastrica do estbmago e em menor quantidade no
intestino (duodeno), no sistema nervoso central (hipotdlamo e hipdfise) e em quantidades
variaveis em todos os tecidos humanos: sistema imunoldgico, pulméo, coragdo, placenta,
gbnadas, rins, pancreas e osteoblastos (KOJIMA et al., 1999; NIKOLOPOULOQOS et al., 2010). Os
niveis séricos da grelina encontram-se aumentados, quando o individuo esta em jejum, e
diminuem rapidamente ap0ds a ingestdo de alimentos (AMINI et al., 2012). Entre suas multiplas
funcdes, a grelina estimula o aumento da secrecdo do horménio do crescimento e atua no cérebro
em relacdo a sensacdo de fome, regulacéo da ingestdo de alimentos e peso corporal (STENGEL,
TACHE 2012). Seus efeitos na ingestdo alimentar ou peso corporal sdo mediados através da
ativacdo do neuropeptidio Y (KOJIMA et al., 1999; CASTANEDA et al., 2010). A seguir estio

descritos alguns de seus efeitos em diferentes células, tecidos e 6rgdos (Tabela 1).



Tabela 1 Efeitos da grelina em diferentes células, tecidos e 6rgaos
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Alvo Efeito
Células proliferativas Estimula
Inibe secrecdo de LH e testosterona
Reprodugéo Inibe espermatogénese
Inibe desenvolvimento de células Leydig
Hipofise - Hipotalamo Estimula  secrecdo de GH
Ossos Estimula  proliferagdo de osteoblastos
. ) ) Estimula  secrecdo e mobilidade gastrica
Sistema gastrointestinal
Protege contra dano na mucosa
Inibe pressao sanguinea
Melhora  funcéo endotelial
Aumenta  volume de ejecéo
) ) Aumenta indice cardiaco
Sistema cardiovascular ) o .
Inibe atividade simpatica
Melhora  caquexia cardiaca
Inibe apoptose em cardiomidcitos
Protege contra isquemia/injuria de reperfuséo
) ) Estimula  proliferagéo de células imunes
Sistema imune ) o . .
Inibe citocinas pro-inflamatorias

Fonte: NIKOLOPOULOS et al., 2010
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2.3.4.2 Leptina

A leptina é uma proteina composta por 167 aminoacidos e tem estrutura similar as
citocinas, sendo produzida principalmente no tecido adiposo, mais especificamente no tecido
branco, subcutaneo. E também sintetizada na glandula mamaria, no mésculo esquelético, no
epitélio géstrico e no trofoblasto placentario (FRIEDMANN, HALAAS 1998). A leptina exerce
uma importante funcao fisioldgica na regulacdo do apetite, ingestdo alimentar e gasto energético,
hematopoese e metabolismo 6sseo, além da fungdo neuroenddcrina, interagindo com os distintos
sistemas neuroenddcrinos centrais que se encontram envolvidos no controle da ingestdo alimentar
(SEUFERT et al., 1999; ADAMCZAK, WIECEK 2013). Ela também tem acdo direta e inibitdria
sobre a liberacdo de insulina (SEUFERT et al., 1999). Os niveis circulantes de leptina sdo
maiores em individuos obesos e em mulheres e ndo estdo diretamente relacionados com o
percentual de tecido adiposo, ja que pequena reducdo de peso corporal (10%) pode reduzi-los a
metade, sugerindo a participacdo de outros fatores metabdlicos na regulacdo de sua producédo
(SANDOVAL, DAVIS 2003).

A presenca de niveis circulantes elevados pode indicar a ocorréncia de mutagdes nos
receptores de leptina, levando ao descontrole na ingestdo de alimentos, ou ainda, resultar de um
defeito no seu transporte ao sistema nervoso central ou no pos-receptor, levando a uma falha na
ativacdo dos mediadores neuroendécrinos que regulam o peso corporal (GUIMARAES et al.,
2007). Consequentemente, o desenvolvimento de obesidade pode ser decorrente tanto da
producdo diminuida da leptina, quanto da resisténcia a sua acdo. A ilustracdo destas situacdes

encontra-se na Figura 11.
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Figura 11 Leptina: mecanismos em que altera¢fes nos seus niveis podem levar a aumento de
obesidade e disfungbes metabolicas
Fonte: FRIEDMAN, HALAAS, 1999.

2.3.4.3  Adiponectina

A adiponectina € uma proteina expressa pelo tecido adiposo e modula diversos
processos metabolicos, entre os quais a regulacdo da glicemia e o catabolismo de acidos graxos
(Figura 12). Atua, ainda na supressdo de eventos metabolicos que podem causar DM2, obesidade,
aterosclerose, entre outros (DIEZ, IGLESIAS, 2003; UKKOLA, SANTANIEMI, 2002). A
adiponectina parece ter a capacidade de inibir a adesdo de monocitos ao endotélio vascular e a
expressao de moléculas de adeséo, de modo que a sua concentracdo diminuida também se associa
com maior risco de doengas cardiovasculares, pois parece proteger o endotélio vascular contra a

maioria dos processos envolvidos na aterosclerose (GUIMARAES et al., 2007). Seus niveis no
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plasma sanguineo estdo inversamente relacionados com o percentual de gordura corporal,
especialmente a visceral. Ela também estd inversamente associada ao risco cardiovascular,
resisténcia a insulina, pressao arterial, niveis de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade
(LDL) colesterol e triglicerideos e positivamente relacionada aos de lipoproteina de alta
densidade (HDL) colesterol. Além disso, parece apresentar propriedades antiinflamatorias,
antiaterogénicas e antidiabéticas (NISHIDA, FUNAHASHI, SHIMOMURA 2007).

Um estudo avaliou o nivel de adiponectina dos pacientes (n=28 pacientes: 18 homens)
e estes apresentaram niveis mais baixos do horménio do que os de seus controles higidos; a
comparacdo realizada entre os periodos pré e pds-TRE (n=24) indicou que ocorreu um ligeiro
aumento em seus niveis sem, contudo, atingir o patamar de seus controles (LANGEVELD et al.,

2007a).
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¢ [ Hipertensio

Hypg. "a{ Aterosclerose ]

adiponectinemia
P 1‘ h"""'i[ Disfuncdo [:ardia[:a]
[ Variacao genética ]

Figura 12 Doencas decorrentes da hipo-adiponectinemia
Fonte: MATSUZAWA, 2010
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2.3.4.4 Hormonio do crescimento e fator de crescimento semelhante a insulina

O hormonio do crescimento (GH em decorréncia do inglés growth hormone) é um dos
principais componentes do eixo somatotréfico. A secrecdo do GH pela hipofise é controlada pelo
hipotalomo e sua acdo decorre primariamente da regulacdo periférica do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1 de Insulin-like growth factor-1) e das proteinas de ligacdo do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGFBPs 1-6), mas também da sua acdo direta na maioria
das células do corpo humano (BARRETO-FILHO et al., 2002). Além da sua ac¢do fundamental
no crescimento somatico, o eixo GH/IGF-1 (Tabela 2) auxilia na regulacdo de inimeras fungdes
que se encontram relacionadas a resisténcia insulinica e a fatores de risco cardiovasculares e

marcadores inflamatorios.

Tabela 2 Acdes metabodlicas do GH e do IGF1

Orgéo GH IGF1

e Aumenta a lipblise

Reduz a captagéo de glicose

Induz  diferenciacdo de  pré-

Tecido adiposo Reduz lipogénese adipécitos

Reduz reesterificacdo de AGC

Estimula sintese de proteinas . . .
o Estimula sintese de proteinas
Reduz captacéo de glicose

Musculo esquelético e Estimula captacdo de glicose
Aumenta atividade de LPL (GLUT 4)

« Aumenta secrecio de VLDL e Diminui a producdo hepética de

Figado . glicose
e Aumenta atividade de HL

. . e Aumenta sintese de proteinas
e Aumenta sintese de proteinas P

- . L e Aumenta sensibilidade insulinica
¢ Reduz sensibilidade insulinica

Aumenta a producdo e captacdo de

Global 5 3 °
e Aumenta a producdo e captacdo de lipoproteinas

lipoproteinas
Agudamente reduz e cronicamente

e Aumenta lipolise e oxidacéo lipidica aumenta a oxidaco lipidica

Fonte: www.diabetes.org.br/attachments/.../Manoel-Herminio-2011.pdf


http://www.diabetes.org.br/attachments/.../Manoel-Herminio-2011.pdf
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O IGF-1 é um peptideo de aminoéacidos sintetizado no figado em resposta ao GH e
mediador de vérias agdes deste horménio, constituindo-se num marcador importante para o
monitoramento do eixo GH-IGF. Os valores séricos do IGF-1 sdo baixos ao nascimento,
aumentam durante a infancia, apresentam seus maiores niveis durante a puberdade, e diminuem
gradualmente com a idade, atingindo um plat6é no inicio da idade adulta. Os niveis de IGF-1 da
puberdade parecem determinar os da vida adulta. Em criancas, as alteracfes em seus niveis
parecem relacionar-se a anormalidades no crescimento, e em adultos ele tem sido envolvido no
desenvolvimento de varias doencas, tais como: diabetes, osteoporose, doencas renais, cancer e
doencas cardiovasculares. O gene do IGF-1 também exerce efeitos anabdlicos no 0sso. A
sinalizacdo induzida pelo IGF1 modela trés processos: o metabolismo proteico, lipidico e dos

carboidratos (CLEMMONS, 2012).

2.4 QUESTOES DE PESQUISA

As questdes de pesquisa que nortearam o presente trabalho encontram-se abaixo descritas:
v O estado nutricional dos pacientes com DG tipo | esta alterado?
v Os pacientes com DG tipo |1l também apresentam hipermetabolismo como os de tipo 1?

v' O estado nutricional dos pacientes de nossa coorte se assemelha ao descrito em outros

estudos?

v" O estado nutricional dos pacientes esta associado a variaveis laboratoriais como niveis de

ferritina e perfil lipidico?
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v" Os pacientes com DG apresentam alteracdes na homeostase de energia?

v Os niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes com DG tipo | sdo diferentes do que

0s dos controles?
v Os pacientes com DG tipo | apresentam sindrome metabolica?

v' Existe relacdo entre os indicadores de resisténcia a insulina e o nivel dos hormdnios grelina,

leptina e adiponectina?

v’ Os niveis de grelina, leptina e adiponectina estio relacionados ao estado nutricional dos

pacientes com DG?

v’ Os niveis de grelina, leptina e adiponectina estdo associados as variaveis do estado clinico?

2.5 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os pacientes com DG apresentam um conjunto de manifestacdes clinicas que requerem
um efetivo acompanhamento clinico de equipe multidisciplinar. A DG predispde ao
desenvolvimento de doencas viscerais, 6sseas, hematoldgicas, e os pacientes com manifestacoes
precoces podem apresentar, ainda, comprometimento no crescimento, talvez devido ao
hipermetabolismo associado a doenga. Com o tratamento, algumas alteragdes clinicas tendem a
normalizacdo. Contudo, algumas alteracbes metabdlicas persistem, podendo contribuir para o

desenvolvimento de doencas associadas.
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Diversas pesquisas apontam que os pacientes com DG, mesmo em TRE, continuam
apresentando alteracdo em alguns horménios em comparacdo com controles higidos. Nao se
localizou na literatura médica estudos que tratam da resisténcia a insulina associada aos niveis de
grelina, leptina e adiponectina. Alguns estudos referem que esses pacientes tém maior propensao
ao aumento de peso, da resisténcia a insulina e de desenvolvimento de DM2. Por isso, julgou-se
importante, juntamente com a grelina, leptina e adiponectina, avaliar o estado nutricional dos
pacientes.

Estudo realizado por este centro de referéncia apontou que pacientes com DG, mesmo em
tratamento, continuam apresentando gasto energético basal significativamente maior do que o0s
seus controles higidos. As causas que levam a esse hipermetabolismo ainda ndo estdo claras, de
forma que mais estudos sdo necessarios para tentar esclarecer essa questdo. E € nesse contexto
que se considerou importante a avaliacdo desses hormdnios, uma vez que 0S mesmos encontram-
se relacionados ao metabolismo energético.

A avaliacdo desses hormonios contribuird para entender melhor o metabolismo desses
pacientes fornecendo subsididios para monitorar a homeostase energética, detectando
precocemente alteracbes no estado nutricional e possiveis comorbidades. Acredita-se que
aprofundar o conhecimento sobre a DG e as alteragcbes metabdlicas associadas contribuird para

melhorar 0 manejo do tratamento, tendo em vista a heterogeneidade clinica da doenca.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS PRIMARIOS

v Avaliar o estado nutricional dos pacientes com DG em acompanhamento no CRDG/RS.

v Avaliar parametros da homeostase de energia dos pacientes com DG tipo | em TRE e em

acompanhamento no CRDG/RS.
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3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

v' Analisar as evidéncias da literatura sobre os aspectos nutricionais (crescimento e

metabolismo) dos pacientes com DG tipo I.

v Mensurar possiveis associa¢fes entre variaveis do estado nutricional com o perfil lipidico e os
indices de ferritina apresentados pelos pacientes com DG em acompanhamento no

CRDGIRS.

v"Auvaliar a taxa de metabolismo basal dos pacientes com DG de tipo IlI.

v Relacionar os niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes com DG com a

quantidade de enzima.

v Relacionar os niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes com DG com variaveis

do estado clinico.
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ABSTRACT

Gaucher disease (GD) type | is the most common type of GD. Its main clinical manifestations are
hepatosplenomegaly as well as bone and haematological abnormalities. The objective of the
present study was to perform a literature review on the growth and metabolism of GD type |
patients. Methods: We searched Pubmed and Scielo.br databases with predetermined study
limits: case series (n>5), clinical trials, systematic reviews, and meta-analyses, and enzyme
replacement therapy (ERT) with alglucerase or imiglucerase. The outcomes of interest were the
following: growth and development, weight, height, malnutrition, overweight, obesity, basal
metabolism, hypermetabolism, insulin resistance, and diabetes. A total of 175 articles were
found, of which 28 met the inclusion criteria; these articles were grouped into three central
themes: 1) growth of children and adolescents before and after ERT; 2) metabolic changes that
remained during ERT; 3) changes in metabolic status resulting from the treatment. Results and
Discussion: The articles included in the present literature review are very heterogeneous, which
hinders the analysis of data. They indicated that GD patients usually show low weight and height
before ERT, which are improved with treatment in children and adolescents. Studies evaluating
the energy metabolism by indirect calorimetry have indicated that the disease is associated with
hypermetabolism. In adults, some changes in energy metabolism remain on ERT, and alterations,
such as insulin resistance, seem to be associated with the treatment. It is not clear which are the
required doses of imiglucerase for obtaining an adequate cost-effective relation, as well as the
advisable therapeutic measures to avoid possible long-term adverse effects related to ERT.
Conclusions: ERT tends to normalise the growth of children and adolescents with GD type I, it
seems to show a partial response in relation to some metabolic changes associated with the
disease, and it can causes metabolic changes such as weight gain in adult patients. Therefore,

additional research is necessary.
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1 INTRODUCTION

Gaucher disease (GD) is an autosomal recessive genetic disease and one of the most
common lysosomal diseases. GD results from pathogenic mutations of the GBA gene encoding
the enzyme glucocerebrosidase (acid B-glucosidase), which is located on chromosome 1g21.31.
The absence or low activity of this enzyme leads to a progressive accumulation of its substrate
(glucocerebroside) and hence causes the clinical manifestations of the disease [1].

GD is a pan-ethnic disease and its worldwide prevalence is 1 in 50,000-100,000; however,
it can be as high as 1 in 850 in individuals of Ashkenazi heritage [2]. The most frequent
pathogenic mutations in the GBA gene are p.N370S (c.1226A>G) and p.L444P (c.1448T>C) [3].
The clinical variability found in patients with GD is related to the type of mutation in the GBA
gene and to the proteins, substrates and metabolism of each individual, as well as environmental
factors; yet, many of these factors are not completely known.

The medical literature classifies GD into three broad phenotypic categories: a) type |
(OMIM #230800), also referred to as adult or non-neuronopathic GD, which is the most common
type, characterised by the presence of visceral (hepatosplenomegaly, bone involvement) and
hematologic symptoms (anaemia and thrombocytopenia), and the absence of significant
neurological impairment. Although it is referred to as adult GD, 66% of patients are diagnosed
before the age of 20 [4]; b) type 11 (OMIM #230900), or acute neuronopathic form, has very early
clinical manifestations and significant neurological impairment; c) type 111 (OMIM #231000), or
sub-acute neuronopathic form, is similar to Type Il, but less severe. It is estimated that less than
5% of patients with GD has type Il or 111 GD [5].

For many years, GD was treated with symptomatic therapies and palliative measures such
as splenectomy. Since the 90s, however, enzyme replacement therapy (ERT) has been the gold

standard treatment. Initially, ERT with alglucerase was used. Afterwards (1998), the emergence
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of ERT with imiglucerase (Genzyme Corporation, Allston, MA) led to improvements in the
quality of life of GD patients [6]. The response to ERT differs according to: a) type of GD (type |
or I11); b) initial degree of involvement; and c) affected organs. In general, the best response is
obtained in the hematological and visceral parameters. Some aspects of the bone disease, such as
osteonecrosis, osteofibrosis, and lytic lesions, cannot be reversed. Nevertheless, early initiation of
treatment reduces the risk of these irreversible complications [2].

The metabolic status of patients with GD type | has improved with ERT. However,
because of its rarity, few large studies have been performed to specifically assess the strength of
data highlighting the benefits and limitations of ERT in patients diagnosed in childhood and
monitored through adulthood. Therefore, the objective of the present study was to review the
literature about the nutritional and metabolic status of patients with GD type I. Our initial
hypotheses were: 1) there is high prevalence of low weight and height in non-treated patients; 2)
ERT has a beneficial effect on these parameters, which is dose-dependent, but may not
completely normalise them; 3) ERT does not fully resolve some of the metabolic disorders of

GD; and 4) ERT may as well affect other parameters related to energetic metabolism.

2 MATERIAL AND METHODS

All steps of this literature review were performed by one of the authors of the present
article (DD). Inclusion criteria were established based on: a) type of study: case series
(prospective and retrospective, cross-sectional or longitudinal, controlled or not controlled, only
if n>5), clinical trials, systematic reviews, and meta-analyses; b) population: patients with GD
type | ; c¢) intervention: ERT with imiglucerase or alglucerase; and d) outcomes: growth and

development, weight, height, malnutrition, overweight, obesity, basal metabolism,
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hypermetabolism, insulin resistance, and diabetes. Studies addressing specific nutritional
deficiencies (e.g. iron, vitamin D, and B12) were not included in this review.

The electronic search was performed using Pubmed/Medline and the Scientific Electronic
Library Online (scielo.br). Pubmed/Medline was searched using the following search strategy:
Gaucher disease AND (nutrition OR growth OR anthropometry OR malnutrition OR nutritional
status OR REE OR resting energy expenditure OR calorimetry OR body composition OR insulin
resistance OR type Il diabetes OR overweight OR obesity OR calorimetry, indirect OR resting
metabolic rate OR energy metabolism OR indirect calorimetry OR basal metabolic rate OR basal
metabolism OR metabolic status) NOT Gaucher[Author] Filters activated: Abstract available,
Humans, English, French, Italian, Portuguese, Spanish and studies published until October 2012.
As a result, 165 studies were retrieved. The search in Scielo.br was performed using the term
“Gaucher disease” including studies published until October 2012; as a result, 10 additional
studies were retrieved.

The abstracts of 175 studies were then reviewed, but only 33 met the inclusion criteria and
were analysed (142 were excluded). Based on the review of their bibliographical references, two
additional studies [7;8] were identified and included in the present literature review. Thus, 35
articles were read entirely; seven of them were later excluded: although they referred to the
nutritional parameter studied, they did not present the specific corresponding data or analysed
data from patients with Gaucher type | and I11. Twenty-eight papers were included in the present

literature review. The description of the search results is shown in Figure 1.

