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“The opportunity for an early treatment coming from expanded
newborn screening has made the need of more therapies even more
urgent”

“The era of enzyme therapy”

“It is likely that in the future high content screenings will provide
novel applications of existing drugs”

“Gene therapies for lysosomal storage diseases and peroxisomal
diseases are rapidly advancing”

“Treatments for mitochondrial diseases should be specifically
tailored to the mutated gene.”
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Figure 1. Strategies for therapies of inborn errors of metabolism.

Hum Mol Genet, Volume 25, Issue R1, 15 April 2016, Pages R27—R35, https://doi.org/10.1093 /hmg/ddv418
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Estratégias para diminuir o

Rl 0o rsticion S

tSubstrate Estratégias para restaurar/substituir

Enzyme replacement
Gene therapy Gene Enzyme Organ/cell
_ _ transplantation
Potencialmente curativo _ _
Biochemical
Chaperone therapy
Block
Cofactor Cofactor replacement

l Product Dietary replacement

Gambello, M.J., Li, H., Current strategies for the treatment of inborn errors of metabolism, Journal of
Genetics and Genomics (2018)
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Aprovado desde

2017

Primeiro tratamento aprovado pela FDA que retarda a perda da capacidade de locomoc¢ao
em pacientes pediatricos sintomaticos a partir dos 3 anos de idade.
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Fenilcetonuria
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Aprovado desde
2018 pela FDA para
adultos

Palynzig®

recombinante PEGuilado de fenilalanina liase
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Primeiro tratamento que reduz os niveis de Phe ao

substituir a PAH

Liberalizacao da dieta tradicional com restricao

proteica =2 melhoria da qualidade de vida

Terapéutica injetavel

Aprovado em idade adulta, com valores de phe
nao controlados (> 600micromol/L)

Risco de anafilaxia, sintomas gastrointestinais,
alteracdes cutaneas
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Terapéutica B n )
génica DTX401: Replace G6Pase to Address Life-Threatening
Hypoglycemia
Well understood disease biology; S*es, Well-described Path to HPOC
highly predictive preclinical models %"  Biomarkers Defined
G | ico genose ti po la *Single dose AAVS gene therapy increases G6Pase * Blood glucose
* Corresponding reduction in hepatic glycogen * Glycogen stores \ * hPOC time to
hypoglycemia
improved G&Pase Activity in Canines
w * Glycogen build up in « Adult males and
;i ue . liver , females
f - p— * Inability to release
a3 =% i i f/
DTX401 gene i ™ mencoiorgal
the ra py ; Wid-Type  WAT Aave AVESL GO /
Substituicao do

gene codificador
da enzima glicose-
6-fosfatase alfa



Terapéutica com chaperon

PKU

Kuvan

- Copia sintética da BH4,
cofator natural da PAH

- Estimulagao da
atividade residual da
PHA

Terapéutica

com
chaperon

Induzir estabilidade
conformacional de
proteinas-alvo

KUVAN acts like the body's own BH4 to help
break down Phe in people with PAH that is
missing or not working properly.

In combination with a low-Phe diet, KUVAN
can help reduce blood Phe levels in those
who respond.

Clinical experts recommend a trial of KUVAN

for all patients with PKU.*

*Except for those with 2 null mutaticns in trans
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Doenca de Fabry

Migalastat / Galafold®
Aprovado pela FDA desde 2018,
em idade adulta
Selecionado na presenca de
variantes do gene GLA

ENDOPLASMIC
NUCLEUS RETICULUM

L. GB, AND LYSO-GB, ACCUMULATION MIGALASTAT BINDING STABILISES CERTAIN FORMS OF
WITHIN LYSOSOMES MISFOLDED a-GAL A AND FACILITATES THEIR PROPER
TRAFFICKING TO LYSOSOMES. ONCE IN LYSOSOMES

