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Resumo

A doenca de Fabry ¢ um erro inato do metabolismo causado pela deficiéncia da
enzima oa-galactosidase A. Esta proteina ¢ codificada por um gene localizado na regido
Xq21.33-Xq22, sendo uma doenga lisossomica de depdsito ligada ao cromossomo X. E uma
doenga rara, com freqiliéncia estimada de 1 caso para 40.000 individuos masculinos. Os sinais
clinicos sdao causados pelo acumulo de glicoesfingolipideos, predominantemente
globotriaosilceramida. O acimulo de globotriaosilceramida leva a complicagdes vasculares e
insuficiéncia renal, entre outros sinais e sintomas. Apesar de ser uma doenca ligada ao X, a
doenca de Fabry pode afetar mulheres e apresenta uma grande variabilidade na expressao
clinica, o que dificulta o diagnostico da doenga e causa uma subestimativa da sua prevaléncia.

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a acuracia do ensaio enzimatico da a-
galactosidase A em amostras de sangue impregnado em papel filtro. Este método, que pode
ser usado em triagens populacionais para a doenca de Fabry, foi comparado com o método
padrao de confirmacao diagnodstica, a medida da atividade da a-galactosidase A em plasma. O
objetivo secundario foi estimar através desse método a freqiiéncia da doenca de Fabry em
pacientes brasileiros, do sexo masculino, que estavam recebendo hemodiélise.

Para avaliar a acurdcia do método, foram estudados 22 controles positivos e 124
controles negativos. Verificamos uma sensibilidade de 100%, especificidade de 90,3%
(IC95%: 84,1 a 94,7%), valor preditivo positivo de 64,7% (IC95%: 48,6 a 80,2%) e valor
preditivo negativo de 100%. No estudo de prevaléncia da doenga de Fabry em pacientes em
tratamento com hemodialise, foram incluidos 1712 pacientes do sexo masculino, com
confirmagdo do diagnostico em trés casos (freqiiéncia de 0,18% - 1C95% 0,05 a 0,48% -
quase 100 vezes superior a estimada na populacao em geral).

Concluimos que a medida da atividade da a-galactosidase A em amostra de sangue
impregnado em papel filtro apresenta acuracia suficiente para ser utilizado na triagem de
pacientes com suspeita de doenga de Fabry, incluindo triagem de grupos de alto risco como ¢

o caso dos pacientes em hemodialise.



Abstract

Fabry disease is an inborn error of metabolism caused by the deficiency of a-
galactosidase A. This protein is encoded by a gene mapped on the Xq21.33-Xq22 region,
being an X-linked lysosomal storage disorder. It is a rare disease, with an estimated incidence
of 1 case in each 40.000 males. Clinical features are caused by the accumulation of a
glycosphingolipids, = predominantly  globotriaosylceramide. =~ The accumulation of
globotriaosylceramide leads to vascular complications and renal insufficiency, among other
signs and symptoms. Despite being X-linked, Fabry disease can affect women, and has a great
variability in clinical expression, which brings difficulty to the diagnosis and leads to
underestimates of its prevalence.

This study had the main objective of establishing the accuracy of the assay of a-
galactosidase A activity in dried blood filter paper samples. This method, which could be used
in screening for Fabry disease, was compared to the standard diagnostic method, the assay of
a-galactosidase A activity in plasma samples. The secondary objective was to estimate, with
this method, the prevalence of Fabry disease in a sample of Brazilian males patients receiving
hemodyalisis.

To evaluate the accuracy of the method, it was studied 22 patients with Fabry disease
and 124 controls without Fabry disease. On the accuracy studies we observed a sensitivity of
100%, specificity of 90.3% (CI95%: 84.1 to 94.7%), positive predictive value of 64.7%
(CI95%: 48.6 to 80.2%) and negative predictive value of 100%. On the study of prevalence of
Fabry disease in male patients in hemodyalisis, we found three affected cases among 1712
patients investigated. The prevalence on this group of patients was estimated as 0.18%
(CI95%: 0.05 a 0.48%) — almost 100 times the expected in the general population.