3 RESULTS
The 28 studies included in our review were very heterogeneous. In addition, most of them

included a small sample and were retrospective and non-controlled (Tables 1 and 2). According
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to their focus, they selected studies were grouped considering three aspects of the disease: 1)
development of children and adolescents during pre- and post-ERT periods (n=17); 2)
abnormalities in energy metabolism that remained during ERT (n=10); 3) abnormalities in
metabolic status arising after ERT (n=2, with one of them [9] also providing data related to the
aspect of energy metabolism).

3.1 Growth of children and adolescents in the pre- and post-ERT periods

The growth of children and adolescents with GD type | has been monitored by researchers
from different countries. They have observed a high prevalence of underweight and reduced
height in children and adolescents with GD type | before ERT (Table 1) [8;10-22]. Ten of these
studies have compared the basal data with different periods of ERT: when the same study
presented data of different times, we considered the data of the first evaluation after the
beginning of ERT (Table 1).

One study conducted in South Africa (n=9) analysed the efficacy of low doses of
imiglucerase (£10UI/kg every 2 weeks): weight and height were assessed at the beginning and at
the end of the follow-up period. Results showed the number of kilograms and centimetres gained
by patients after each year of follow-up: patients grew a mean of 5.6 cm per year and their weight
increased significantly over time at a mean of 3.9 kg per year [23].

A study including children with GD in Spain (n=19) associated growth with the levels of
insulin-like growth factor (IGF) before and after ERT. Before ERT, there was a positive
correlation between the standard deviation of height and that of the IGF-I and IGF binding
protein 3 (IGFBP-3). One year after initiating ERT, IGF-I and IGFBP-3 levels were normalised
[24].

3.1.1 Delayed puberty and evolution without treatment
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Two studies performed in Israel [14;25] assessed growth and pubertal development in
treated and untreated patients. The first study found that growth deceleration in untreated patients
occurred from 3-5 years old and that height decreased significantly in later childhood. However,
at the end of the growth period, the difference between the achieved final height and the target
height was not significant, even considering the presence of pubertal development delay in 60%
of patients, regardless of the patient being or not on ERT. Delayed growth and puberty were more
frequent in patients with more severe disease types [14]. The second study compared mean and
standard deviation of height and weight in two groups (untreated: n=34; treated: n=29) at baseline
and after three years of follow-up. The mean of z-score of untreated patients at baseline and at the
end of the follow-up were respectively: height=-0.39; -0.38; weight=+2.30; +4.83; and the mean
of treated patients at baseline and the end of follow-up were: height=-1.18; -0.60; weight=-0.84; -
0.25. The authors have not specified the number or percentage of patients with growth retardation
[25].

3.2 GD metabolic disorders which remain during ERT

Four studies assessed the basal metabolic rate (BMR) of GD patients by indirect
calorimetry. The first of these studies was conducted by Barton et al [26], who assessed BMR in
25 untreated patients with GD type | and 92 healthy controls. The BMR of patients and controls
was compared to the predictive equation of Harris-Benedict. The BMR of controls was 5%, while
that of patients was 44% higher than the BMR predicted by the equation. The second study was
conducted by Corssmit et al [27], who assessed BMR in seven untreated adult patients with GD
type | and seven healthy controls: patients showed BMR approximately 24% higher than that of
controls. In the third study, Hollak et al [28] continued the study conducted by Corssmit, in
which the BMR of the seven patients was reviewed after 6 months of treatment with alglucerase.

By comparing the measured BMR values — as predicted by the equation of Harris-Benedict in the
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pre-treatment period — it was found that they were 29% higher than the expected and, after 6
months of treatment, it remained 20% higher. Finally, in a study involving Brazilian patients,
whose mean time of ERT with imiglucerase was 5 years (n=12), it was found that BMR was 27%
higher than that of healthy controls [29].

In addition to energy expenditure, other aspects of metabolism were evaluated by other
studies, especially regarding glucose metabolism and insulin resistance during pre- and post-
treatment periods. A summary of these studies is shown in Table 2 [7;9;27;28;30-32].

3.3. Abnormalities arising during ERT

A study conducted by Hollak et al [28] comparing data from pre- and post-ERT periods
and involving seven adult patients showed that six of them had gained weight after 6 months of
treatment (mean 1.7 kg). Langeveld et al [33] reported changes in the metabolic status of adult
patients undergoing ERT. The study included the follow-up of 42 patients — 35 of them were on
ERT — and investigated the relationship between ERT and weight gain, insulin resistance, and
type 2 diabetes mellitus (type 2 DM). Before ERT, there were 16% of overweight, the median
BMI was 23.3kg/m?, and no case of type 2 DM was found. After ERT was initiated, the median
BMI increased to 25.7kg/m?, the prevalence rate of type 2 DM went up to 8.2%, and insulin
resistance and overweight rates were respectively 6% and 56%. The untreated patients (n=7)
showed initial overweight rate of 14% and, after 8 years, there was a 57% prevalence rate; no
cases of insulin resistance or type 2 DM were reported. A study in Turkey evaluated insulin
resistance in ERT patients with GD and without overweight (n=14), and showed that they had
higher levels of fasting insulin, post-load glucose and insulin when compared to controls.
Elevated insulin levels in GD type | patients were positively correlated with free fatty acid,

triglyceride, and severity score [9].
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4 - DISCUSSION

The studies found in the present review were very heterogeneous: many analyzed data
from patients with GD type | and Ill, or children/adolescents and adults jointly, for instance. It
was therefore necessary to reanalyse the data presented in the original tables focusing only on the
outcomes of interest. In some cases, the studies did not show complete data regarding treatment,
not including dose, treatment duration, or type of treatment used. In addition, most of them had
small sample size and were retrospective and cross-sectional studies, what certainly limited our
conclusions.

4.1 Growth of children and adolescents in the pre- and post-ERT periods

The results of the studies were presented in a very different manner: most did not
specifically addressed growth-related variables (weight and height), mentioning only one of them
(Table 1). Furthermore, several different units of measure were used to show the results:
percentile [18], z-score [10;13-15;21;22;25], increase in centimetres or kilograms [23]. Regarding
patients' age (Table 1), some researchers collected this variable during the diagnostic period and
others during the beginning of the treatment, some used the mean age, whereas others worked
with age groups [12;14;22], and others presented tables from which data of interest were
collected [11;15-17;20]. Thus, comparisons among the studies could not be made.

The studies showed that untreated children and adolescents had both weight and height
below the expected rates for their ages. In addition, when there were early clinical manifestations
of the disease, GD was often more severe and growth rates were even more impaired. In general,
the studies indicated that ERT had a very positive effect on the growth of children and
adolescents, causing a catch-up and a significant improvement in z-score indexes of weight and
height. Yet, it was unclear whether the group of patients with GD, as well as their improved

indexes, could fully meet the expectations of growth based on their genetic heritage. In this
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regard, attention should also be devoted to children and adolescents who apparently have a proper
growth level, given that it may be below the growth expected for their age when compared to the
height of their parents [14; 34].

In addition to weight deficit, we also observed that adolescents with GD type | had
pubertal development delay [14]. At first, the treatment led to resumption of optimal growth
levels and adjustment to the different stages of puberty [34]. It was also suggested that growth
retardation could be related to changes in the IGF axis of untreated children and adolescents [24].
Considering the heterogeneity of the disease, it is very important that researches aimed at a better
understanding of the factors that interfere with the metabolism of patients continue to be
conducted.

The studies did not fully determine the necessary amount of enzyme for the optimum
development of children and adolescents: some researches have shown good results with low
doses, whereas others have demonstrated good results with high-dose regimens; however, they
have not clarified the severity score and the patients’ age at the beginning of the treatment. Since
ERT is an expensive treatment, it is crucial that patients are monitored by a multidisciplinary
team — preferably in reference centres, for the adequate identification of the lowest sufficient dose
to reverse the current symptoms and prevent possible damages. Furthermore, it is important to
point out that the clinical outcome of patients found in studies in the past two decades may have
been influenced by other factors besides the treatment with ERT, such as better nutritional intake.
4.1.1 Delayed puberty and evolution without treatment

According to studies conducted in Israel [14;16;25], delayed pubertal development in
patients with untreated GD did not interfere with their growth target. Therefore, it seems possible
that patients with mild GD may have adequate development without treatment. In agreement with

the initial hypotheses and according to all the studies reviewed, we found that: 1) the prevalence
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of low weight and height is high in untreated patients from different countries; 2) ERT has
beneficial effects on these parameters; however, it was not possible to determine whether it can
effectively normalise them, since the studies compared the patients’ growth with the population’s
growth instead of comparing it with their target of growth based on their parents' height; such
evaluation was only assessed in the study by Kauli et al [14]; 3) some patients could reach their
target growth even without treatment [14;16;25]; 4) in relation to the dose required for adequate
development, there seems not to be a consensus on the fact that higher doses are more effective in
solving growth problems: one study has found good results with low doses [23], whereas another
one has showed that the results are dose-dependent and more severe patients require a greater
amount of enzyme [18]. Further studies may clarify this aspect of growth in patients with GD
type I.
4.2 Metabolic disorders of GD that ERT cannot revert

Studies evaluating the energy metabolism of patients using indirect calorimetry have
suggested that the disease causes hypermetabolism [26-29], which would be responsible for
inadequate growth in untreated children and adolescents. At first, this hypermetabolism is not
observed in other lysosomal diseases with hepatosplenomegaly [26]. After 6 months of ERT, a
small decrease in energy expenditure was observed in the seven patients evaluated before and
after ERT [28]. However, these patients with BMR 30% higher than the one estimated by the
equation remained with 20% above the expected. This result is consistent with that found by
Doneda et al [29], whose patients, continued to have higher BMR than their controls after 5 years
of ERT with imiglucerase, hence indicating that the treatment could not normalise the energy
expenditure of patients with GD. Langeveld et al [35] evaluated whether the hypermetabolism of

patients participating in the research conducted by Corssmit [27] and Hollak [28] was associated
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with thyroid disease; no associations were found between these variables. Despite some
hypothesis on the relation between hypermetabolism and GD, it remains unclear.

Patients with GD showed impaired glucose metabolism [27;28]. In addition, when
compared to controls, the following changes were found in GD patients undergoing ERT: lower
plasma adiponectin levels [30], higher levels of glucosylceramide in patients than in baseline
controls [7;31], partial normalisation of glucosylceramide levels after 72 months of treatment [7],
higher levels of post-load glucose, insulin, triglycerides, and fatty acids [9], and greater
concentration of ganglioside GM3 in plasma [31;32]. These changes have indicated that, despite
the efficacy of the treatment in solving some manifestations of the disease, it has not been as
effective in treating certain metabolic changes. The hypothesis proposed in the present review
that ERT shows limitations in solving some GD metabolic problems seems to be corroborated by
the studies analysed; therefore, further studies and longer follow-up periods may contribute to
better understanding both the mechanism of the disease and its evolution.

4.3 Abnormalities associated with ERT: overweight, insulin resistance, and type 2 DM

A study conducted by Langeveld et al [33] in the Netherlands, with a cohort of 49
patients, identified a higher percentage of patients with type 2 DM and overweight after some
years of ERT. The development of type 2 DM may be related to the several changes found in the
glucose metabolism of patients with GD.

The prevalence of overweight was not different from that observed in studies involving
the general population; yet, overweight onset was quite different: GD patients started presenting
lower levels of weight when ERT was initiated (even considering organomegalies). Hence,
weight gain was more significant than in the general population. According to the author, one of
the reasons for this finding was that ERT reduced the hypermetabolism of GD, but without the

proportional adjustment of energy intake by patients, thus resulting in a higher level of weight
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gain. Regarding children and adolescents, this caloric difference would be directed to growth and
would explain why they have not shown the same trend of overweight observed in adults
undergoing ERT.

According to a study conducted by Ucar et al [9], it is possible that patients with more
severe GD have a reduction in insulin sensibility and a greater tendency to develop type 2 DM,
even without being overweight. Additional studies with larger numbers of patients and other
populations are needed to verify this hypothesis.

Another consideration relates to differences in parameters due to age at the beginning of
treatment: it is possible that the adverse effects observed in patients who started ERT in an older
age are different from those who started treatment at an early age. There is no consensus about
the dose required to achieve a cost-effective adequate and therapeutic measures advisable to
avoid possible long-term adverse effects, such as weight gain and insulin resistance, as described
in some studies. Currently, this information is even more relevant as new enzymes have been
approved, and it is important that doctors and patients have consistent information about each of

them in order to choose the best treatment.

5 CONCLUSIONS

Most studies have not specifically addressed growth and metabolism and GD.
Nevertheless, several studies have dealt with this topic, especially regarding the growth
retardation rate of children and adolescents and the delayed puberty in untreated adolescents.
Although some changes in metabolism remained, ERT contributed to normalise the development
of children and adolescents. Studies have also shown that some patients with milder disease may
have adequate growth without treatment. As for adults, ERT seemingly causes weight gain,

insulin resistance, and development of type 2 DM.
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According to the available literature, it is not possible to determine if hypermetabolism is
a characteristic of GD, if it is caused by factors also found in other chronic diseases, or even if it
correlates with the severity of the clinical manifestations of patients, which has an impact on the
establishment of the prognosis or management. We believe that further studies, especially
controlled and longitudinal studies including an adequate sample size, are needed to address these

gaps in knowledge.
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Table 1 Summary of weight and height in the pre and post-enzyme replacement therapy (ERT) in children and adolescents with
type | Gaucher Disease

BEFORE ENZYME REPLACEMENT THERAPY AFTER ENZYME REPLACEMENT THERAPY
Sample Mean age at Mean_age at LQW LQW Growth Sample <18 Time on Impro_ved
Country  Authors <18 dlagn03|s_or baselmg or weight  height retardation years at.the Mgar_l dosage percentile or

years presentation evaluation (<p5)  (<pb5) (%) beginning (years) of imiglucerase z-score of

(M (o) (o) (%) (%) of ERT (n) height (%)
Japan Ida et al 1998[10] 19 2.7 7.4 10 74 74 - - - -
Canada MacKenzie et al 1998 [11] 15 - - - - 47 - - - -
ICGG*  Kaplan et al 2006 [12] 496 - - - 34 - - - - -
Tunisie BenTurkia et al 2010 [13] 11 4.2 8.2 - - 36 - - - -
Albania  Shehi et al 2011 [8] 8 - - - - 25 - - - -
Israel Kauli et al 2000 [14] 30 - 5.1 - - 63° 11/30 1-7 30U1/kg/mo® E
Romanian Grigorescu et al 2007 [15] 6 7.9 14.5 - 33 - 6/6 15 45 Ul/kg/inf f
Israel Zevin et al 1993[16] 30 5.6 9.9 27 33 33 6/30 1 30UI/kg/mo 50
Italy Bembi et al 1994[17] 6 - 10.2 50 50 - 6/6 1.1 43Ul/kg/mo 50
USA Kaplan et al 1996[18] 18 4.5 - - 50 50 18/18 1 48 Ul/kg/inf 71
ICGG? Kaplan et al 1996[18] 81 6.6 - - 48 48 36/81 15 - 64
Brazil Oliveira et al 2002 [19] 13 5.8 - 15° 36° - 13/13 - - 55
Argentina Drelichman et al 2007 [20] 5 52 6.2 60 60 80 5/5 1.2 - 80
Brazil Sobreira; Bruniera 2008 [21] 41 - - - 46° - 41/41 2 35 Ul/kg/inf 77
ICGG? Andersson et al 2008 [22] 702 - - - 42 - 702/702 8 39 Ul/kg/inf -9

Yo=years old; ICGG= International Collaborative Gaucher Group

a- Anderson et al 2008included the patients of the study by Kaplan et al 2006 and 1996

b- 63% of patients with growth retardation in childhood (19/30)

c- Less than or equal to score 2 standard deviation

d- The patients received 2.3U/kg 3 times weekly, i.e., 30U/kg/month. In children whose bone disease had worsened the dose was increased to 30U/kg every 2 weeks

e- The author shows the mean of standard deviation score for the height of the group without the individual patients’ data, but noted that the growth velocity gradually increased
f -The author reported that patients normalised their growth, however did not show the corresponding data

g -The median height z score for the study population was -1.4 at baseline and improved to -0.3 after 8 years of ERT, similar to the median for normal population.



Table 2 Gaucher disease: summary of the metabolic abnormalities described in treated and untreated patients

Authors Country Sample Study objective Results
- - - _3 . - 0
Corssmit et 7 untreated patients  Assessing the After continuous |nfu5|_on of [3-°H] gl_ucqse, b_asal glucose _productlon was appro>§|mate_ly 30%
The . higher in patients than in controls, while insulin concentration was also slightly higher in
al 1995 and 7 healthy metabolism of glucose - . . . . . .
Netherlands . patients. The differences in basal glucose production were not associated with the concentration
[27] controls and fatty acids Lo
of plasma insulin or other glucoregulatory hormones.
Hollak et The 7 pre and post ERT  Evaluating the effect of  Continuation of Corssmit’s study and reassessment of parameters after 6 months of ERT.
al 1997 patients and 7 ERT on the clinical and  Increased basal glucose production persisted even with the use of ERT. Patients gained weight
Netherlands . L .
[28] healthy controls metabolic parameters in this period.
Langeveld The 26 pre and post Comparing serum GD disease patients showed reduced levels of adiponectin. There was no correlation between
et al 2007 Netherlands ERT patients and adiponectin before and  the levels of adiponectin, glucose and insulin. After ERT, the levels of adiponectin increased,
[30] 26 healthy controls  during treatment but remained below those of the controls.
6 patients (3 on Studying the influence
Langeveld P of glycosphingolipids At basal state, the levels of glucosylceramide and ganglioside GM3 in plasma were higher in
The ERT and 3 : : ; - : - .
et al 2008 storage in the patients than in controls. The IMGU was lower in patients (n=5) than in controls. The
Netherlands  untreated) and 6 . - . - - e - .
[31] metabolism of glucose  suppression of lipolysis by insulin was observed to be less effective in patients with GD.
healthy controls .
and fatty acids.
Baseline: 27 . . .
. At basal state, 27 patients were compared with 16 controls and showed glucosylceramide levels
patients, 15 pre and - . : .
Determining the levels  greater than three times that of the controls, while the ceramide levels were observed to be
Groeneret  The post treatment (13 - . : - A .
: . of glucosylceramide slightly lower. Regarding the basal state, patients showed a significant decrease in
al 2008 [7] Netherlands inERT and 2 in ; | | ide level liaht i . ide level ial lization of
SRT) and 16 and ceramide glucosy ceram!de evels and a slight increase in ceramide levels A partial normalization o
. glucosylceramide levels was observed over 72 months.
control subjects
Glucosylceramide and ganglioside GM3 concentrations in plasma were significantly higher than
Ghauharali . - those observed in the controls. Also, the concentrations found for splenectomized patients were
40 treated patients Determining . . : . - :
- van der The L . higher than those of non-splenectomized patients. In comparison with non-splenectomized
and 30 healthy ganglioside GM3 in . . . : . .
Vlugtetal  Netherlands controls the plasma patients, the referred concentrations were higher in splenectomized patients. Plasma
2008 [32] P concentrations of ganglioside GM3 have significantly correlated with plasma chitotriosidase
activity, the severity of the disease and hepatomegaly.
14 patients Assessing insulin One patient had insulin resistance. The difference between the median glucose of patients
undergoing ERT - g (114+5mg/dL) and that of the post-load controls (103+£15.7mg/dL) was significant. Insulin
Ucar et al k iah resistance in ERT level anifi Iv higher i . han i | ial id df id
2009 [9] Turkey (not overweight) patients (not evels were significantly higher in patients than in controls. Triglycerides and fatty acids were

and 14 healthy
controls

overweight).

also higher in patients with GD. High insulin levels were positively correlated with free fatty
acids, triglycerides and severity score.