DISSOCIATION OF MIGALASTAT RESTORES a-GAL A

ACTIVITY, LEADING TO THE CATABOLISM OF GB, AND

RELATED SUBSTRATES

LYSOSOME
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ACCUMULATION OF GB, AND
LYSO-GB, IN LYSOSOMES
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Niemann-Pick tipo C
com manifestacoes
neuroldgicas

Miglustat
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Miglustat: Inhibitor of glycosphingolipid biosynthesis

L-Serine, Palmitoyl-Coenzyme A

L
¥

UDP-Glucose
UDP-Glucose: N-acylsphingosine

lucosyltransferase
i ] yi f

Glucosylceramide

Lactosylceramide

Bloqueio parcial de producdao de glicoesfingolipidos,
impedindo a adicao de glicose a ceramida.
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m “Cocktail” mitocondrial
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Ambroxol na Doenca de Gaucher

Tratamento enzimatico de substituicao viavel,
mas sem  eficacia no tratamento das

manifestacdes neuroldgicas

Ambroxol®: bom candidato a terapéutica como
chaperon - 10% da atividade enzimatica residual
é suficiente para prevenir acumulacao de

substrato

Ambroxol® seletivo para a enzima mutada a nivel

do RE, com aumento de funcao enzimatica
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Glucocerebrosidase catalyzes the
hydrolysis of the glycolipid
glucosylceramide

*Défice de atividade da enzima
Glicocerebrosidase
*Acumulacao Glucosilceramida
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Ambroxol na Doenca de Gaucher

Resultados promissores no controlo das manifestacdbes neuroldgicas (+
mioclonias, movimentos oculo giricos, convulsdes), no Gaucher tipo Il e lll,

Gaucher tipo | com resposta parcial a TSE

Terapéutica segura, bem tolerada e com eficacia bioguimica em conjunto com

terapéutica de substituicao enzimatica

Dose inicial: 1.5mg/kg/dia com aumento progressivo até 27mg/kg/dia

Efeitos adversos: proteinuria (vigilancia de funcao renal), aumento de producao de

Mmuco
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Inicio de seguimento aos 12 meses na UDM

Estudo molecular: L444P/L444P GBA

Gaucher tipo lll (Forma Neuropatica Crdnica)
Aos 15 meses iniciou TSE
Diminuicao da hepatoesplenomegalia

ADPM, convulsdes, estrabismo, paralisia supranuclear,

escoliose progressiva
12 anos: iniciou Ambroxol

6 meses depois: descida da LysoGb1 (452>196nmol/L),

reducao mais marcada da hepatoesplenomegalia (?),

diminuicdo dos episddios convulsivos (?)

Com consentimento parental
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Ecoplpam na Doenga de Lesch-Nyhan Disturbio metabdlico hereditario

Antagonista do receptor de Dopamina (D1) | caracterizado pela superproducdo de
acido urico > alteragoes

comportamentais + cognitivas + motoras

= Avaliada eficacia e seguranca no controlo dos comportamentos auto-agressivos

(manifestacdo clinica mais desafiadora)

= Dose: 100mg id, se peso >20kg, 50mg id, se peso < 20kg

= Terapéutica segura, alguns efeitos adversos

= Poucos estudos até a data, ainda nao aprovado
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Acetazolamida na PMM2-CDG

Eficaz no controlo das manifestacdes motoras e cognitivas, relacionado com a

repercussao cerebelosa adjacente a patologia

= Potente efeito anti-trombadtico

= Dose: 8 a 30mg/kg/dia dividido em 2-3 doses

= Terapéutica segura e bem tolerada

= Monitorizacao de pH e bicarbonato e sédio
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Acetazolamida na PMM2-CDG 24 pacientes com uma
VOvalues V25values o, Effect P media de idades de 12 anos
L et ’ size  value nenhum apresentou efeitos

Total ICARS" 407 (248) 349(232) [-760--402] -1.477 <0.001 adversos S|gn|f|cat|vos

Posture and 417 57 (12.7) 1573 (2.6) [2.44—-065] -0.766 <0.001

gait ICARS: International

Kinet Cooperative Ataxia Rating
Inetic )
ICARS  functone  1881(1.0) 1500(93) [557--203] 0985 <0.001 | Scgle