Methodology: All study is case-control.
GD- Gaucher disease; ERT- Enzyme Replacement Therapy; IMGU- glucose insulin mediated glucose uptake; SRT- Substrate Reduction Therapy.
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Resumo

A doenca de Gaucher (DG) pode apresentar auséncia (DG tipo 1) ou presenca (DG tipo Il e tipo
I11) de comprometimento neuroldgico e caracteriza-se pela heterogeneidade clinica. O tratamento
com terapia de reposicdo enziméatica (TRE) tende a melhorar o quadro clinico associado, mas o
seu efeito em parametros nutricionais é pouco estudado. Objetivo: Avaliar o estado nutricional,
dos pacientes com DG tipo | em acompanhamento no Centro de Referéncia do RS. Metodologia:
O estado nutricional dos pacientes atendidos no centro (n=35; masculino=18; <18 anos=4; média
de idade: 35+16 anos; 29 em TRE) foi avaliado por meio de peso, estatura, circunferéncia
abdominal e indice de Massa Corporal (IMC) e correlacionado com variaveis clinicas, niveis de
ferritina e perfil lipidico. Resultados: Entre os 31 adultos, quatorze apresentaram sobrepeso ou
obesidade grau I, todos os pacientes <18 anos estavam com indices de peso e estatura para a
idade adequados. A idade dos pacientes apresentou alta correlacdo com o IMC e com o nivel de
ferritina. O IMC apresentou correlagdo com a ferritina e esta com o colesterol total e com o LDL-
colesterol. O colesterol total apresentou correlagdo com o HDL, com o LDL e uma correlacéo
negativa com a quitotriosidase. O subgrupo que iniciou o tratamento com idade >18 anos (n=16)
teve um aumento significativo de IMC ap6s a TRE (p=0,001) e tanto sua idade de inicio de
tratamento quanto a atual apresentaram correlacdo com o IMC e este com a ferritina sérica. O
subgrupo de pacientes que iniciou a TRE até 16 anos tiveram um aumento significativo no indice
de escore-z para estatura e IMC (respectivamente: p=0,004 e p=0,032). Conclusdo: A TRE
parece normalizar o crescimento de criancas e adolescentes. A idade dos pacientes com DG tipo |
parece estar associada com um ganho de peso maior do que o da populacdo em geral. Além disso,

a idade e IMC parecem associar-se aos niveis de ferritina nesses pacientes.

Palavras-chave: doenca de Gaucher, estado nutricional, terapia de reposi¢do enzimatica.
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1. Introducgéo

A doenca de Gaucher (DG) é uma doenga lisossémica que resulta de mutagdes no gene
que codifica a enzima glicocerebrosidase (EC 3.2.1.45). A auséncia ou a baixa atividade dessa
enzima, que atua no metabolismo dos esfingolipideos, conduz a um progressivo acimulo de seu
substrato, a glicosilceramida, nos macréfagos dos tecidos causando as manifestacdes clinicas da
doenca (Grabowski et al 2012). A DG € uma doenca pan-étnica e estima-se uma incidéncia
inferior a 1/60.000 recém-nascidos vivos (RNs) em populagdes ndo-judias; além disso, é o
disturbio genético mais comum em descendentes de judeus Ashkenazi com uma incidéncia
estimada de 1/850 RNs (Mistry et al 2011). Os pacientes com DG apresentam varia¢do quanto ao
seu fenotipo clinico, e isso esta relacionado ao tipo de mutagdo no gene GBA e as proteinas,
substratos e ao metabolismo de cada individuo, sendo que a maioria desses fatores ainda ndo esta
bem elucidado.

A literatura descreve trés tipos de DG: a) o tipo | é o mais frequente e caracteriza-se pela
presenca de quadro visceral (hepatoesplenomegalia, comprometimento 0sseo) e hematologico
(anemia e plagquetopenia), e pela auséncia de comprometimento do sistema nervoso central; b) o
tipo 11 no qual as manifestacGes clinicas s&o muito precoces e ha comprometimento neurologico
importante e grave; c) o tipo Ill, semelhante ao tipo Il, porém menos precoce e menos grave
(Grabowski et al 2009).

Os pacientes também podem apresentar hiperferritinemia (Stein et al 2010), alteracGes do
perfil lipidico (Stein et al 2011) e aumento da glicemia (Langeveld et al 2008), cujas causas ainda
ndo estdo bem esclarecidas. A hiperferritinemia € um achado frequente na DG antes do
tratamento e alguns pacientes continuam a apresenta-la mesmo em TRE. As causas para a
persisténcia da hiperferritinemia ainda ndo séo inteiramente conhecidas (Stein et al 2010). Ha

relatos de baixos niveis da lipoproteina de alta densidade HDL-colesterol (HDL) em pacientes
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com DG, persistentes mesmo com o tratamento, cujas causas ainda ndo foram bem
compreendidas. Nestes pacientes, ndo foram encontrados danos vasculares associados (de Fost et
al 2009).

Atualmente, o tratamento de escolha é o da terapia de reposicdo enzimatica (TRE),
disponivel a partir da década de 90, cuja resposta é distinta de acordo com os tipos da DG, sendo
0s pacientes do tipo | os que melhor respondem a ela. Neste sentido, 0 monitoramento do estado
nutricional pode ter papel relevante nesse acompanhamento. Este trabalho pretende avaliar o
estado nutricional dos pacientes com DG tipo | em acompanhamento no Centro de Referéncia do
Rio Grande do Sul (CRDG/RS).

2. Pacientes e métodos

Amostra de conveniéncia. Estudo longitudinal com acompanhamento médio de 7 anos.
2.1 Pacientes: Para serem incluidos no estudo, os pacientes preencheram os seguintes critérios de
inclusdo: diagnostico bioquimico de DG (atividade diminuida da beta-glicosidase em leucécitos
ou fibroblastos); presenca de tipo | da doenca, de acordo com avaliagdo do médico assistente;
estar em acompanhamento no CRDG/RS e concordar em participar do estudo mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2.2 Avaliacdo do estado nutricional: Para avaliagdo do estado nutricional foram utilizadas as
seguintes medidas: estatura e IMC para a idade para os adolescentes, com valores expressos
através do escore-z e IMC e circunferéncia da cintura para os adultos (Alberti et al 2009). As
medidas antropomeétricas de peso, estatura e circunferéncia da cintura foram coletadas no dia da
ultima consulta. A classificacdo do estado nutricional foi realizada com base nas diretrizes da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO 1995) para adultos e nas de 2007 (WHO 2007) para
adolescentes. Considerou-se crianca a pessoa com até doze anos de idade incompletos e

adolescente, aquela entre doze e dezoito anos de idade (BRASIL, ECA, 1990).
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2.3 Dados clinicos: Informacdes relativas ao estado clinico, dados do tratamento e parametros
laboratoriais foram obtidas por meio de revisdo dos prontuarios médicos. O diagnéstico de
hepatomegalia e esplenomegalia foi realizado a partir de exames de imagem.
2.4 Andlise estatistica: A andlise de dados foi feita para o grupo em geral e para subgrupos de
acordo com faixa etaria e periodo de tratamento. A analise estatistica foi realizada no SPSS
(SPSS for Windows, 18.0). A estatistica descritiva foi apresentada em média e desvio padrdo ou
mediana e quartil 1 e 3 Para avaliacdo da normalidade da distribuicdo das variaveis utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk. Para comparacdo de variaveis continuas entre grupos e subgrupos foram
utilizados: teste t de Student (variaveis paramétricas), ou teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney
(variaveis ndo paramétricas), para comparacdo de medidas multiplas 0 ANOVA para medidas
repetidas. Para comparacdo de varidveis antes e ap6és o tratamento foi utilizado o teste t para
amostras pareadas (variaveis paramétricas), ou o teste de Wilcoxon (varidveis nao paramétricas).
Para variaveis categoricas foi utilizado o teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher. Para a analise de
correlagédo entre as variaveis foi utilizada a correlacdo de Pearson (variaveis paramétricas), ou a
de Spearman (variaveis ndao parametricas). O nivel de significancia adotado foi de 5%.
2.5 Aspectos éticos: O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Brasil (Protocolo 11/0132).
3. Resultados

A época da realizacdo do estudo, trinta e cinco pacientes com DG tipo | eram
acompanhados no CRDG/RS. As informac0es relativas ao estado clinico/nutricional, dados do
tratamento e parametros laboratoriais desses pacientes encontram-se na Tabela 1. Entre eles, seis
ndo se encontravam em tratamento: um paciente adulto teve reacdo alérgica grave a enzima
imiglucerase (Genzyme Corp, Allston, EUA); quatro ainda estavam em avaliacdo; e o ultimo

abandonou o tratamento apos 13 anos.
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A medida da circunferéncia da cintura encontrava-se acima da referéncia para 11 dos
pacientes que estavam com sobrepeso ou obesidade e para um que apresentava peso adequado.
Os adolescentes em TRE (n=3) estavam com escore-z adequado para peso e estatura.

Os dados das associacdes entre idade, IMC, ferritina e perfil lipidico encontram-se na
Tabela 2. Em relacdo a doencas cardiovasculares, 9 pacientes tem hipertensdo, um dos quais ja
teve um acidente vascular cerebral.

O grupo que iniciou o tratamento com idade >18 anos (n=16) teve um aumento
significativo de IMC ap6s a TRE (p=0,001) e tanto sua idade de inicio de tratamento quanto a
atual apresentaram correlagdo com o IMC, o qual também associou positivamente com a ferritina
sérica (Tabela 2). O grupo que iniciou o tratamento com idade menor do que 16 anos e cujos
dados prévios estavam disponiveis (n=10) apresentou um aumento significativo de escore-z de
estatura e IMC (respectivamente: p=0,004; p=0,032). A média de idade de inicio de tratamento e
de tempo de seguimento foi de 9+4 e 8+3 anos, respectivamente com dose de enzima de
30UI/kg/inf. (Tabela 3).

4. Discussao

A maioria dos pacientes avaliada neste estudo encontrava-se com peso adequado, no
entanto, mais de um terco deles apresentava excesso de peso. Os adolescentes se encontravam
com o escore-z adequado para peso e estatura. A avaliacdo da circunferéncia da cintura foi
realizada somente para pacientes adultos e 12 deles apresentaram indices superiores ao indicado.

O IMC apresenta limitagfes quando utilizado como Unico parametro de determinacao do
estado nutricional para os pacientes com DG tipo I, pois ele pode encontrar-se distorcido pelas
visceromegalias comuns nesses pacientes. Relacionar este indice com as caracteristicas da doenca
e com outros indicadores de estado nutricional pode auxiliar na minimizagéo de vieses. A medida

da circunferéncia da cintura constitui-se em um parametro importante para monitorar a obesidade
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abdominal, fator de risco para sindrome metabolica (Alberti et al 2009) e Diabetes Mellitus tipo
2, tendo em vista a suscetibilidade desses pacientes (Langeveld et al 2008; Ucar et al 2009).
Contudo, essa medida pode ser afetada pelas organomegalias, sendo conveniente compara-la com
outros parametros, tais como: ecografia, ressonancia, etc.

Neste estudo, nove pacientes apresentaram sobrepeso e 5 obesidade grau I, sendo que um
deles ainda ndo havia iniciado a TRE. Estes resultados estdo em concordancia com os de
Langeveld et al (2008) que encontraram uma alta prevaléncia de excesso de peso nos pacientes
apos a utilizacdo de TRE (Langeveld et al 2008). Nos pacientes que iniciaram a TRE na idade
adulta, houve um aumento significativo do IMC entre o periodo pré-tratamento e o atual.
Contudo, ndo se encontrou correlagao significativa entre o IMC e o tempo de tratamento. Em um
estudo populacional realizado em uma capital brasileira com adultos de ambos os sexos (n=1341)
0s pesquisadores constataram um aumento superior a 10% em relacdo ao IMC que os individuos
possuiam aos 20 anos de idade (Coelho, Assis, Moura 2009). Em um estudo populacional
realizado na Inglaterra (n=23626) encontrou-se os seguintes dados: aumento progressivo no IMC
das mulheres com a idade, mas no IMC dos homens constatou-se um platd entre os 40 e 70 anos
de idade (Meeuwsen, Horgan, Elia 2010). Uma analise dos dados de idade e IMC da coorte de
Pelotas/RS encontrou uma correlagdo de 0,19 entre as variaveis (informacdo pessoal do
pesquisador). Por esses trabalhos, vé-se que o aumento de IMC com a idade é um dado comum
na populagdo em geral, no entanto, ndo com uma correla¢do tdo alta quanto a encontrada em
neste grupo, o que leva a pressupor que existe outro fator atuando nestes pacientes.

O subgrupo que iniciou a TRE antes de 16 anos de idade teve um aumento significativo
no indice de escore-z para estatura, contudo 2 pacientes (paciente 3 e 4 da Tabela 3) néo
atingiram a estatura considerada adequada. O paciente 4 iniciou o tratamento em idade mais

tardia (TRE aos 15 anos), o que n&o foi o caso do paciente 3 (TRE aos 7 anos). E possivel que,



88

além da doenca, outros fatores, ambientais ou genéticos, interfiram na estatura final dos pacientes
como, por exemplo, a estatura de seus pais.

Os pacientes com DG tipo | também podem apresentar alteracGes nos niveis de ferritina
(Stein et al 2010); HDL (Stein et al 2011) e glicemia (Langeveld et al 2008). Por isso, tentou-se
ver possiveis associacdes do estado nutricional com esses parametros. No grupo composto por
todos os pacientes em TRE encontrou-se uma correlacdo fraca entre IMC e o nivel de glicemia,
correlagdo essa comum entre a populacdo em geral. No entanto, por ter sido essa correlagdo
significativa, pode-se supor que 0s pacientes analisados possam apresentar risco aumentado para
desenvolver sindrome metabdlica ou Diabetes Melittus tipo 2. No subgrupo de pacientes que
iniciou a TRE depois de adulto, houve alta correlagdo do IMC com os niveis de ferritina sérica,
parametro que pode encontrar-se alterado em pacientes com DG tipo | (Stein et al 2010). Como a
ferritina sérica também se constitui em um marcador de inflamacdo, é possivel pressupor que o
aumento do tecido adiposo visceral, o qual estimula o aumento de citocinas inflamatdrias, poderia
contribuir para manter altos os niveis de ferritina sérica, apesar da TRE.

A hiperferritinemia € comum em pacientes com DG sem TRE, no entanto as causas de sua
persisténcia mesmo com o tratamento ndo estdo claras. Como nenhum paciente apresentou
saturacdo de transferrina elevada “dados ndo mostrados”, ndo foram pesquisadas muta¢des no
gene HFE, pois em consonancia com dados recentes da literatura, ela ndo parece estar associada a
hemocromatose. Contudo, pode ser importante investigar a persisténcia de hiperferritinemia e a
possibilidade de dano hepatico nesses pacientes.

Os baixos niveis de HDL-colesterol presentes em mais da metade dos pacientes bem
como a correlacéo deles com a quitotriosidase, estdo de acordo com dados descritos na literatura
(Stein et al 2011), a qual indica que, embora esse nivel seja menor em pacientes com DG, o risco

de eventos cardiovasculares ndo esta aumentado, o que pode estar relacionado com o baixo nivel
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também de LDL-colesterol. Como quase um terco dos pacientes adultos do CRDG/RS
apresentava hipertensdo, o perfil cardiovascular deles pode ser diferente do que o encontrado no
estudo de Stein et al (2011), por isso, sugere-se mais estudos para investigar os riscos de eventos
cardiovasculares nesses pacientes e se a maior prevaléncia na DG de baixos niveis de HDL-
colesterol simultaneamente a niveis igualmente baixos de LDL-COL atuariam realmente como
possivel fator de protecdo ao risco cardiovascular.
5. Conclus6es

A TRE esta associada a normalizacdo do crescimento de criangas e adolescentes e €
possivel, também, que contribua para o aumento de peso em adultos com DG tipo | e que este
esteja associado com a persisténcia de altos niveis de ferritina sérica. Estudos adicionais sdo

necessarios para avaliar esta hipotese.
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Tabela 1 Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com doenga de Gaucher tipo |
incluidos no presente estudo (N=35)

Pacientes em TRE

TOTAL Inicio da
Todos' Adolescentes Adultos TRE apos 0s
18 anos

n 35 29 3 26 16
Média de idade + DP (anos) 35+16 35+15 1741 3715 45+12
Média de tempo de TRE * DP - 815 615 816 6+5
(anos)
Média de Dose de enzima = DP - 21+9 30+0 20+10 20+9
(Ul/kg/inf)
Peso adequado® 21 17 3 14 6
Sobrepeso® 9 8 0 8 7
Obesidade Grau 12 5 4 0 4 3
Esplenectomia 5 5 0 5 5
Esplenomegalia® 19/30 14/24 1/3 12/21 9/11
Hepatomegalia® 7/35 5/29 0/3 5/26 4/16
Hiperferritinemia®* 23/35 19/29 0 18/26 12/16
Hipertrigliceridemia’ 6/32 5/27 0 5/26 3/16
HDL baixo* 21/33 17/29 1/3 15/26 10/16
Hiperglicemia® 7/32 5/28 1/3 5/26 5/15

1- Seis pacientes adultos faziam TRE com Alfataliglicerase e 23 com Imiglucerase; tempo de TRE: 845
anos; dose de enzima: 21+9UlI/kg/inf.

2- Adultos: IMC adequado: 18 a <28kg/m?; sobrepeso: 25 a <30 kg/m?; obesidade grau I: 30 a <35 kg/m?
Criancas e adolescentes: estatura: escore-z >-2; IMC: escore-z entre -2 e +1 (WHO 2007)

3- Esplenomegalia e hepatomegalia avaliadas por exames de imagem: ecografia/ressonancia/tomografia

4- Valores de referéncia: ferritina: mulheres: 10-291ng/mL, homens: 22-322ng/mL; trigliceridios: 201-
499mg/dL; HDL de risco alto: <40mg/dL; glicemia: 60-100mg/dL



Tabela 2 AssociacGes entre os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com doenca de Gaucher tipo | incluidos no presente
estudo (n=35)

Amostra total Adultos em TRE Inicio da TRE com idade
(n=35) (n=26) >18 anos ( N=16)
Correlagao (p) p Correlagao (p) p Correlagao (p) p

Idade vs IMC 0,678 <0,0001 0,685 <0,0001 0,724 0,002
Idade vs Ferritina 0,724 <0,0001 0,621 0,001 0,750 0,001
Idade de inicio da TRE vs IMC - - 0,636 <0,0001 0,685 0,003
IMC vs Ferritina 0,493 0,003 0,481 0,013 0,650 0,006
IMC vs Triglicerideos 0,354 0,047 0,396 0,045 0,191 0,478
IMC vs Colesterol total 0,204 0,255 0,161 0,431 -0,074 0,786
Ferritina vs Colesterol 0,414 0,017 0,420 0,032 0,404 0,121
Ferritina vs LDL 0,419 0,017 0,424 0,031 0,340 0,198
Ferritina vs HDL 0,025 0,891 0,056 0,787 0,239 0,374
Ferritina vs Triglicerideos 0,276 0,127 0,306 0,129 0,371 0,158
Colesterol vs HDL 0,705 <0,0001 0,681 <0,0001 0,752 0,001
Colesterol vs LDL 0,901 <0,0001 0,879 <0,0001 0,939 <0,0001
Colesterol vs Quitotriosidase -0,545 0,002 -0,605 0,002 -0,744 0,002
Quitotriosidase vs HDL -0,791 <0,0001 -0,798 <0,0001 -0,837 <0,0001

Correlacdo de Spearman, bicaudal, significncia: p<0,05.
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Tabela 3 Dados de idade, tratamento, e escore-Z de IMC e estatura pré e pés TRE em
pacientes com doenca de Gaucher que iniciaram o tratamento até os 16 anos de idade

Idade de Tembo de Pré -TRE Atual/18 anos!
: Sexo Idade inicio de po
Paciente TREate 0S Egcore-z  Escore-Z  Escore-Z  Escore-Z

M/F (anos) TRE
18anos  estatura IMC estatura IMC

(anos)
1 M 22 11 7 -0,99 0,12 -0,15 0,30
2 F 17 8 9 -2,04 -0,57 -0,43 0,48
3 M 22 7 11 -2,15 0,25 -2,12 -0,20
4 M 26 15 3 -3,17 -0,31 -2, 77 -0,07
5 F 20 16 2 -0,55 -1,01 -0,46 -0,68
6 F 23 5 13 -2,80 -0,44 -1,36 0,47
7 M 17 9 8 0,35 0,10 0,78 1,08
8* M 18 3 13 1,78 -0,87 2,20 0,02
9 M 21 10 8 -0,18 -0,86 0,18 -1,29
10 F 19 8 10 -3,00 -0,50 -1,95 0,42

*Dados do paciente aos 16 anos quando abandonou o tratamento.
1.Para os pacientes com 18 anos ou menos, os dados sdo atuais, para 0s demais 0 escore-z
refere-se ao indice de escore-z do paciente aos 18 anos.
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5.3 ARTIGO 3 EM INGLES/ PORTUGUES

GAUCHER’S DISEASE TYPE I: EVALUATION OF PARAMETERS OF
ENERGY HOMEOSTASIS IN A SAMPLE OF PATIENTS ON ENZYME
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Summary

Introduction: Gaucher disease Type | (GD type 1) is characterized by clinical heterogeneity
and is associated with metabolic abnormalities such as increased basal metabolic rate and
high levels of blood glucose. Aims: To evaluate energy homeostasis parameters in a sample
of patients with GD type | on enzyme replacement therapy (ERT). Patients and Methods: A
cross-sectional study of patients with GD type | (n = 15), matched for sex, age and BMI with
healthy controls. We evaluated the levels of glucose, insulin, ghrelin, leptin and adiponectin.
Insulin  resistance was defined by the indexes HOMA-IR, HOMA-f and
QUICKI. Results: The diagnosis of nutritional status showed 7 patients with excess weight
and 8 with metabolic syndrome, 4 of whom with insulin resistance by HOMA-IR. The median
levels of ghrelin, leptin and adiponectin of the patients did not differ from those of the
controls. Ghrelin and adiponectin levels were correlated with each other, inversely correlated
with BMI, waist circumference and triglyceride levels, and directly correlated with HDL-
cholesterol. Leptin levels were inversely correlated with LDL-cholesterol and QUICKI index
and directly correlated with BMI, waist circumference, enzyme dosage, triglycerides, insulin,
and HOMA-IR and HOMA-B. Conclusion: Weight gain, metabolic syndrome and insulin
resistance appear to be frequent in patients with GD type I. As leptin was strongly associated
with insulin and HOMA index, it could become a biomarker to assess early evidence of
insulin resistance in patients with GD. Further studies are needed to investigate the

associations found.
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1 Introduction

Gaucher disease (GD) results from mutations in the gene encoding the enzyme B-
glucosidase acid (GBA gene). The lack or low activity of this enzyme leads to a progressive
accumulation of its substrate in the macrophages of target tissues causing the clinical
manifestations of the disease (Grabowski, 2012). The literature describes three types of GD:
type | is characterized by visceral and hematological involvement; type Il and Il are
characterized by CNS involvement, which may be either of early onset, acute and severe, or
subacute, with less early onset and chronic (Zimran, 2011). In GD type | there may also
occur: a) skeletal manifestations: bone pain, osteopenia, osteoporosis, and avascular necrosis
b) hematological disorders: anemia, cytopenia, thrombocytopenia (Mistry et al. 2011),
hyperferritinemia (Stein et al 2010); and (c) metabolic changes: hypermetabolism (Barton et
al. 1989; Corssmit et al 1995; Doneda et al 2011), low plasma levels of adiponectin
(Langeveld et al 2007), changes in blood glucose (Corssmit et al; Hollak et al; Langeveld et al
2008a; Ucar et al 2009) and increased levels of insulin, glucosylceramide and ganglioside
GM3 (Langeveld et al 2008a; Groener et al 2008; Ghauharali-van der Vlugt et al 2008). The
treatment of choice is enzyme replacement therapy (ERT) and the response to this treatment
seems to be partial in relation to some of the associated metabolic changes (Langeveld et al
2007; Langeveld et al 2008b; Groener et al 2008; Ghauharali-van der Vlugt et al 2008; Ucar
et al 2009; Doneda et al 2011).

Energy homeostasis is controlled by regulatory hormones in consonance with the
central nervous system (Wadden et al 2012). The main hormone of this metabolic pathway is
insulin, whose secretion is influenced by many factors that can lead to insulin resistance and
type 2 diabetes (T2DM; Figure 1). These metabolic abnormalities may be associated with
obesity and physical inactivity, autoimmune diseases, or result from the combination of

inadequate insulin secretion by the pancreas and resistance to its effects; genetic susceptibility
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combined with environmental factors contribute as well to the development of T2DM (Read,
Donnai 2010). Metabolic syndrome is a condition that aggregates metabolic factors such as
central obesity, hypertension, dyslipidemia and impaired glucose tolerance, which together
are clustered around a common pathophysiology related to insulin resistance (Alberti et al
2009). In adults, the metabolic syndrome is a predictor of T2DM, cardiovascular disease and
all-cause mortality (Ford et al 2008; Shaibi, Goran 2008). Insulin resistance is a metabolic
disorder characterized by abnormal response of the adipose, muscle and hepatic tissues to the
action of circulating insulin (Mlinar et al 2007). It is largely associated with changes in energy
balance and inflammation due to cytokine activation in adipocytes, myocytes and hepatocytes
(Shoelson, Lee, Goldfine 2006; Hotamisligil 2006; Samuel Shulman 2013). Although the
most appropriate method for determining insulin resistance is hyperinsulinemic euglycemic
clamp, its high cost makes it wunfeasible in clinical practice. The index
HOMA (Homeostatic Model Assessment) is a calculation that is based on measurements of
insulin and glucose levels, both collected in the fasting state (Matthews et al 1985). Its
purpose is to determine insulin resistance (HOMA-IR) and the functional capacity of the
pancreatic beta cells (HOMA-B), and it shows a good correlation with the gold standard
technique. The index QUICKI (Quantitative Insulin-sensitivity Check Index) is also used to
evaluate sensitivity to insulin by considering a relationship between insulin and glucose in the
fasting state (Katz et al 2000).

In addition to insulin acting synergistically with glucagon, energy homeostasis is
achieved through ghrelin, produced primarily in the gastrointestinal tract (Kojima et al 1999;
Castafieda et al 2010), and leptin and adiponectin, expressed by adipose tissue cells
(Galic, Oakhill, Steinberg 2010). Serum levels of ghrelin are increased while fasting and
decrease rapidly after food intake (Amini et al 2012), and among its many functions, it

stimulates increased secretion of the growth hormone and acts in the brain in relation to the
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sense of hunger, regulation of food intake, and body weight (Stengel, Tache 2012). Leptin is
similar to cytokines in structure and plays an important physiological role in the regulation of
appetite, food intake and energy expenditure, hematopoiesis and bone metabolism, and
neuroendocrine function, interacting with distinct central neuroendocrine systems that are
involved in the control of food intake, and it also has direct action and inhibitory effect on
insulin release (Adamczak, Wiecek 2013). Its plasma concentration is partially associated
with adipose tissue mass and subcutaneous fat, and women and patients with T2DM tend to
have higher leptin levels (Martins, Faleiro, Fonseca 2012; Yadav et al 2013). Adiponectin
modulates many metabolic processes, including the regulation of glucose and catabolism of
fatty acids. In addition, it seems to have anti-inflammatory, antiatherogenic and antidiabetic
properties and its plasma levels are inversely associated with visceral fat accumulation
(Nishida, Funahashi, Shimomura 2007; Matsuzawa, 2010; Ziemke, Mantzoros 2010). We
found no studies investigating the levels of ghrelin and leptin in patients with GD. We found
only one study that evaluated the levels of adiponectin in these patients (Langeveld et al.,
2007).

As it appears that patients with GD type | on ERT are more likely to develop insulin
resistance and T2DM (Langeveld et al 2008a; 2008b; Ucar et al 2009), we hypothesized that
the levels of hormones related to energy homeostasis may be altered in patients with GD. This
study was designed to evaluate parameters of energy homeostasis in patients with GD type |
on ERT in the Reference Center of Gaucher disease of Rio Grande do Sul (CRDG/RS),

Brazil.

2. Patients and Methods

2.1 Patients
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This is a cross-sectional, prospective controlled study on an outpatient basis. Inclusion
criteria were: having biochemical diagnosis of GD; having type | disease, having visited the
CRDGI/RS between September and December 2012 (scheduling and blood sampling); be aged
> 18 years; being on regular ERT for at least 6 months; agreeing to participate in the study by
signing the informed consent form. The CRDG/RS was founded in 2003 with the aim of
centralizing the diagnosis, monitoring and treatment of patients with GD in the state of Rio
Grande do Sul. It integrates the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), works in partnership with the State Health Department of Rio Grande do Sul,
and has a full multidisciplinary team to meet all patients’ needs (Krug et al 2009).

Fifteen patients met the inclusion criteria. The median dosage and length of enzyme
treatment were, respectively, 15 (15-30) 1U/kg/inf and 5 (3-15) years, and 6 patients were on
taliglucerase alpha (Aliglucerase alpha; Protalix Biotherapeutics) and 9 on imiglucerase
(Cerezyme, Genzyme Corp.). Controls were selected among healthy subjects and did not
differ from patients in sex, age and BMI. Both groups were composed of sedentary
individuals. A 10% difference between variables (age, BMI and hormone levels) was
considered not clinically relevant in the comparison between patients and controls.

2.2 Assessment of nutritional status

The nutritional status was assessed using BMI and waist circumference (Alberti et al
2009). Anthropometric measures of weight, height and waist circumference were recorded on
the day of blood sampling for evaluation of the hormones under investigation. The nutritional
status classification was based on the guidelines of the World Health Organization (WHO
1995).

2.3 Evaluation of metabolic syndrome and insulin resistance
The presence of metabolic syndrome was defined by the concomitant presence of the

following: increased abdominal circumference (IDF, 2005: women > 80cm; men > 90cm);
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increased triglycerides (>150 mg/dL); increase in systemic blood pressure (systolic > 130 mm
Hg; diastolic > 85 mmHg), elevated blood glucose (>100 mg/dL); reduced level of HDL
cholesterol (<40 mg/dL for men and <50 mg/dL for women) (Alberti et al 2009). To evaluate
the metabolic homeostasis we used the indexes calculated from the HOMA-IR, HOMA-

(Matthews et al 1985 ) and QUICKI formulas.

» HOMA-IR = (fasting glucose (mg/mL) X 0.0555) X (fasting insulin (U/mL)/450)
o Reference values:
= BMI upto 25 kg/m2 0.4 t0 2.9
=  BMI between 25 and 30 kg/mz 0.4 to 4.3

= BMI above 30 kg/m2: 0.7 to 8.2

» HOMA-B = 20 X fasting insulin (uU/mL)/(fasting glucose (mg/mL) X 0.0555) - 3.5

Reference values: 167-175

» QUICKI = 1/log fasting insulin (uU/mL) + log fasting glucose (mg/mL)
Reference value: > 0.34
2.4 Evaluation of the levels of the hormones insulin, ghrelin, leptin and adiponectin
Blood samples of patients were collected after 12 hours of fasting and the plasma
was stored at -80 °C.For the blood samples of acylated ghrelin we used PHMB (4-
Hydroxymercuri Benzoic Acid Sodium Salt), hydrochloric acid was added to plasma and,
after re-centrifugation, the supernatant was aliquoted into containers and frozen at -80 °C. The
samples were analyzed in triplicate by ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) using
a specific kit for analysis SP1 BIO (Montigny Le Bretonneux France) and micro plate reader
(Dynex Technologies, Franklin, MA). Serum levels of leptin and adiponectin were evaluated
using, respectively, the commercial kits HU Leptin Elisa kit, Biosource, and HU adiponectin
ELISA, Biosource (Invitrogen Corporation, USA, 542 Flynn Road, Camarillo, CA

93012). Analyses were performed according to their respective protocols.
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2.5 Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS (SPSS for Windows 18.0). Descriptive
statistics were presented as means and standard deviations or medians and quartiles 1 and
3. The Shapiro-Wilk test was used to assess the normality of the distribution of variables.
Continuous variables between groups and subgroups were compared through the
Student's t test (parametric variables) and the Wilcoxon-Mann-Whitney U test (nonparametric
variables). Correlation between variables and other clinical conditions were analyzed using
Spearman’s correlation (nonparametric variables). The level of significance was set at 5%.
2.6 Ethics

This study was approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Brazil (Project 11/0132). In order to be included in the study, individuals were asked

to sign an informed consent form.

3. Results

Fifteen patients (3 splenectomized) and 15 controls were included in the
study. Comparative data between patients and controls are shown in Table 1. The median
levels of ghrelin, leptin, adiponectin, glucose, insulin and IGF1 of the patients did not differ
significantly from those of the controls.

The assessment of nutritional status by BMI indicated that 8 patients had normal
weight, 5 were overweight, and 2 were obese class I. The measurement of waist
circumference was above the reference value in 7 patients.

Eight patients had metabolic syndrome, five of whom showing decreased insulin
sensitivity by QUICKI, four by HOMA-IR and also decreased functional capacity of

pancreatic B cells by HOMA-B.
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The group of patients with metabolic syndrome showed significantly higher values
than those without metabolic syndrome in the following variables: BMI, waist circumference,
triglycerides, insulin and leptin, and lower values for adiponectin (Table 2). Table 3 presents
the data clinicals and laboratory of patients with metabolic syndrome.

3.1 The levels of acylated ghrelin, leptin and adiponectin and clinical data of patients
The levels of ghrelin and adiponectin correlated with each other (p = 0.580, p =
0.024). Table 4 shows the data of the correlations between the levels of the analyzed
hormones and the clinical status variables of the patients. In patients with splenomegaly (n =
7), the glucose level was significantly higher (with splenomegaly=97mg/dL; without
splenomegaly=89mg/dL; p =0.016) and the adiponectin level was significantly lower (with
splenomegaly=12+918ug/mL; without splenomegaly=31+18ug/mL; p =0.031)than in
patients without splenomegaly (n=5). The IGF showed an inverse association with ferritin (p
=0.474, p =0.044) and with age, but it was not statistically significant (p = 0.420, p = 0.068).
The high correlation found between leptin and insulin and HOMA and QUICKI indexes in
patients did not appear in the control group (insulin: p = 0.488, p = 0.065; HOMA-IR: p =

0.341, p = 0.232; HOMA-B: p = 0.365, p = 0.199; QUICKI: p = -0.397, p = 0.159).

4. Discussion

The results showed high variability across all parameters analyzed, confirming the
heterogeneity of the clinical phenotype of GD patients. Insulin, ghrelin, leptin and adiponectin
levels showed a lot of intra- and intergroup variability, which was somewhat expected. To
evaluate these hormones, groups are usually standardized for age, BMI, gender and disease;
As the GD is a rare disease, it was not possible to perform this standardization, so that the
group studied here was very heterogeneous with respect to all variables except the

disease. There was no significant difference between patients and controls on the assessed
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variables as was expected. That may be due to the above-mentioned heterogeneity and the
sample size.

The assessment of nutritional status indicated that almost half the patients were
overweight and had increased waist circumference, indicating an increased risk for metabolic
syndrome (IDF 2005) and development of associated disorders such as insulin resistance and
T2DM (Langeveld et al 2008a; 2008b). In our sample, the nutritional status expressed by BMI
was significantly correlated with the levels of ghrelin, leptin and adiponectin: an inverse
correlation with ghrelin and adiponectin, and a direct correlation with leptin, which is
described in the literature as usual (Castafieda et al 2010; Adamczak, Wiecek 2013).

Over half the evaluated patients had metabolic syndrome and over a quarter of them
also decreased insulin sensitivity assessed by HOMA-IR. The data presented by patients are
very important for professionals to focus their clinical approach towards acting proactively to
minimize possible future risks (Alberti et al 2009). The change of behavior — mainly
sedentary lifestyle and eating habits — can contribute to the reduction of body weight and thus
minimize the risk of developing T2DM, cardiovascular problems and cancer (Shaibi, Goran
2008). Nevertheless, the criteria for evaluating metabolic syndrome in GD should be carefully
analyzed with regard to HDL-cholesterol levels and waist circumference, as GD patients have
a differentiated lipid profile, with low levels of total cholesterol and its fractions (Stein et al
2011), and may also exhibit visceromegalies that interfere with the measure of waist
circumference.

4.1 Acylated ghrelin, leptin and adiponectin levels and clinical data of patients

Ghrelin and adiponectin levels correlated with each other, were inversely correlated
with BMI, waist circumference, and triglyceride levels, and were directly correlated with
HDL-cholesterol, which is consistent with the literature (Amini et al 2012; Nishida,

Funahashi, Shimomura 2007; Matsuzawa, 2010).
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Leptin levels were inversely correlated with LDL-cholesterol and QUICKI index and directly
correlated with BMI, waist circumference, enzyme dose, triglycerides, insulin and HOMA-IR
and HOMA-B. The high correlation found between leptin and insulin was not observed in the
control group and in another study with the Portuguese adult population (Martins, Faleiro,
Fonseca 2012), which may indicate a peculiar characteristic of GD. Insulin resistance can
result from inflammation resulting from: a) expansion of adipose tissue that, in obesity, is
associated with increased infiltration of macrophages recruited to sites with tissue damage in
the proinflammatory form b) increased secretion of leptin, which has proinflammatory effects
too, and c) lack of protection by adiponectin, which has anti-inflammatory effects and is
decreased in obesity (Galic, Oakhill, Steinberg 2009). Moreover, as GD patients have
glucocerebroside accumulation in macrophages (Grabowski, 2012), it is possible that this
accumulation contributes to a synergistic effect with the normal pro-inflammatory activity of
obesity (Hotamisligil 2006), making these patients more susceptible to insulin resistance and
development of T2DM.

The group of patients with metabolic syndrome had higher levels of BMI, waist
circumference, triglycerides, insulin and leptin and ghrelin and lower levels of adiponectin
than those without metabolic syndrome. These data are consistent with those found in other
studies reporting that the contents of ghrelin and adiponectin are inversely associated with
body mass and leptin, which has a direct association with obesity (Amini et al 2012; Nishida,
Funahashi, Shimomura 2007; Matsuzawa, 2010).

The results concerning adiponectin did not agree with those found in another study
(Langeveld et al 2007a), in which patients with GD showed significantly lower level of
adiponectin than the controls. The group of patients in that study was heterogeneous like ours
with regard to age, but the BMI was smaller. A survey of patients with rheumatoid arthritis

found elevated levels of adiponectin in this population, which was ascribed to the chronic



107

inflammatory process in these patients (Senolt et al 2006). Thus, a similar hypothesis for the
levels found in our research could be raised, since immunohistochemistry performed with
spleen tissue of two GD patients who had to undergo splenectomy, despite ERT, showed that
they had high levels of proinflammatory cytokines due to the inflammatory activity of
macrophages (Boven et al 2004).

Part of the patients with GD type I, those with higher BMI and age, have altered

energy homeostasis, with metabolic syndrome and insulin resistance.