Speech 373(20) 341(2.1) [053--0.11] -0.667 <0.001 | NPCRS: Nijmegen Pediatric

oculomolor 4 64 (10)  155(09) [039-021] 0133 0053 | PATArate: repetition of
syllables (PA-TA) test

NPCRS 16.09 (7.20) 1513 (7.03) [-1,61--0.30] -0.629  0.013

PATA rate 18.58 (4.02) 20.34 (4.83) [054-298] 0802 0.006

Martinez-Monseny AF, et al. AZATAX: Acetazolamide safety and efficacy in cerebellar syndrome
in PMM2 congenital disorder of glycosylation. Ann Neurol. 2019;85(5):740-751
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Fenilbutirato na Deficiéncia de PDH

= Fenilbutirato, previne a fosforilacago de Ela, inibindo a PDK, aumentando
atividade da PDHC na forma ativa

Glucose
Phenylbutyrate

Anaerobic
glycolysis

Lactate —eeies Pyruvate

PDH
02 Active

Mitochondria

CoO,

Oxidative
phosphorylation

Ferriero, R. and N. Brunetti-Pierri. “Phenylbutyrate increases activity of pyruvate dehydrogenase complex.” Oncotarget 4

(2013): 804 - 805
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Fenilbutirato na Deficiéncia de PDH

= Dose: 250 a
dividido em 3 doses

500mg/kg/dia

= Em estudo
=  Atravessa a BHE

= Atualmente, nao aprovado para
pacientes com deficiéncia de
deficiéncia de PDH.

= PDHC enzyme activity was increased by
phenylbutyrate in fibroblasts from some
of the patients with impaired PDHC
activity caused by various molecular
defects.
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Fig. 1. PDHC phosphorylation and activity after drug treatment of human wild-tvpe (WT)
fibroblasts

A. Western blotting of BA1054 fibroblasts treated with 0.25, 0.5, or | mM of phenylbutyrate
for 24 hours, or untreated. The images are representative of two independent experiments. B.
The average band intensities of phosphorylated E1 normalized for total E1 from two
independent experniments. C. Two independent fibroblast cell ines (BA 1054 and BA1020)
were treated with phenylbutyrate at 1 mM for 24 hours before measurement of PDH enzyme
activity. *: p<0.05; **: p<(0.01.
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Vitaminas e cofatores nas doenc¢as mitocondriais

= “Cocktail” mitocondrial: varias vitaminas (B, C e E) + carnitina + co-fatores
(coenzima Q10)

= Provavel diminuicao de radicais livres de oxigénio (ROS)

= Efeito antioxidante com absorcao dos radicais livres que danificam as
mitocondrias

= L-argina no tratamento e prevencao de episddios AVC-like no MELAS, ainda
nao universalmente aceite

= Suplementacao com taurina na prevencao de episddios AVC-like no MELAS
(pacientes com a variante m.3243A>G)?



Conclusoes

e Com a expansao e alargamento do RNN, e consequente identificacao de cada
vez mais doentes com DHM, urge a necessidade de avancos terapéuticos

eficazes o mais precocemente possivel.

 Devido a prevaléncia e gravidade das DHM, ao longo das ultimas décadas,
foram desenvolvidas novas estratégias mais eficazes para diminuir a

morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida destes doentes.

* Tratamento com inicio na fase pré-sintomatica com resultados mais

promissores, com alteracao do curso natural da patologia.



Conclusoes

A Terapéutica de Substituicao Enzimatica tem limitacbes importantes
relacionadas com os tecidos com refratariedade varidavel e com reacoes

imunoldgicas.
O seu efeito em tecidos como o SNC, osso ou cartilagem é limitado.

E ainda reduzido o nimero de terapéuticas eficazes para a grande maioria

destas patologias.

Tratamento personalizado, individualizado, tendo em consideracao as
caracteristicas especificas de cada doente — serao o futuro? Auséncia de

tratamentos standardizados?
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