Conclusion

Weight gain and increased occurrence of metabolic syndrome and insulin resistance
appear to be common in patients with GD type | on ERT. Leptin showed a strong association
with insulin and HOMA indexes, and it may become a biomarker to assess early signs of
insulin resistance in patients with GD. Further studies are needed to investigate the

associations found.
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Figure 1 Pathophysiology of type 2 diabetes: decreased secretion and end-organ insulin resistance lead to
increased levels of glucose and free fatty acids in the blood, which can become self-reinforcing.
Adaptado de READ, DONNAI 2010




Table 1 Comparison

healthy controls

112

of clinical variables between patients with Gaucher disease and

Patients Healthy subjects b
median (Ql -Q3) median (Q1-Q3)

Gender M/F 11:4 11:4 -
Age (years) 46 (26-56) 47 (25-51) 0.885
BMI (kg/m?” 24 (22-29) 24 (23-28) 0.803
Glucose (mg/dL) 95 (87-99) 90 (87-94) 0.132
Insulin (uU/dL) 8 (5-14) 9 (6-12) 0.733
IGF1 (ng/mL) 203 (144-266) 196 (134-230) 0.383
HOMA-IR 1.74 (1.3-3.4) 2.0 (1.4-3.1) 0.861
HOMA-B 93 (167-183) 116 (87-156) 0.793
QUICKI 0.35 (0-0) 0.34 (0,32-0,36) 0.843
Acylated ghrelin (pg/mL) 146 (77-360) 148 (103-229) 0.230
Leptin (pg/mL) 7 (3-37) 3(2-34) 0.050
Adiponectin (ug/mL) 15 (8-42) 6 (1-16) 0.088

Q1: quartile 1; Q3: quartile 3. Test: Krukal-Wallis Test. P values were considered significant when <0.05 (in

bold). BMI: body mass index; HOMA-IR: Homeostatic model assessment

insulin resistance; HOMA-f:

Homeostatic model assessment beta-cell function; QUICKI: Quantitative insulin-sensitivity check index.

*Weight adequate: 8 patients; overweight: 5 patients; obesity: 2 patients.
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Table 2 Gaucher disease type I: comparison of clinical status variables of patients with

and without metabolic syndrome

Patients with metabolic

Patients without metabolic

syndrome n=8 syndrome n=7 P
mean+SD mean+SD

Gender M/F 6:2 5:2 -
Age (years) 47+16 34+12 0.118
BMI (kg/m?” 28+3 23+2 0.006
Waist circumference (cm) 97+10 808 0.004
Glucose (mg/dL) 956 92+7 0.307
Insulin (uU/dL) 13+6 7+2 0.028
Triglyceride (mg/dL) 215+61 89435 <0.0001
Cholesterol total (mg/dL) 164141 161+21 0.855
HDL cholesterol (mg/dL) 36+9 43+15 0.245
Acylated ghrelin (pg/mL) 127467 426+249 0.053
Leptin (pg/mL) 30x17 5+7 0.004
Adiponectin (ug/mL) 11+9 33+18 0.020

Test: independent sample test. P values were considered significant when <0.05 (in bold). SD:
standard deviation; BMI: body mass index; LDL-cholesterol: low density lipoprotein; HDL-

cholesterol: High density lipoprotein;



Table 3 Data clinical and laboratory of patients with Gaucher disease type | with

Metabolic Syndrome
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Patients

1* 2 3 4 5 6* 7 8
Age (years) 56 52 26 57 32 27 58 65
Treatment time (years) 14 1 11 5 1 15 3 4
Enzyme dosage (Ul/kg/inf) 30 15 30 15 15 15 15 45
BMI (kg/m?) 26 32 31 24 25 23 29 30
HDL (mg/dL) 44 25 47 45 25 35 36 28
Triglyceride (mg/dL) 162 184 345 224 151 223 195 236
Glucose (mg/dL) 97 96 86 103 93 89 99 100
Insulin (uU/dL) 19 14 8 4 6 13 20 19
Hypertension (Yes/No) Yes Yes Yes Yes No No Yes Yes

*Patients 1 and 6=female
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Table 4 Correlations between acylated ghrelin, leptin and adiponectin levels and
parameters of clinical status of patients with Gaucher disease type |

Ghrelin Leptin Adiponectin
(n=12) (n=15) (n=15)
Rho p Rho p Rho p
BMI (kg/m? -0.587 0.022 0.461 0.042 -0.681 0.005
Waist circumference (cm) -0.511 0.045 0.491 0.031 -0.717 0.001
Enzyme dosage (Ul/kg/inf) 0.273 0.390 0.563 0.029 -0.143 0.306
LDL-cholesterol (mg/dL) 0.343 0.276 -0.459 0.042 0.557 0.015
HDL-cholesterol (mg/dL) 0.525 0.040 0.150 0.595 0.513 0.025
Triglycerides (mg/dL) -0.699 0.011 0.581 0.023 -0.593 0.010
Insulin (mg/dL) -0.301 0.341 0.832 <0.001 -0.016 0.957
HOMA-IR -0.287 0.366 0.806 <0.001 -0.011 0.972
HOMA-B -0.203 0.527 0.864 <0.001 -0.031 0.900
QUICKI 0.296 0.351 -0.847 <0.001 0.039 0.900

Spearman Correlation. P values were considered significant when <0.05 (in bold).

BMI: body mass index; LDL-cholesterol: low density lipoprotein; HDL-cholesterol: High
density lipoprotein; HOMA-IR: Homeostatic model assessment insulin resistance; HOMA-f:
Homeostatic model assessment beta-cell function; QUICKI: Quantitative insulin-sensitivity
check index
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Resumo

Introducdo: A doenca de Gaucher tipo | (DG tipo 1) é caracterizada pela heterogeneidade
clinica e estd associada a anormalidades metabdlicas, tais como o aumento do gasto
energético basal e da glicemia. Objetivos: Avaliar parametros da homeostase de energia em
uma amostra de pacientes com DG tipo | em tratamento de reposi¢do enziméatica (TRE).
Pacientes e Métodos: Estudo clinico transversal incluindo pacientes com DG tipo | (n=15),
pareados por sexo, idade e IMC com controles higidos. A resisténcia a insulina foi definida
pelos indices HOMA-IR, HOMA-B e¢ QUICKI. Resultados: O diagnéstico do estado
nutricional apontou sete pacientes com excesso de peso, oito com sindrome metabdlica,
quatro dos quais estavam com resisténcia a insulina pelo indice HOMA-IR. A mediana dos
niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes ndo diferiu da dos controles. Os niveis
de grelina e adiponectina apresentaram correlacdo entre si, inversa com o IMC, circunferéncia
de cintura e triglicerideos e direta com o HDL-colesterol. Os niveis de leptina apresentaram
correlagcdo inversa com o LDL-colesterol e o indice QUICKI e direta com o IMC,
circunferéncia da cintura, dose de enzima, triglicerideos, insulina e os indices HOMA-IR e
HOMA-B. Conclusdo: Aumento de peso, sindrome metabdlica e resisténcia a insulina
parecem ser frequentes em pacientes com DG tipo I. A leptina apresentou alta associagdo com
a insulina e com o indice HOMA, podendo tornar-se um biomarcador para avaliar indicios
precoces de resisténcia a insulina em pacientes com DG. Estudos adicionais sd0 necessarios

para investigar as associagfes encontradas.
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1 Introdugéo

A doenca de Gaucher (DG) resulta de mutagdes no gene que codifica a enzima [3-
glicosidase acida. A auséncia ou a baixa atividade dessa enzima conduz a um progressivo
acumulo de seu substrato nos macréfagos de tecidos alvos causando as manifestagdes clinicas
da doenca (Grabowski 2012). A literatura descreve trés tipos de DG: o tipo | caracteriza-se
pelo quadro visceral e hematoldgico; o tipo Il e Il caracterizam-se pelo envolvimento do
SNC, sendo que este pode ser de forma precoce, aguda e grave, ou subaguda, menos precoce
e cronica (Zimran 2011). Na DG tipo I, também podem ocorrer: a) manifestacGes 6sseas: dor
Ossea, osteopenia, osteoporose e necrose avascular; b) alteracbes hematoldgicas: anemia,
citopenia, trombocitopenia (Mistry et al 2011), hiperferritinemia (Stein et al 2010); e, c)
alteracGes metabolicas: hipermetabolismo energético (Barton et al. 1989; Corssmit et al 1995;
Doneda et al 2011), baixos niveis de adiponectina no plasma (Langeveld et al 2007),
alteragOes na glicemia (Corssmit et al; Hollak et al; Langeveld et al 2008a; Ucar et al 2009) e
niveis mais elevados de insulina, glicosilceramida e gangliosideo GM3 (Langeveld et al
2008a; Groener et al 2008; Ghauharali- van der Vlugt et al 2008). O tratamento de escolha é
0 da terapia de reposicdo enzimatica (TRE) e a resposta a esse tratamento parece ser parcial
em relacdo a algumas das alteracGes metabdlicas associadas (Langeveld et al 2007; Langeveld
et al 2008b; Groener et al 2008; Ghauharali- van der Vlugt et al 2008; Ucar et al 2009;
Doneda et al 2011).

A homeostase de energia é controlada por hormdnios regulatérios em consonancia
com o sistema nervoso central (Wadden et al 2012). O principal hormoénio dessa via
metabolica € a insulina, cuja secrecdo sofre interferéncia de diversos fatores que podem levar
a resisténcia a insulina e ao diabetes tipo 2 (DM2; Figura 1). Estas anormalidades metabdlicas
podem estar associadas com obesidade e sedentarismo, doencas autoimunes, ou ainda resultar

da combinacdo da inadequada secrecdo de insulina pelo pancreas e resisténcia aos seus
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efeitos; contribuem ainda para o desenvolvimento da DM2 a suscetibilidade genética aliada a
fatores ambientais (Read, Donnai 2010). A sindrome metabdlica é uma condi¢do que agrega
fatores metabolicos tais como obesidade central, hipertensdo, dislipidemia e intolerancia a
glicose, os quais, em conjunto, se aglomeram em torno de uma fisiopatologia comum
relacionada a resisténcia a insulina (Alberti et al 2009). Em adultos, a sindrome a metabdlica é
preditiva de DM2, doenca cardiovascular e mortalidade por todas as causas (Ford et al 2008;
Shaibi, Goran 2008). A resisténcia a insulina representa uma alteracdo metabdlica
caracterizada por resposta anormal dos tecidos adiposo, muscular e hepatico a acdo da
insulina circulante (Mlinar et al 2007). Ela estd associada em grande parte as mudancas no
equilibrio energético e a inflamacdo decorrente da ativacdo de citocinas nos adipdcitos,
midcitos e hepatocitos (Shoelson, Lee, Goldfine 2006; Hotamisligil 2006; Samuel, Shulman
2013). O método mais adequado para determinacdo da resisténcia a insulina € o clamp
euglicémico hiperinsulinémico, contudo por ser muito dispendioso, torna-se inviavel na
préatica clinica. O indice de HOMA (Homeostatic Model Assessment) é um calculo que se
fundamenta nas dosagens da insulinemia e da glicemia, ambas coletadas em jejum (Matthews
et al 1985). Sua finalidade é determinar a resisténcia a insulina (HOMA-IR) e a capacidade
funcional das células beta-pancreaticas (HOMA-B) e apresentam uma boa correlagdo com a
técnica padrdo-ouro. O indice QUICKI (Quantitative insulin-sensitivity check index) também
pretende avaliar a sensibilidade a insulina considerando uma relagéo entre insulina e glicemia
no estado de jejum (Katz et al 2000).

Além da insulina que atua de forma sinérgica com o glucagon, destacam-se na
homeostase de energia a grelina, produzida prioritariamente no trato gastrointestinal (Kojima
et al 1999; Castarieda et al 2010), e a leptina e adiponectina, expressas pelas células do tecido
adiposo (Galic, Oakhill, Steinberg 2010). Os niveis séricos da grelina encontram-se

aumentados quando o individuo estd em jejum e diminuem rapidamente ap0s a ingestdo de
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alimentos (Amini et al 2012) e entre suas multiplas funcdes, estimula o aumento da secre¢édo
do horménio do crescimento e atua no cérebro em relacdo a sensacdo de fome, regulacdo da
ingestdo de alimentos e peso corporal (Stengel, Taché 2012). A leptina tem estrutura similar
as citocinas e exerce uma importante funcao fisioldgica na regulacdo do apetite, ingestao
alimentar e gasto energético, hematopoese e metabolismo Osseo, além da funcéo
neuroenddcrina, interagindo com os distintos sistemas neuroenddcrinos centrais que se
encontram envolvidos no controle da ingestdo alimentar. Ela também tem acdo direta e
inibitoria sobre a liberagdo de insulina (Adamczak, Wiecek 2013). A sua concentracdo
plasmatica estd parcialmente associada a massa de tecido adiposo e gordura subcutanea e as
mulheres e os pacientes com DM2 tendem a apresentar niveis mais elevados de leptina
(Martins, Faleiro, Fonseca 2012; Yadav et al 2013). A adiponectina modula diversos
processos metabdlicos, entre os quais a regulacdo da glicemia e o catabolismo de &cidos
graxos. Além disso, parece apresentar propriedades antiinflamatorias, antiaterogénicas e
antidiabéticas e seus niveis no plasma estdo inversamente associados com acumulagdo de
gordura visceral (Nishida, Funahashi, Shimomura 2007; Matsuzawa, 2010; Ziemke,
Mantzoros 2010). Nao foram encontradas pesquisas que tenham analisado os niveis de grelina
e leptina em pacientes com DG. Localizamos apenas um estudo que avaliou o nivel de
adiponectina nestes pacientes (Langeveld et al., 2007).

Como parece que os pacientes com DG tipo | em TRE estdo mais suscetiveis a
desenvolver resisténcia a insulina e DM2 (Langeveld et al 2008a; 2008b; Ucar et al 2009) a
nossa hipotese é de que hormonios relacionados a homeostase de energia possam estar com
seus niveis alterados em pacientes com DG. O objetivo desse estudo foi avaliar parametros da
homeostase energética em pacientes com DG tipo | em TRE do Centro de Referéncia em

doenca de Gaucher do Rio Grande do Sul (CRDG/RS), Brasil.
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2. Pacientes e métodos
2.1 Pacientes

Este trabalho constitui-se em um estudo transversal, de base ambulatorial, prospectivo
e controlado. Os critérios de inclusdo foram: possuir diagnostico bioquimico de DG; possuir 0
tipo | da doenca; ter comparecido a consulta no CRDG/RS entre setembro e dezembro de
2012 (periodo de agendamento e realizacdo das coletas); ter idade > 18 anos; estar em TRE
regular (tempo minimo=6 meses); concordar em participar do estudo mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O CRDG/RS foi criado em 2003 com o
objetivo de centralizar o diagndstico, 0 acompanhamento e o tratamento do pacientes com DG
do Estado. Ele integra o Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), atua em parceria com a Secretaria Estadual da Satde do Rio Grande do Sul e conta
com equipe multidisciplinar para atender integralmente os pacientes (Krug et al 2009).

Quinze pacientes preencheram os critérios de inclusdo. A mediana de dose de enzima
e de tempo de tratamento era, respectivamente, de 15 (15- 30) Ul/kg/inf e de 5 (3-15) anos,
sendo que 6 pacientes encontravam-se em uso de taliglucerase alfa (Aliglucerase alfa; Protalix
Biotherapeutics) e 9 de imiglucerase (Cerezyme; Genzyme Corp). Os controles foram
selecionados entre individuos saudaveis e ndo diferiram dos pacientes em relagdo a sexo,
idade e IMC Ambos os grupos eram formados por individuos sedentarios. A diferenca de até
10% entre as variaveis (idade, IMC e niveis dos hormoénios) foi considerada sem relevancia
clinica na comparacéo entre pacientes e controles.
2.2 Avaliagao do estado nutricional

Para avaliacdo do estado nutricional foi utilizado o IMC e a medida da circunferéncia
da cintura (Alberti et al 2009). As medidas antropométricas de peso, estatura e circunferéncia

da cintura foram coletadas no dia da coleta do sangue para avaliacdo dos horménios em
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estudo. A classificacdo do estado nutricional foi realizada com base nas diretrizes da
Organizacdo Mundial da Satude (WHO 1995).
2.3 Avaliacdo da sindrome metabdlica e resisténcia a insulina
A presenca de sindrome metabdlica foi definida pela presenca concomitante dos
seguintes critérios: aumento da circunferéncia abdominal (IDF, 2005: mulheres >80cm;
homens >90cm); triglicerideos aumentados (>150 mg/dL); aumento de pressdo arterial
sistémica ( Sistdlica: >130 mm Hg; Diastélica: >85 mm Hg); aumento da glicemia (>100
mg/dL); e; nivel reduzido de HDL colesterol (<40 mg/dL para homens e <50 mg/dL para
mulheres) (Alberti et al 2009) . Para avaliar a homeostase metabolica foram utilizados os
indices calculados a partir das férmulas HOMA-IR, HOMA-B (Matthews et al 1985) e
QUICKI (Katz et al 2000).
% HOMA-IR= (glicose jejum (mg/mL) X 0,0555) X (insulina jejum (nU/mL)/450)
Valores de referéncia:
IMC até 25 kg/m% 0,4a2,9
IMC entre 25 e 30 kg/m2: 0,4 a 4,3
IMC acima de 30 kg/m% 0,7 a 8,2
s HOMA-B= 20 X insulina jejum (uU/mL) / (glicose jejum (mg/mL) X 0,0555) —
3,5
Valor de referéncia: 167-175
% QUICKI= 1/ log insulina jejum (uU/mL) + log glicose jejum (mg/mL)
Valor de referéncia: >0,34
2.4 Avaliacao dos niveis dos horménios insulina, grelina, leptina e adiponectina
As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas ap6s 12 horas de jejum e o
plasma armazenado a -80°C. Para as amostras de sangue da grelina acilada utilizou-se PHMB

(4-Hydroxymercuri Benzoic Acid Sodium Salt), no plasma foi adicionado acido cloridrico e,
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apos nova centrifugacdo, o sobrenadante foi aliquotado em recipientes e congelados a -80°C.
Para a sua analise, as amostras de foram analisadas em triplicata pelo método de ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) fazendo uso de um kit para analise especifico da
marca SPI BIO, (Montigny Le Bretonneux Franca), usando micro placa de leitura (Dynex
Technologies, Franklin, MA). Os niveis séricos da leptina e da adiponectina foram avaliados
utilizando-se, respectivamente, os kits comerciais HU Leptin Elisa kit, Biosource, e HU
Adiponectin Elisa, Biosource (Invitrogen Corporation, USA, 542 Flynn Road, Camarillo, CA
93012). As analises foram realizadas de acordo com seus respectivos protocolos.
2.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no SPSS (SPSS for Windows, 18.0). A estatistica
descritiva foi apresentada em média e desvio padrdo, ou mediana e quartis 1 e 3. Para
avaliacdo da normalidade da distribuicdo das variaveis utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk.
Para comparacdo de variaveis continuas entre grupos e subgrupos foram utilizados: teste t de
Student (variaveis paramétricas), ou teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney (variaveis nao
paramétricas). Para a para analise de correlagdo entre as variaveis e outras condicdes clinicas
foi utilizada a correlagcdo de Sperman (variaveis ndo parametricas). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
2.6 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas Porto
Alegre, Brasil (Projeto 11/0132), sendo necessaria a assinatura de termo de consentimento

livre e esclarecido para a inclusdo do individuo no estudo.

3 Resultados
Quinze pacientes (trés esplenectomizados) e 15 controles foram incluidos no estudo.

Os dados comparativos entre pacientes e controles encontram-se na Tabela 1. As medianas
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dos niveis de grelina, leptina, adiponectina, glicose, insulina e IGF1 dos pacientes nao
diferiram significativamente das dos controles.

A avaliacdo do estado nutricional pelo IMC indicou que 8 pacientes encontravam-se
com peso adequado, 5 com sobrepeso e 2 com obesidade grau I. A medida de circunferéncia
da cintura estava acima do limite indicado para 7 pacientes.

Oito pacientes apresentavam Sindrome Metabdlica, cinco dos quais apresentavam e
diminuicdo da sensibilidade a insulina pelo indice QUICKI, quatro pelo indice HOMA=IR e
também capacidade funcional diminuida das células  do pancreas pelo indice HOMA- f.

O grupo dos pacientes com sindrome metabolica apresentou indices significativamente
maiores do que os sem sindrome metabdlica para as seguintes variaveis: IMC, circunferéncia
de cintura, triglicerideos, insulina e leptina e indices menores para adiponectina (Tabela 2).
3.1 Os niveis de grelina acilada, leptina e adiponectina e os dados clinicos dos pacientes

Os niveis de grelina e de adiponectina apresentaram correlacdo entre si (p=0,580;
p=0,024). Os dados das correlagdes encontradas entre os niveis dos horménios analisados e
variaveis do estado clinico dos pacientes encontram-se na Tabela 3. A meédia do nivel de
glicose dos pacientes com esplenomegalia (n=7) foi significativamente maior (com
esplenomegalia=97mg/dL; sem esplenomegalia=89mg/dL; p=0,016) do que o sem
esplenomegalia (n=5) e o de adiponectina foi significativamente menor (com
esplenomegalia=12+918ug/mL; sem esplenomegalia=31+18ug/mL; p=0,031). O IGF
apresentou uma associagdo inversa com a ferritina (p=0,474; p=0,044) e com a idade, mas
esta ndo apresentou significancia estatistica (p=0,420; p=0,068).

A alta correlagdo encontrada entre a leptina e a insulina e os indices HOMA e
QUICKI para os pacientes ndo se repetiu em relagdo ao grupo controle (insulina: p=0,488;
p=0,065; HOMA-IR: p=0,341; p=0,232; HOMA-B: p=0,365; p=0,199; QUICKI: p=-0,397;

p=0,159).
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4. Discussao

Os resultados encontrados mostraram uma grande variabilidade entre todos os
parametros analisados confirmando a heterogeneidade clinica do fen6tipo dos pacientes com
DG. Os niveis de insulina, grelina, leptina e adiponectina apresentaram muita variabilidade
inter e intra-grupos o que era de certa forma esperado: para avaliar esses hormonios,
normalmente os grupos sao padronizados por faixa etéria, IMC, sexo e doenca. Como a DG €
uma doenca rara, nao foi possivel realizar essa padronizacdo de modo que o grupo pesquisado
era muito heterogéneo em relagdo a todas as varidveis com excecao da doenca. Nao houve
diferenca significativa entre pacientes e controles nas variaveis avaliadas como era esperado.
E possivel que isso decorra da heterogeneidade referida e pelo tamanho da amostra avaliada.

A avaliacdo do estado nutricional indicou que quase metade dos pacientes encontrava-
se com excesso de peso e circunferéncia da cintura aumentada, indicando um risco adicional
para sindrome metabdlica (IDF 2005) e desenvolvimento de doencas associadas como
resisténcia a insulina e DM2 (Langeveld et al 2008a; 2008b). Em nossa amostra, 0 estado
nutricional expresso pelo IMC apresentou uma correlagdo significativa entre os niveis de
grelina, leptina e adiponectina: inversa com os de grelina e adiponectina e direta com e
leptina, 0 que é descrito na literatura como usual (Castafieda et al 2010; Adamczak, Wiecek
2013).

Mais da metade dos pacientes avaliados apresentavam sindrome metabolica e mais de
um quarto deles também diminuicéo da sensibilidade a insulina avaliada pelo indice HOMA-
IR. Os dados apresentados pelos pacientes sdo muito importantes para os profissionais
focarem a sua orientacao clinica no sentido de atuar preventivamente minimizando possiveis
riscos futuros (Alberti et al 2009). A mudanca de estilo de vida — principalmente sedentarismo
e habitos alimentares, poderdo contribuir para a diminuicdo de peso corporal e,

consequentemente, minimizar o0s riscos de desenvolvimento de DM2, problemas
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cardiovasculares e cancer (Shaibi, Goran 2008). Contudo, os critérios para avaliar sindrome
metabdlica em DG devem ser analisados com cautela no que se refere aos indices de HDL-
colesterol e de circunferéncia de cintura: os pacientes com DG apresentam um perfil lipidico
diferenciado, com baixos niveis do colesterol total e suas fracGes (Stein et al 2011); e,
também podem apresentar visceromegalias que interferem na medida da circunferéncia da
cintura.

4.1 Os niveis de grelina acilada, leptina e adiponectina e os dados clinicos dos pacientes

Os niveis de grelina e adiponectina apresentaram correlacdo entre si, inversa com o
IMC, circunferéncia de cintura e triglicerideos e direta com o HDL-colesterol, o que esta de
acordo com a literatura (Amini et al 2012; Nishida,, Funahashi, Shimomura 2007;
Matsuzawa, 2010).

Os niveis de leptina apresentaram correlacdo inversa com o LDL-colesterol e o indice
QUICKI e direta com o IMC, circunferéncia da cintura, dose de enzima, triglicerideos,
insulina e os indices HOMA-IR e HOMA-B. A alta correlagdo encontrada entre leptina ¢
insulina ndo se repetiu com o grupo controle e nem em outro estudo realizado com a
populacdo adulta portuguesa (Martins, Faleiro, Fonseca 2012) o que pode indicar uma
caracteristica peculiar da DG. A resisténcia a insulina pode resultar do processo inflamatério
decorrente da: a) expansdo do tecido adiposo que, na obesidade, estd associada com um
aumento da infiltracdo de macrofagos, recrutados para os locais com danos nos tecidos sob a
forma pro-inflamatoria; b) secrecdo aumentada de leptina que também possui efeito pro-
inflamatdrio; e, c) falta de protecdo da adiponectina que possui efeitos anti-inflamatérios e
tem seus niveis diminuidos na obesidade (Galic, Oakhill, Steinberg 2009). Além disso, como
0s pacientes com DG tém actmulo de glicocerebrosideos nos macréfagos (Grabowski, 2012),

é possivel que este acumulo contribua para um efeito sinérgico com a atividade pro-
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inflamatdria normal da obesidade (Hotamisligil 2006), deixando esses pacientes ainda mais
suscetiveis a resisténcia a insulina e desenvolvimento de DM2.

O grupo dos pacientes com sindrome metabdlica apresentou indices maiores de IMC,
circunferéncia de cintura, triglicerideos, insulina e leptina e indices menores de grelina e
adiponectina do que os sem sindrome metabdlica. Esses dados sdo concordantes com 0s
encontrados em outros estudos que descrevem que os indices de grelina e adiponectina sao
inversamente associados a massa corporal e a leptina que apresenta uma associacao direta
com a obesidade. (Amini et al 2012; Nishida, Funahashi, Shimomura 2007; Matsuzawa,
2010).

Os resultados referentes a adiponectina ndo concordaram com 0s encontrados em
outro estudo (Langeveld et al 2007a) no qual os pacientes com DG apresentaram o nivel de
adiponectina significativamente mais baixo do que o dos controles. O grupo de pacientes da
pesquisadora também era heterogéneo como o nosso em relagédo a idade, contudo o IMC era
menor. Uma pesquisa realizada com pacientes com artrite reumatoide encontrou niveis
elevados de adiponectina nessa populacdo, o que foi atribuido ao processo inflamatorio
crénico desses pacientes. (Senolt et al 2006). Nesse sentido, uma hipotese para os indices
encontrados em nossa pesquisa poderia ser andloga, uma vez que a imunohistoquimica
realizada com tecido do baco de dois pacientes com DG que tiveram que fazer esplenectomia,
apesar da TRE, demonstrou que apresentavam elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias
em decorréncia da atividade dos macrofagos (Boven et al 2004).

Uma parcela dos pacientes com DG tipo I, os que tém idade e IMC maiores, apresenta

a homeostase de energia alterada, com sindrome metabdlica e resisténcia a insulina.

Concluséao
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Aumento de peso e da ocorréncia de sindrome metabdlica e de resisténcia a insulina
parecem ser comuns em pacientes com DG tipo | em TRE. A leptina apresentou alta
associacao com a insulina e com os indices HOMA, podendo tornar-se um biomarcador para
avaliar indicios precoces de resisténcia a insulina em pacientes com DG. Estudos adicionais

s80 necessarios para investigar as associacdes encontradas.
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Tabela 1 Comparacao das variaveis entre pacientes e controles

133

Paciente Controle

mediana (QIl -Q3) mediana (Q1-Q3) p
Sexo M/F 11:4 11:4 -
Idade (anos) 46 (26-56) 47 (25-51) 0,885
IMC (kg/m?” 24 (22-29) 24 (23-28) 0,803
Glicose (mg/dL) 95 (87-99) 90 (87-94) 0,132
Insulina (nU/dL) 8 (5-14) 9 (6-12) 0,733
IGF1 (ng/mL) 203 (144-266) 196 (134-230) 0,383
HOMA-IR 1,74 (1,3-3,4) 2,0(1,4-3,1) 0,861
HOMA-B 93 (167-183) 116 (87-156) 0,793
QUICKI 0,35 (0-0) 0,34 (0,32-0,36) 0,843
Grelina acilada (pg/mL) 146 (77-360) 148 (103-229) 0,230
Leptina (ug/mL) 7 (3-37) 3 (2-34) 0,050
Adiponectina (pug/mL) 15 (8-42) 6 (1-16) 0,088

Q: quartil

*Qito pacientes encontravam-se com peso adequado, 5 com sobrepeso e 2 com obesidade grau I.
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Tabela 2 Comparacdo entre varidveis do estado clinico de pacientes com doenca de
Guacher tipo | que apresentam ou ndo sindrome metabdlica

Paciente com sindrome  Paciente sem sindrome

metabdlica n=8 metabolica n=7

médiatdesvio-padrdo médiatdesvio-padrdo p
Sexo M/F 6:2 5:2 -
Idade (anos) 47+16 34+12 0,118
IMC (kg/m?” 28+3 23+2 0,006
Circunferéncia da cintura (cm) 97+10 80+8 0,004
Glicose (mg/dL) 9516 92+7 0,307
Insulina (MU/dL) 13+6 7+2 0,028
Triglicerideos (mg/dL) 215+61 89435 <0,0001
Colesterol total (mg/dL) 164+41 161+21 0,855
HDL colesterol (mg/dL) 369 43£15 0,245
Grelina acilada (pg/mL) 127467 426+249 0,053
Leptina (pg/mL) 30£17 5+7 0,004
Adiponectina (ug/mL) 11+9 33+18 0,020

Teste: Teste para amostras independents. O valor de p foi considerado significativo <0,05 (em
negrito). IMC: indice de massa corporal; LDL-colesterol: lipoproteina de baixa densidade;
HDL-colesterol: lipoproteina de alta densidade.
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Tabela 3 Dados clinicos e laboratoriais de pacientes com doenca de Gaucher tipo I com

Sindrome Metabdlica

Pacientes

1* 2 3 4 5 6* 7 8
Idade (anos) 56 52 26 57 32 27 58 65
Tempo de tratamento (anos) 14 1 11 5 1 15 3 4
Dose de enzima (Ul/kg/inf) 30 15 30 15 15 15 15 45
IMC kg/m? 26 32 31 24 25 23 29 30
HDL (mg/dL) 44 25 47 45 25 35 36 28
Triglicerideos (mg/dL) 162 184 345 224 151 223 195 236
Glicose (mg/dL) 97 96 86 103 93 89 99 100
Insulina (pU/dL) 19 14 8 4 6 13 20 19
Hipertensao (Sim/N&o) Sim Sim  Sim Sim No Nao Sim Néo

Pacientes 1 e 6: sexo feminino



136

Tabela 4 Correlagdes entre os niveis de grelina, leptina e adiponectina e parametros do
estado clinico dos pacientes com doenca de Gaucher tipo |

Grelina Leptina Adiponectina
(n=12) (n=15) (n=15)
Rho p Rho p Rho p

IMC (kg/m? -0,587 0,022 0,461 0,042 -0,681 0,005
Circunferéncia da cintura (cm) -0,511 0,045 0,491 0,031 -0,717 0,001
Dose de enzima (Ul/kg/inf) 0,273 0,390 0,563 0,029 -0,143 0,306
LDL-colesterol (mg/dL) 0,343 0,276 -0,459 0,042 0557 0,015
HDL-colesterol (mg/dL) 0,525 0,040 0,150 0,595 0,513 0,025
Trigliceridios (mg/dL) -0,699 0,011 0,581 0,023 -0,593 0,010
Insulina (mg/dL) -0,301 0,341 0,832 <0,001 -0,016 0,957
HOMA-IR -0,287 0,366 0,806 <0,001 -0,011 0,972
HOMA-B -0,203 0,527 0,864 <0,001 -0,031 0,900
QUICKI 0,296 0,351 -0,847 <0,001 0,039 0,900

O valor de p foi considerado significativo quando <0,05: valores significativos em negrito.
IMC: indice de massa corporal; LDL-colesterol: lipoproteina de baixa densidade; HDL-
colesterol: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: Homeostatic model assessment insulin
resistance; HOMA-B: Homeostatic model assessment beta-cell function; QUICKI:
Quantitative insulin-sensitivity check index.
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ABSTRACT

Gaucher disease type Il (GD I1lI) is a rare form of GD characterized by neurological
involvement and severe systemic disease. The objective of this study was to assess the
nutritional status and energy metabolism of patients with GD 1ll. Methods: The basal
metabolic rate (BMR, measured by indirect calorimetry) and anthropometric parameters
(height, weight, BMI and arm circumference) of three patients with GD 111 (p.L444P/L444P
genotype) were assessed at different timepoints. The clinical severity of GD was assessed by
means of physical examination, laboratory tests, imaging findings, and the severity scores
proposed by Zimran (SSI) and Davies (SSNI). Results: The measured BMR of patients 1 (age
14 years, no ERT, SSI score 33, SSNI score 14.5), 2 (age 17 years, current ERT, SSI score 33,
SSNI score 16), and 3 (age 20 years, current ERT, SSI score 33, SSNI score 7.5) was 47%,
72%, and 15% higher than that estimated by the Harris—Benedict equation respectively.
Patients with a more severe phenotype had more marked hypermetabolism. Patients 1 and 2
had BMI-for-age z scores of -1.09 and -1.39 respectively and height-for-age z scores of -4.27
and -3.02 respectively; patient 3 had a BMI of 24.7kg/m? Conclusion: All three patients
exhibited hypermetabolism; however, the two patients with the highest BMR had more severe
GD Il and were malnourished. Additional studies are warranted to assess whether

hypermetabolism may be a biomarker of disease severity in GD.

Summary:
Assessment of nutritional status and energy metabolism by indirect calorimetry in patients

with Gaucher disease type IlI.
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ASSESSMENT OF BASAL METABOLIC RATE AND NUTRITIONAL
STATUS IN PATIENTS WITH GAUCHER DISEASE TYPE |11

Divair Doneda, Filippo P Vairo, André L Lopes, Alvaro R de Oliveira, Pedro Schestatsky,
Marino M Bianchin, Cileide C Moulin, Ida VD Schwartz

1. Introduction

Gaucher disease (GD, OMIM 230800) is the most prevalent lysosomal storage
disorder. It is the result of mutations in the GBA gene, which codes for the enzyme
glucocerebrosidase (GBA, EC 3.2.1.45), located on chromosome 1g21.31. GBA deficiency
leads to a progressive buildup of its substrate, glucocerebroside, which in turn accounts for
the clinical manifestations of Gaucher disease (Cox-Brinkman et al 2008). Regardless of
genotype, patients with GD may present with a range of phenotypic variation, the reasons for
which remain unclear (Hruska et al 2007); the clinical picture may include hematological
changes (anemia and thrombocytopenia), biochemical abnormalities, and visceral
(hepatosplenomegaly) and skeletal involvement (Vellodi et al 2009). The treatment of choice
is enzyme replacement therapy (ERT), which has been available since the 1990s (Elstein and
Zimran 2009), but substrate reduction therapy is an option.

Three forms of GD have been described: a) type |, the most prevalent form,
characterized by visceral, hematological, and bone disease, with absence of neurological
involvement; b) type Il, or acute neuronopathic GD, with very early onset of clinical
manifestations and major neurological involvement; and c) type Il (OMIM: 231000),
subacute or chronic neuronopathic GD, which is similar to type Il but less severe (Schiffmann
and Vellodi 2007). Type 111 GD can be further divided into subtypes according to the nature
and extent of neurological involvement: some patients have more severe neurological
manifestations with progressive myoclonus epilepsy and mild visceral involvement (type
I11A), whereas others have severe visceral disease and oculomotor apraxia as the sole sign of
neurological involvement (type 111B) (Patterson et al 1993). A third variant (type I1IC),
characterized by oculomotor apraxia, moderately severe visceral involvement, and
progressive cardiovascular calcifications, has also been described (Abrahamov et al 1995).

In addition to neurological involvement, GD III is also characterized by a range of
clinical manifestations of varying intensity. The severity of these manifestations can be

mitigated with ERT, which is, however, ineffective for neurological involvement, as the
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enzyme crosses the blood-brain barrier poorly (Cox-Brinkman et al 2008; Vellodi et al 2009).
Some investigators have suggested that substrate reduction therapy with miglustat (Zavesca®;
Actelion Pharmaceuticals, Allschwill, Switzerland) as an add-on to ERT might be beneficial
in patients with GD Ill, as miglustat crosses the blood—brain barrier (Treiber et al 2007;
Capablo et al 2007). However, a randomized controlled trial of GD |1l patients with ERT +
miglustat as the intervention and ERT alone as the comparator control showed no significant
benefit in neurological manifestations after 12 months of therapy, although there was some
improvement in pulmonary involvement and chitotriosidase levels (Schiffmann et al 2008).
Some studies have reported an association between total splenectomy and adverse
neurological outcomes (Davies et al 2007a). As GD Ill is even more rare than GD I, few
patients have been studied, particularly with respect to nutritional status (Bembi et al 1994;
Erikson et al 1995; Tylki-Szymanska and Czartoryska 1999; Altarescu et al 2001). We were
unable to find any assessments of the basal metabolic rate (BMR) of patients with Gaucher
disease type Il in the literature and this information might be useful to design new
therapeutical approaches.

The objective of this study was to assess the nutritional status and energy metabolism
of patients with GD IIl, subtype B, treated at a center of reference for Gaucher disease

management in Rio Grande do Sul, Brazil.

2. Methods

This study included all three patients (two male, one female) with GD 111 followed at
the Rio Grande do Sul State Referral Center for Diagnosis, Monitoring and Treatment of
Gaucher Disease (CRDG). The Center was established in 2003 with the purpose of
centralizing diagnosis, management, and follow-up of patients with GD living in the state. It
is part of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Medical Genetics Service (HCPA
Genetics), in partnership with the State Health Department, and is staffed by a
multidisciplinary team that provides comprehensive care (Krug et al 2009). The CRDG cohort
currently comprises 40 patients, three of whom have GD type IlI.

The diagnosis of GD had previously been established by the usual clinical, enzymatic,
and molecular parameters. Energy metabolism was assessed by indirect calorimetry,
performed between 7 and 9 a.m., after patients had been instructed to a 12 hours fasting. BMR
was measured with a MedGraphics CPX-D breath-by-breath cardiopulmonary exercise testing
system, using manufacturer-recommended calibration and gas collection protocols, and the

equation proposed by Weir (1949). Results were converted into kcal/day and compared with
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BMR as estimated by the Harris—Benedict equation (Harris and Benedict 1919). Changes up
to 10% in BMR have not been considered clinically relevant since studies have reported that
the reassessment of indirect calorimetry in healthy individuals can result in alterations by 3—
5% when conducted after 24 h or up to 10% when conducted after weeks or months
(Compher et al 2006).

Nutritional assessment was based on height-for-age and body mass index (BMI)-for-
age z scores for the adolescent patients (1 and 2) and on BMI for the adult patient (3); arm
circumference was measured in all three patients. Nutritional status was diagnosed in
accordance with World Health Organization guidelines (WHO 1995 and 2008) and arm
circumference was measured as per Frisancho (1990). GD severity was assessed on the basis
of the systemic involvement score proposed by Zimran et al (1992) and the neurological
severity score proposed by Davies et al (2007b). This study was approved by the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre Research Ethics Committee (project no. 08/204), and all patients (or

their legal guardians) provided written informed consent for participation.

3. Results

A summary of the clinical profile of all three patients is shown in Table 1. Clinical,
laboratory, and imaging findings were indicative of a more severe disease phenotype in
patients 1 and 2 as compared with patient 3; this was corroborated by neurological
examination. At the time of inclusion, patient 1 was untreated due to the development of
allergic reactions to imiglucerase (Genzyme Corp., Allston, MA) after 10 years of ERT and
taliglucerase alfa (Protalix, Carmiel, Israel) as well (Vairo et al 2013). Patient 2 was on
imiglucerase ERT (60 1U/kg/infusion), as was patient 3 (60 1U/kg/infusion until age 16 and
30 1U/kg/infusion thereafter). Patients 2 and 3 are siblings and had undergone splenectomy—
at age 2.9 and 5.7 respectively—before starting ERT.

All patients had severe bone changes that hindered height measurement: Patient 1 had
major thoracic kyphosis, thoracolumbar scoliosis, and coxa valga; Patient 2 had
kyphoscoliosis and lumbosacral hyperlordosis; and Patient 3 had thoracolumbar
hyperkyphosis and wedge-shaped vertebrae due to a history of pathological fractures.

3.1 Basal metabolic rate: Patient 1 underwent two assessments: at month 8 and month 38
after treatment discontinuation. In these assessments, BMR was 14% and 47% higher than
that estimated by the Harris—Benedict equation respectively, corresponding to 43 and 51
kcal/kg/day. Patients 2 and 3 had a BMR 72% and 15% higher than that estimated by the

Harris—Benedict equation, corresponding to a 52 and 28 kcal/kg/day, respectively.
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3.2 Nutritional status: Before ERT, the weight-for-age z scores of patients 1, 2, and 3 (at age
1.8, 2.9, and 5.7 years respectively) were -2.28, -1.20, and -4.45. Patient 1 had a height-for-
age z score of -4.11. At initial assessment, patient 1 had BMI-for-age and height-for-age z
scores of -1.16 and -2.54 respectively, versus -1.09 and -4.27 respectively at second
assessment. Patient 2 had BMI-for-age and height-for-age z scores of -1.39 and -3.02
respectively, and patient 3 had a BMI of 24.7 kg/m? (height-for-age z score at age 19 years: -
1.93). Arm circumference was below the 5th percentile in patients 1 and 2 and between the

50th and 75th percentiles in patient 3.

4. Discussion

The findings of this study showed that all three patients had hypermetabolism,
regardless of current ERT. This is not expected since many chronic disease are associated
with hypermetabolism (Schols 2003; Kao et al 2011). Indeed, one patient had a BMR 70%
higher than the estimated rate despite treatment, which may explain the malnutrition
diagnosis. Patient 1, who was not on ERT, underwent repeat metabolic assessment, which
showed a marked increase in BMR concomitantly with deterioration in clinical status:
worsening blood cell counts, development of hepatomegaly, progression of splenomegaly
from mild to severe, and deterioration of airflow from intact to severe restrictive respiratory
disease (Table 1). The organomegaly identified on physical examination and imaging tests
was also reflected in an increase in BMI during the assessment period despite frank
malnutrition.

One hypothesis for this hypermetabolic state involves the pulmonary manifestations
these patients experience. Lung compliance is affected by kyphoscoliosis, as shown by the
evidence of restrictive lung disease on spirometry. The only patient with normal spirometry in
this sample had relatively mild hypermetabolism. Patients with decreased lung compliance
exhibit below-normal vital capacity, which may interfere with the metabolic rate as assessed
by indirect calorimetry due to abnormalities in gas exchange. In previous studies,
malnourished patients with chronic obstructive pulmonary disease were found to have BMRs
18% higher than those of healthy controls (Baarends et al 1997; Schols 2003; Kao et al 2011).
This increase is explained chiefly by the increased respiratory rate that occurs secondary to
alveolar involvement, medication use, and a chronic inflammatory state. However, in our
series, patients experienced BMR increases of up to 70%, which suggests that pulmonary
involvement may be a contributing factor to these abnormalities in energy metabolism rather

than their sole cause. Studies have shown that patients with GD type | also exhibit a



145

hypermetabolic state, the causes of which remain unclear (Barton et al 1989; Corssmitt et al
1995; Doneda et al 2011).

The pulmonary manifestations present in these three patients are consistent with data
in the literature, which reports an increased risk of these manifestations in patients
homozygous for the p.L444P mutation (Santamaria et al 1998); in one study of GD llI
patients conducted in France, of four patients with the genotype, three had some degree of
pulmonary involvement (Kraoua et al 2011). The two patients in our series with pulmonary
involvement and a more severe phenotype also had comparatively marked hypermetabolism.
Within this context, hypermetabolism appears to be a biomarker of disease severity.

The application of indirect calorimetry, nonetheless, shows some limitations. It
requires specific conditions for reproducibility of results, such as follow: a) adherence to a
protocol establishing fasting period, intake restriction of some substances such as caffeine,
ethanol and nicotine as well as restriction to some physical activities previously to the
assessment; b) a physically comfortable place under temperature between 20° to 25°C; and, c)
fulfillment of 10 to 20 minutes rest before assessment followed by patients’ permanence in a
lying-down in supine position for collection of respiratory gases, whose respiratory quotient
must be within the interval >0,7 and <1 (Compher et al 2006). This protocol for BMR
assessment and the possible difficulties showed by some GD Il patients in remaining in
supine position may compromise its application as a biomarker of the disease. In relation to
the patients assessed in this study, the protocol for assessing ERT through indirect calorimetry
was strictly followed and they showed no difficulties in remaining still during the procedure.

Regarding the genotype—phenotype association, all three patients have the p.L444P/
L444P genotype, but they have very distinct phenotypes—even the sibling pair (patients 2 and
3). Although these patients received ERT from a very young age, skeletal deformities were
still present. All three patients had the same score on the severity index proposed by Zimran
et al (1992), but clinical examination and the neurological involvement severity score
developed by Davies et al (2007b) suggested that patients 1 and 2 had more severe disease
than patient 3. We believe the similar severity scores produced by the Zimran index are
attributable to methodological limitations: a) this score is not very sensitive to changes in the
clinical status of patients with GD Ill, as some parameters (e.g. neurological involvement,
fractures, splenectomy) are irreversible; b) certain score components are not graded (e.g. the
score for presence of neurological disease is 20 points, regardless of the degree of
involvement; 5 points are assigned in the presence of pulmonary involvement, regardless of

whether it is mild, moderate, or severe); c) it does not provide for some limitations we believe
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constitute important criteria of disease severity, such as inability to walk unaided, cognitive
difficulties, and reliance on a caregiver for activities of daily living. In our opinion, the Davies
neurological assessment score was adequately representative of clinically observed findings
and, therefore, appears to be more appropriate for this patient population.

Nutritional assessment of patients with GD Il1l can be quite complex, due to the
presence of skeletal deformities. Height could not be measured adequately in any of the three
patients, thus making the BMI an unreliable indicator. Likewise, assessment of waist
circumference is hindered by the presence of organomegaly, and subscapular skinfold
measurement, by bone deformity. We were unable to find any published literature on the
nutritional assessment of such patients; therefore, we are unaware of whether GD 11 patients
treated at other centers present with similar skeletal abnormalities or are similarly predisposed
to malnutrition as compared with two of the patients managed at our service.

The patients reported herein have very severe disease, and, accordingly, were quite
severely malnourished at the start of treatment. As treatment progressed, their weight z scores
improved, although only patient 3 achieved an adequate weight. After a period of catch-up
growth early in the course of treatment, the weight z scores of patients 1 and 2 appear to have
plateaued at an unsatisfactory level.

On reviewing the literature, we found four studies that assessed the growth of children
and adolescents with GD 11l, among other parameters. In the first study, three patients with
GD 1l experienced substantial catch-up growth and two experienced catch-up weight gain
after 12 months of ERT (Bembi et al 1994). In the second study, the authors reported that
patient growth returned to normal after ERT (Erikson et al 1995). The third study reported the
outcome of eight patients (five children) after 28 months of alglucerase ERT. Three non-
splenectomized pediatric patients exhibited improved growth dynamics as compared to the
other two children; improvement in weight was less marked, probably due to the presence of
visceromegaly and ascites at baseline (Tylki-Szymanska and Czartoryska 1999). The fourth
study reported the weight and height outcomes of patients with GD I1l. According to the
authors, ERT-responsive patients exhibited normal or accelerated growth during the study
period (Altarescu et al 2001).

These studies detected improvements in organomegaly, cell counts, and growth—
similar to those seen in patients with type | disease—over the course of the observation
period. However, we were unable to find any studies that addressed whether the
improvements in weight and height seen in the early stages of therapy remain over time and

whether such patients achieve adequate BMI and height by the end of the growth period. In
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the present study, we observed that nutritional status indicators initially improved, but later

plateaued at inadequate levels in two of the three patients.

4. Conclusion

Assessment of BMR showed that all three patients were in a hypermetabolic state,
which was particularly marked in the patients with more severe disease. Whether
hypermetabolism contributes to disease severity or severe disease leads to hypermetabolism is
still unclear. Nutritional status assessment showed that the two GD Il patients who were
malnourished had more severe hypermetabolism, which may have had an adverse impact on
their clinical condition. We believe evaluation of metabolism in this patient population may
contribute to the development of nutritional guidance that is better suited to patients’ real
needs, and that an understanding of the causes of hypermetabolism may aid management of
GD. Further studies are required to elucidate the causes of hypermetabolism and malnutrition
in patients with GD I11.
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Table 1: Summarized profile of patients with Gaucher disease type 111 included in the

study
Patient 1
Assessment  Assessment Patient 2 Patient 3
1 2

Sex Male Male Female
Genotype p.L444P/ L444P p.L444P/ p.L444P/

L444P L444P
Disease subtype B B B
Age (years) 11.8 14.2 17 20
Age at start of treatment (years) 1.8 2.9 5.7
Treatment duration (years) s 3 14 14
Imiglucerase dose — — 60 30*
(IU/kg/infusion)
Weight (kg) 26.1 29.7 42.7 56
Height (cm) 130.0 132.0 153.0 150.5
Body mass index (kg/m?) 15.4 17.0 18.2 24.7
Splenectomy (Y/N) No No Yes Yes
Splenomegaly (Y/N) Yes Yes — —
Hepatomegaly (Y/N) No Yes No No
Osteoporosis (Y/N)° — — No No
Respiratory involvement® — RLD+ILD RLD+ILD None
Respiratory rate (mean) — 30 20 —
Hemaoglobin (g/dL) 9.8 8.0 135 114
Platelets (x 10%/mm?) 165 56 454 437
Chitotriosidase 9939 19878 10409 10938
(nmol/mL/h).VR(a)
Albumin (g/dL) — 2.9 4.3 4.6
SSI — Severity score ’ 25 33 33 33
SSNI — Neurological severity — 14.5 16 7.5
score®
Basal metabolic rate (kcal/kg/d) 43 51 52 28

— not measured/unavailable.
1- Patients 2 and 3 are siblings.

2- Patient discontinued enzyme replacement therapy after 10 years of treatment due to a
severe allergic reaction (Vairo et al 2013).
3- At the time of assessment, the patient had been off ERT for a) 8 months; b) 38 months.
4- 60 IU/kg/infusion until age 16 and 30 1U/kg/infusion thereafter.
5- Assessed by bone density scanning. Not performed in patient 1.
6- Characterized by restrictive lung disease (RLD, assessed by spirometry) and interstitial
lung disease (ILD, assessed by computed tomography). Lung function tests (spirometry)
of patient 1 showed mild, proportionate reduction of FVC and FEV1 and intact air flow at
assessment 1, which had progressed to severe restrictive lung disease unresponsive to
bronchodilator therapy by assessment 2.

7- Zimran et al 1992.
8- Davies et al 2007b.
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6 CONCLUSOES

6.1 CONCLUSOES POR OBJETIVOS

Objetivos primarios

v Objetivo primario 1
Avaliar o estado nutricional dos pacientes com doenga de Gaucher acompanhados no

CRDGI/RS.

Entre os 31 adultos com DG tipo I, quatorze apresentaram sobrepeso ou obesidade grau I,
todos os pacientes <18 anos estavam com peso e estatura adequados. Os pacientes com DG
tipo 111 apresentaram hipermetabolismo e dois deles estavam desnutridos. Os pacientes com
doenca de Gaucher tipo | em tratamento tendem a apresentar estado nutricional adequado ou
excesso de peso enquanto que os de tipo 11, mesmo em tratamento com imiglucerase, estao
mais suscetiveis a desnutricdo. O subgrupo que iniciou o tratamento com idade >18 anos
(n=16) teve um aumento significativo de IMC ap6s a TRE (p=0,001) e o que iniciou a TRE
com menos de 16 anos teve um aumento significativo no escore-z para estatura e IMC
(p=0,004 e p=0,032). Os dados sugerem que a TRE tende a normalizar o crescimento de

criancas e adolescentes e contribui para o0 aumento de peso em adultos com DG tipo I.
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v Objetivo primario 2
Avaliar os niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes com DG tipo | em TRE

e em acompanhamento no CRDG/RS.

Sindrome metabdlica e resisténcia a insulina parecem ser comuns em pacientes com DG tipo
I. A mediana de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes nédo diferiu da dos controles. Os
niveis de grelina e adiponectina apresentaram correlagdo entre si e com o HDL-colesterol,
inversa com o IMC, circunferéncia de cintura e triglicerideos. Os niveis de leptina
apresentaram correlacdo inversa com o LDL-colesterol e direta com o IMC, circunferéncia da
cintura, dose de enzima, triglicerideos, insulina e HOMA-IR. A alta correlacdo apresentada
entre a leptina e a insulina poderia qualificar a leptina como um biomarcador precoce para

resisténcia a insulina em pacientes com DG tipo I.
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Objetivos secundarios:

v Objetivo secundario 1

Elaborar um artigo de revisdo sobre 0s aspectos nutricionais dos pacientes com DG tipo |

Os estudos incluidos na revisdo indicam que os pacientes com DG tipo | apresentam
alteragdes no estado nutricional, algumas corrigidas com a TRE —crescimento de criancas e
adolescentes; outras que persistem com o tratamento — hipermetabolismo e glicemia alterada,
e, ainda, algumas que parecem ser consequéncias da TRE como o aumento de peso,

resisténcia a insulina e DM2.

v Objetivo secundario 2
Mensurar possiveis associagdes entre variaveis do estado nutricional com o perfil lipidico
e os indices de ferritina apresentados pelos pacientes com DG em acompanhamento no

CRDGI/RS.

O IMC apresentou alta correlagdo com a idade e com o nivel de ferritina serica dos pacientes
e esta com o colesterol total e com o LDL-colesterol. O colesterol total apresentou correlacdo
com o HDL, com o LDL e uma correlagdo negativa com a quitotriosidase. Esses dados
paracem indicar que o aumento de peso contribui para a persisténcia da hiperferritinemia dos
pacientes com DG tipo I, talvez em decorréncia do aumento da producdo de citocinas pelo
tecido adiposo. Além disso, os indices de colesterol total parecem estar negativamente

associados a atividade da doenca, indicada pela quitotriosidase.
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v Objetivo secundario 3

Avaliar a taxa de metabolismo basal dos pacientes com DG de tipo 11

O gasto energético basal foi avaliado uma Unica vez em 2 pacientes e em 2 momentos no
outro paciente. A avaliacdo revelou que os 3 pacientes tinham um gasto energético maior do
que o previsto pela equagdo de Harris & Benedict, sendo que os pacientes com DG tipo Ill

mais grave apresentaram um hipermetabolismo mais acentuado.

v Objetivo secundario 4
Relacionar os niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes com DG com a

quantidade de enzima.

N&o encontramos associacao entre grelina e adiponectina e a quantidade de enzima recebida

pelos pacientes. No entanto, a leptina apresentou correlagcdo positiva com a dose.

v Objetivo secundario 5
Relacionar os niveis de grelina, leptina e adiponectina dos pacientes com DG com

variaveis do estado clinico.

O IMC, a circunferéncia de cintura e os triglicerideos apresentaram correlacdo direta com a
leptina e inversa com a grelina e adiponectina. Além disso, a insulina e os indices HOMA
apresentaram alta associacdo com a leptina, fato que ndo se repetiu com os controles, o que
pode indicando uma particularidade da doenca. Estudos adicionais com um n maior poderao

corroborar os dados encontrados nessa pesquisa.
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6.2 CONSIDERACOES FINAIS

6.2.1 Dificuldades encontradas

As principais dificuldades do estudo encontram-se abaixo relacionadas:

a) Para realizar a busca dos artigos e escrever o artigo de revisao sistematica

Os estudos localizados através da estratégia de busca ndo eram especificos sobre aspectos
nutricionais, seguiam metodologias de avaliacdo diferentes (escore z, percentil, kg, cm)
dificultando comparacfes entre eles. Alguns estudos também analisaram conjuntamente

pacientes com DG tipo I e Il e, por isso, foram excluidos da revisao.

b) Para avaliar o gasto energético basal por calorimetria indireta dos pacientes com DG
tipo 111

A avaliacdo do gasto energético basal foi realizada na ESEF/UFRGS, local distante da

referéncia dos pacientes em Porto Alegre (HCPA). O deslocamento dos pacientes de suas

cidades até o HCPA foi disponibilizado pela prefeitura, uma vez que a avaliagéo foi realizada

na mesma data de uma das consultas de acompanhamento dos pacientes. O deslocamento do

HCPA até a ESEF ficou sob responsabilidade dos pesquisadores.

O protocolo para realizar a calorimetria também criou algumas dificuldades pela necessidade

de jejum de 12h e pela restri¢do de alguns alimentos por 24h (café, refrigerante, chas).

c) Para analisar os dados coletados no prontuério dos pacientes

Os dados antropométricos (peso e estatura) nem sempre sao fidedignos devido a variabilidade

dos equipamentos e da técnica de coleta. Os dados laboratoriais e de imagem podem

apresentar diferencas devido aos métodos de andlises e equipamentos utilizados.



d)

156

Para realizar a coleta de sangue para avaliacdo dos niveis de grelina, leptina,

adiponectina, insulina, glicose e IGF1

O local de moradia dos pacientes: a maioria dos pacientes reside em cidades do interior do
Estado e depende do transporte municipal para ir at¢ o HCPA. Em decorréncia disso,
alguns tiveram dificuldades para se deslocarem nos dias e horérios agendados, porque

dependiam da disponibilidade de transporte.

O horério da coleta e o protocolo da mesma (jejum de 12h) inviabilizaram que alguns

pacientes e, também, possiveis controles participassem do estudo.

Os pacientes realizam uma infusdo do medicamento a cada 14 dias, tém acompanhamento
de rotina no ambulatério de genética e, além disso, realizam um conjunto de exames
hematoldgicos e de imagem a cada 6 ou 12 meses, conforme o exame. Alguns pacientes

alegaram n&o possuir disposi¢édo para avaliacGes ndo obrigatorias.

Dificuldades pessoais

A necessidade de conciliar as atividades do doutorado (créditos e pesquisa) com as do

trabalho.
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6.2.2 As perspectivas de continuidade do trabalho

Existem perspectivas de continuidade do trabalho tanto em termos praticos quanto

teoricos, a saber:

v Incorporacdo permanente de nutricionista na equipe do CRDG/RS, com o intuito de
monitorar o estado nutricional dos pacientes, orientando-os em relacdo a uma alimentagéo

saudavel e esclarecendo suas duvidas quanto a alimentacéo.

v Realizacdo de exames mais precisos para avaliacdo do estado nutricional desses pacientes:

0 DEXA, por exemplo.

v" Continuidade da pesquisa no intuito de entender melhor os complexos mecanismos

bioquimicos que interferem no metabolismo energético desses pacientes:

o correlacionando o nivel de citocinas do plasma com os horménios analisados neste

estudo.
o avaliando o nivel de outros horménios.

v" Realizacdo de parceria com educadores fisicos para orientar os pacientes a realizar

atividades fisicas compativeis com seu estado clinico.

v Conclusdo dos 2 artigos que estdo em andamento.



7.1 APENDICE 1

Paciente:

Data de nascimento:

ESCORE DE GRAVIDADE DOENCA DE GAUCHER (ZIMRAN et al., 1992).
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Esplenectomizado? () Sim () Néo
: . . Espleno- | Esplenec- | Hepato- | Fungdo | Alteragéo QUt[OS Alteragdes Dor
Data | Avaliador | Citopenia . . . 2 orgéos T . Fraturas | Total
megalia tomia megalia | Hepatica SNC afetados radiolégicas | 6ssea

Citopenia em n&o-esplenectomizados (1); Citopenia em esplenectomizados: anemia (1), leucopenia (1), trombocitopenia (1)
(Critérios do Registro Gaucher: Trombocitopenia < 120000; Leucopenia <3500; Anemia: mulheres <11, homens < 12, Criangas: 2-12 anos <10,
56 meses - 2 anos 9,5, <6 meses <10,1)
Esplenomegalia: ndo ou nao palpavel (0), leve ou acima do umbigo (1), moderada ou entre umbigo e pelve (2), massiva ou até fossa iliaca (3)
Esplenectomia: ndo (0), sim (3)
Hepatomegalia: ndo ou ndo palpavel (0), leve ou acima do umbigo (1), moderada ou entre umbigo e pelve (2), massiva ou até fossa iliaca (3)
Funcéo hepatica (ALT, AST, LDH, FAlc, GGT): todas normais (0), pelo menos uma alterada (1), todas alteradas (2)

AST: Mulheres 13-35, homens 15-40. ALT: mulheres 7-35, homens 10-40. GGT: 2-30

Clinica de hepatopatia: nao (0), sim (4)

Acometimento do SNC: nédo (0), sim (20)
Acometimento de outros 6rgéos: nao (0), sim (4)
Alteracdo radioldgica: ndo (0), sim (1)
Dor éssea: ndo (0), dor ocasional moderada (2), dor cronica (3)
Fraturas: pés-trauma (1), patolégicas (5), necrose asséptica (5)




6.2 APENDIC

E?2

ESCORE DE GRAVIDADE DOENCA DE GAUCHER DG-DS3

Sistema de Escore de Gravidade para Gaucher tipo 1[053)]
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Identificagio do Paciente; Diaka da Data da Diata da Diata da
Avaliagio: Avaliagio: Avalizgdor Avalizghar
0-3 doenga limitrofe a leve 6-9 doenga acentuada
3-6 doenca moderada +9 doenga grave Média de Media
Escore de Severidade da Doenca Escore Média de Média de de
- ampos da Doenc. AvalizcBes Escore por Escore Escore Escore | Escore | Escore| Escore
P ki ¢ 0 2 2|4 5 6 g |9 10 Campo por por por
Campo Campo CamEu
Lezdes Liticas, Mecrose
Aszéptica au
i P Ausente Fresents
Fraturas Patclagicas
[dlimos 12 meses)
Dior Ssseafartioular Diar Mula a Leve Dior Leve Dior Moderada Darlntensa Dar Extroma
& [Olkimos 30 dias)
ssen
Crize dssea Dal =7
[lltimos 12 meses)
316
Infiltrag 3o de Medula Dad 5ag [acentuado
Czzea™ [lewe] [modcradn) a intenso]
Denritametria Qrrea wel 22 azel z.2
Ercors 2
Trombocitopenia 2atla . .
£120 2 107 mm? # W0mm? £ 2010 mm
Tendénica nula Moderado: Inkensa:
Hemataldgico Fangramentos alewe; Sem necessita
[dltimos 12 meses) hematomas transfusdies transfusic
»12gidL 2 al2ghdL
. homens) [homens)
Anemia ! <8ghdL
+TigtdL & & 1gedL g
[mulkeres] [mulkeres]
2B as 15
Erplenomeaqalia® : b 5 (modaradany ’15“_
[;vc oub?ﬂma ntren .u-plu..»mm.na-
o umbige] umbiqae apelusl [marrivaouat 2
Forrailiacal
Visceral
. 225 2,5
(om Mdlkiplar daHarmal) Hopatamealia® - {madoradaou
[lewe ou acima rtren
do umbiga) umbiqe apelvel
DaensaFulmanar
rolacionada dGanchor Ausente Fresente
E=zcore total Gaucher 053

" MWledidas por eco ou TC. Quando apenas exame fsico estiver dizponivel, utilizar medidas entre parénteses

* Ezcore BMEB

[0 419 pontos)

0 escore total & a SOMA de dos trés campos da tabela intilulados de "Média de Escore por Campo®. A pontuagdo maxima & 19 pontos.



APENDICE 3 Escore de Gravidade para doenca de Gaucher de tipo Il (neurolégica)

Paciente: Data de Nascimento: Avaliacéo realizada por:

Data:

Assinatura:
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Condicao

Pontuacgao

Paciente

Paralisia horizontal olhar

Normal (embora ndo provavel ao diagnéstico)

Movimentos sacadicos horizontais ausentes, mas verticais presentes

Movimentos sacadicoshorizontais e verticais ausentes

Epilepsia

N&o tem convulsbes

Convulsées néo requerendo anticonvulsivantes

Convulsdes controladas com anticonvulsivantes

Convulsées requerem terapia combinada ou resistente aos anticonvulsivantes

Desenvolvimento / capacidade cognitiva

Normal

Levemente prejudicada (QIl inferior a 85 ou equivalente)

Moderada (QI entre 50-57 ou equivalente)

Grave (mais de metade da sua idade cronolégica)

wm»—xowmpowﬁo

Padrdo Neuroldgico

Ataxia/marcha

Normal, aparente somente no andar continuo (em marcha in tandem)

Ataxia na marcha em linha reta, capaz de andar sem assisténcia

Capaz de andar apenas com assisténcia

Incapaz de andar

Sinais de ataxia cerebelar

Sem tremor de intencéo

O|w|N|FR|O

Tremor de intencdo gue néo afeta a funcéo

=
ol

Tremor de intencao com impacto marcado em fungéo

Piramidal

Tonus normal com reflexos aumentados

Tonus e reflexos aumentados leve ou moderado

Aumento dos reflexos ténicos com clénus sustentado ou nao.

Espasticidade grave, com incapacidade de andar

Extrapiramidal

Normal

Tonus variavel sem postura prejudicar a funcéo, com ou sem terapia

Tonus variavel e com postura prejudicando a fungdo, apesar da terapia

Rigidez significativa com nenhum/minimo beneficio pela terapia

Dificuldades de degluticdo/ Func¢éo oral

Normal

Disfagia leve (excesso de salivacéo)

Disfagia moderada (risco de aspiracdo, necessidade de modificacdo da dieta)

Disfagia grave (exigindo alimentacéo n&o-oral)

Fala

Fala normal (e aqueles ainda muito jovens para falar)

Leve a moderada disartria, inteligibilidade prejudicada a ouvinte desconhecido

Disartria grave, com discurso ininteligivel para familiares e ouvintes néo familiares

Anartria

Oftalmologia

Normal

Paralisia do nervo craniano (anteriormente corrigida ou n&o)

Paralisia do nervo craniano (reaparecendo apesar corregao cirurgica)

Alinhamento da coluna (cifose)

Normal

Cifose leve, mas flexivel

Cifose moderada - parcialmente corrigida

Cifose grave - fixo

QJNP—‘OQ)—;OQJNP—‘O(AJI\JD—‘O(AJNHOOONP—‘OQJ

Outras caracteristicas neuroldgicas nao capturadas

TOTAL

w
w

Ref. DAVIES EH et al. A severity scoring tool to assess the neurological features of neuronopathic Gaucher disease. J Inherit Metab Dis (2007) 30:738-782
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (paciente)
AVALIACAO DO IMPACTO DO TRATAMENTO COM TERAPIA DE REPOSICAO

ENZIMATICA NO ESTADO NUTRICIONAL DE PACIENTES COM DOENCA DE
GAUCHER DO CENTRO DE REFERENCIA ESTADUAL DO RIO GRANDE DO SUL

Investigador Responséavel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servico de Genética
Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, que esta a disposicao para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598010.

Paciente:

Prezado paciente ou responsavel,

A DG é uma doenca genética que ocorre devido a deficiéncia ou a baixa
atividade da enzima glicocerebrosidase. Divide-se em trés tipos: o |, no qual o
paciente ndo apresenta sintomas de envolvimento do sistema nervoso central e 0s
tipos Il e I, nos quais estes estdo presentes.

Os sintomas sao variaveis para cada individuo, mas as queixas mais comuns
em pacientes nao tratados sao:

e palidez, cansaco e fraqueza, devido a anemia;

e sangramento e manchas roxas, por diminuicdo do nimero de plaquetas;
e dores nas pernas e nos 0Ss0S, por osteopenia e osteoporose;

e dor e distensdo abdominal, por aumento do baco e do figado.

O tratamento € feito através da terapia de reposicdo enzimatica (TRE),
realizada em infusdes quinzenais. Esta terapia tem permitido a reversdo de diversos
sintomas e a melhoria da qualidade de vida dos portadores desta doenca.

O objetivo deste trabalho é avaliar o estado nutricional e nivel sérico da
adiponectina, grelina e leptina dos pacientes com DG que estdo em
acompanhamento no ambulatério de genética do HCPA.

Serdo convidados a participar todos os pacientes com DG atendidos no
Centro de Referéncia Estadual para Diagnéstico, Acompanhamento e Tratamento da
Doenca de Gaucher do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas Porto
Alegre (SGM-HCPA). O paciente que aceitar participar dessa pesquisa:

1) tera seus dados antropomeétricos historicos copiados dos prontuarios;
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2) passara por uma avaliacdo antropométrica: durante consultas ou infusées terdo
suas medidas (peso, altura, circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril,
circunferéncia do braco, dobra cutanea tricipital e dobra cutdanea subescapular)
aferidas com tempo de duracdo prevista de 5 minutos. A afericdo das dobras
cutdneas se constitui num procedimento ndo-invasivo e indolor para medir a
guantidade de gordura subcutanea. Ela sera feita com um adipédmetro, no braco
direito e na regido subescapular.

3) Fara uma coleta de sangue em periodo previamente combinado para avaliacao
dos niveis de adiponectina, grelina e leptina.

Vocé tem o pleno direito de se recusar a participar do estudo e esta recusa
ndo afetara de nenhuma maneira a assisténcia recebida no Hospital de Clinicas
Porto Alegre.

Vocé ou seu familiar podem nao ter algum beneficio direto com esta pesquisa.
Porém, os procedimentos aos quais os participantes do estudo serdo submetidos
poderdo gerar novos conhecimentos cientificos com consequente melhoria do
tratamento aos pacientes. As informacdes desta pesquisa serdo mantidas em sigilo,
sendo apenas utilizadas de forma cientifica e anénima, em relatos especializados.
Caso alguma informacgéo derivada desse estudo seja importante para vocé, todo o
esforgo sera realizado para informa-lo.

O estudo sera desenvolvido durante o ano de 2011, 2012 e 2013.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS
A pesquisadora responséavel por esse projeto é a Dra. Ida Schwartz que esta
a disposicao no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas Porto Alegre

para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598010.

AUTORIZAQAO PARA PERMITIR PESQUISA DOS REGISTROS MEDICOS

Vocé tem direito a privacidade. Os resultados deste estudo poderdo ser
publicados, mas o0 seu nome nao sera revelado e todo esforco sera feito que a sua
identidade ndo seja revelada. Por meio deste termo, vocé autoriza que O0S
pesquisadores envolvidos neste estudo pesquisem 0s seus registros médicos a fim

de obter as informacfes necessarias para a realizacdo desta pesquisa.

RECUSA OU DESCONTINUACAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO
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Sua participacdo no estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do
estudo, isto ndo afetara em nada o seu tratamento no seu hospital. A sua
participacdo pode também ser interrompida a qualquer momento por vocé mesmo

(a). Em qualquer caso, vocé nao sera penalizado (a).

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado (a), de forma clara e
detalhada sobre a presente pesquisa, e que teve suas duvidas esclarecidas por

. Declara ter sido

esclarecido que nédo recebera nenhuma remuneracao financeira pela participacdo no
estudo. Declara que foi informado da garantia de receber resposta ou
esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de nao
participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da
participacdo. Além disso, declara que recebeu copia deste termo de consentimento.
Data: I/

Nome do Paciente:

Assinatura;

Responsavel legal:

Assinatura:

Eu expliquei a 0s objetivos,

riscos, beneficios e procedimentos necessarios para esta pesquisa, e entreguei
copia deste termo de consentimento para 0 mesmo.
Data: / /

Nome:

Assinatura:
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ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (controle)
AVALIACAO DO IMPACTO DO TRATAMENTO COM TERAPIA DE REPOSICAO

ENZIMATICA NO ESTADO NUTRICIONAL DE PACIENTES COM DOENCA DE
GAUCHER DO CENTRO DE REFERENCIA ESTADUAL DO RIO GRANDE DO SUL

Investigador Responséavel: Dra. lda Vanessa D. Schwartz. Servico de Genética
Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, que esta a disposicao para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598010.

Nome do controle:

Prezado controle ou responsavel,

Esta pesquisa estd sendo realizada para avaliar alguns parametros dos
pacientes com doenca de Gaucher (DG) e vocé far4 parte dela como controle
saudavel destes pacientes.

A DG é uma doenca genética que ocorre devido a deficiéncia ou a baixa
atividade da enzima glicocerebrosidase. Divide-se em trés tipos: o |, no qual o
paciente ndo apresenta sintomas de envolvimento do sistema nervoso central e 0s
tipos Il e lll, nos quais estes estdo presentes.

Os sintomas sdo variaveis para cada individuo, mas as queixas mais comuns
em pacientes nao tratados sao:

e palidez, cansaco e fraqueza, devido a anemia;

e sangramento e manchas roxas, por diminuicdo do nimero de plaquetas;
e dores nas pernas e nos 0Ss0S, por osteopenia e osteoporose;

e dor e distensdo abdominal, por aumento do baco e do figado.

O tratamento é feito através da terapia de reposicdo enzimatica (TRE),
realizada em infusGes quinzenais. Esta terapia tem permitido a reversao de diversos
sintomas e a melhoria da qualidade de vida dos portadores desta doenca.

O objetivo deste trabalho é avaliar o estado nutricional e nivel sérico da
adiponectina, grelina e leptina dos pacientes com DG que estdo em
acompanhamento no ambulatério de genética do HCPA e dos seus controles

higidos.
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Serdo convidados a participar acompanhantes higidos de pacientes atendidos
no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas Porto Alegre (SGM-HCPA).
O individuo que aceitar participar dessa pesquisa:

1- Passara por uma avaliacdo antropométrica: ter4 suas medidas (peso, altura,
circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril, circunferéncia do braco,
dobra cutanea tricipital e dobra cutdnea subescapular) aferidas com tempo de
duracéo prevista de 5 minutos. A afericdo das dobras cutaneas se constitui num
procedimento n&o-invasivo e indolor para medir a quantidade de gordura
subcutanea. Ela sera feita com um adipbmetro, no braco direito e na regido
subescapular.

2- Fara uma coleta de sangue em periodo previamente combinado para avaliacao
dos niveis de adiponectina, grelina e leptina.

3- Sera informado dos riscos da coleta de sangue (iguais ao de qualquer outra
coleta): dor da picada, possibilidade de vermelhiddo, marca roxa e pequeno
sangramento.

Vocé tem o pleno direito de se recusar a participar do estudo e esta recusa
nao afetara de nenhuma maneira a assisténcia recebida por vocé ou seu familiar no
Hospital de Clinicas Porto Alegre.

Vocé ou seu familiar podem nao ter algum beneficio direto com esta pesquisa.
Porém, os procedimentos aos quais os participantes do estudo serdo submetidos
poderdo gerar novos conhecimentos cientificos com consequente melhoria do
tratamento aos pacientes com DG. As informacgfes desta pesquisa serdo mantidas
em sigilo, sendo apenas utilizadas de forma cientifica e anbnima, em relatos
especializados. Caso alguma informacé&o derivada desse estudo seja importante
para vocé, todo o esfor¢o sera realizado para informa-lo.

O estudo sera desenvolvido durante o ano de 2011, 2012 e 2013.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

A pesquisadora responsavel por esse projeto é a Dra. Ida Schwartz que esta
a disposicao no Servigco de Genética Médica do Hospital de Clinicas Porto Alegre
para esclarecimentos pelo telefone (51) 33598010.

AUTORIZACAO PARA PERMITIR PESQUISA DOS REGISTROS
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Vocé tem direito a privacidade. Os resultados deste estudo poderdo ser
publicados, mas o seu nhome nao sera revelado e todo esforco sera feito que a sua
identidade n&o seja revelada. Por meio deste termo, vocé autoriza que O0S
pesquisadores envolvidos neste estudo analisem o0s seus dados coletados no

decorrer desta pesquisa.

RECUSA OU DESCONTINUAQAO NA PARTICIPAQAO DO ESTUDO

Sua participacdo no estudo € voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do
estudo, isto ndo afetara em nada o acompanhamento seu ou de seu familiar no
hospital. A sua participacdo pode também ser interrompida a qualquer momento por

vocé mesmo (a). Em qualquer caso, ndo havera nenhuma penalizacéo.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado (a), de forma clara e
detalhada sobre a presente pesquisa, e que teve suas duvidas esclarecidas por

. Declara ter sido

esclarecido que nédo recebera nenhuma remuneragéo financeira pela participagéo no
estudo. Declara que foi informado da garantia de receber resposta ou
esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de néo
participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualguer momento, da
participacdo. Além disso, declara que recebeu copia deste termo de consentimento.
Data: I/

Nome do controle:

Assinatura:

Responsavel legal:

Assinatura:

Eu expliquei a 0S objetivos,

riscos, beneficios e procedimentos necessarios para esta pesquisa, e entregueli
copia deste termo de consentimento para 0 mesmo.
Data: / /

Nome:

Assinatura:
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¥ Submitted manuscripts

Effects of imiglucerase on the growth and metabolism of Gaucher
disease type I: a systematic review

Journal: Mutrition & Metabolism
Manuscript ID: SE66674795950177
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Anexo 5

Aceite da Revista NUTRITION & METABOLISM

Authors: Divair Doneda, Cristing B Metto, Cileide C Moulin and lda % D Schwartz

Title : Effects of imiglucerase on the growth and metabolism of Gaucher disease type || a systeratic review
Journal: Mutrition & Metabalism

MS . BEEEET 4725250177

Dear Dr Schwartz,

Feer review of your manuscript (abave) is now complete, and we are delighted, in principle, to accept the
manuscript for publication in Mutrition & Metabolism.

However befare acceptance, our editonial production team needs to check the format of your manuscript, to ensure
that it conforms to the standards of the journal. They will get in touch with you shortly to request any necessary
changes or to confirm that none are needed.

If you have any problems or questions regarding your manuscript, please do get in touch.

Best wishes,

The Mutrition & Metabolism Editorial Team

e-mail: nutritionandmetabolismighdownstate, edy
Wyeh: hitpedfweeee nutritionandmetabolism. comd
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Anexo 6
Submissao a JIMD

Journal of Inherited Metabolic Disease

Assessment of basal metabolic rate and nutritional status in patients with Gaucher

disease type Il
—Manuscript Draft--

Manuscript Number: BOLI2B13

Full Title: Assessment of basal metabolic rate and nutritional status in patients with Gaucher
disease type lll

Article Type: Original Article

Keywords: Mutritional Status; Gaucher Disease type lll; Basal Metabolic Rate; Indirect
Calorimetry

Comesponding Author: Divair Doneda, M,D.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
PORTO ALEGRE, Rio Grande do Sul BRAZIL

Comesponding Author Secondary

Information:

Comesponding Author's Institution: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Comesponding Author's Secondary

Institution:

First Author: Divair Doneda, M,D.

First Author Secondary Information:

Order of Authors: Divair Doneda, M,D.
Filippo Vairo, M.D.
André L Lopes, M.D.
Alvaro R de Oliveira, PhD
Pedro Schestatsky, PhD
Marino M Bianchin, PhD
Cileide C Moulin, PhD
Ida V' D Schwartz, PhD
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