From these results, we conclude that the assay of o-galactosidase A activity in dried
blood filter paper has enough accuracy to be used in the screening of Fabry disease, including

the screening of high-risk groups patients as the ones on hemodyalisis.



Introducao

A Doencga de Fabry

A doenca de Fabry ¢ ligada ao cromossomo X e foi primeiramente descrita em 1989
por Willian Anderson, na Inglaterra, e Johannes Fabry, na Alemanha. Ambos os
dermatologistas, independentemente, descreveram pacientes com angiokeratoma corporis
diffusium, lesoes de pele de cor vermelho-plrpura, que reconhecemos como caracteristica
desta doenga (Fabry H, 2001).

O paciente de Anderson tinha 39 anos de idade quando foi visto pela primeira vez em
dezembro de 1897 e apresentava proteinuria, deformidade nas extremidades, varicose e
linfedema. Aos 11 anos, o paciente desenvolveu exantema dos joelhos até as coxas, tronco e
extremidades, alcangcando extensdao maxima aos 17 anos.

Fabry viu seu primeiro paciente em abril de 1897. Na época o paciente tinha 13 anos
de idade, mas 4 anos antes comecou a desenvolver erupcdes cutidneas do joelho esquerdo que
se espalhou para coxa e tronco. Fabry acompanhou este paciente por 30 anos, relatando a
presenga de albumintria, lesdes de pele, presencga de dilatacdo de pequenas veias, e terminou
classificando este caso como angiokeratoma corporis diffusium (Fabry H, 2001 e Desnick RJ,
etal, 2001).

Muitos autores contribuiram para a descri¢do clinica da doenga. Steiner e Voerner
(1909), e Gunther (1913), citado por Desnick (2001), descreveram homens hemizigotos com
anidrose e intermitente acroparestesia que era agravada pelo clima quente ou frio. Weicksel
(1925), citado por Desnick (2001), descreveu a opacidade da coérnea caracteristica, e
anormalidades vasculares na conjuntiva e retina (Desnick RJ, et al, 2001).

Em 1947, Pompen e colaboradores, citado por Desnick (2001) foram os primeiros a
relatarem achados da autdpsia de dois irmdos que morreram por insuficiéncia renal. A
observagao mais significativa foi a presenca de vactiolos anormais em vasos sanguineos. Com
base nesses achados, foi sugerido que esta doenca se tratava de uma doenga de depdsito. Mais

tarde, Scriba (1950), citado por Desnick (2001) estabeleceu a natureza lipidica do deposito.
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Embora existisse a suspeita de que esta doenga fosse hereditaria, somente em 1965 Opitz et
al., citado por Desnick (2001), documentaram a heranca ligada ao cromossomo X, pela
analise do heredograma (Desnick RJ, et al, 2001).

A doenga de Fabry (DF) ¢ um erro inato do metabolismo dos glicoesfingolipideos.
Esta doenca ¢ resultado da deficiéncia na hidrolase lisossomal a-galactosidase A (o-gal A)
(Pastores, GM, Lien, YH, 2002). E uma doenga lisossomica de depdsito com envolvimento
multissistémico devido ao acumulo de glicoesfingolipideos neutros.

O defeito enzimatico ¢ transmitido por um gene ligado ao cromossomo X. O gene
GLA, localizado na regido Xq21.33-Xq22, possui aproximadamente 13kb e 7 exons, e foi

completamente seqiienciado (Kornreich R, et al, 1989).

¥q21,33

THy21.31

Figura 1: Cromossomo X. Gene GLA localizado no cromossomo X,
regido Xq21.33-Xq22, codifica enzima a-galactosidase A.
Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene=gla

Os homens hemizigotos para a mutacdo no gene GLA apresentam a doenga, ja as
mulheres heterozigotas para a mutagdo no mesmo gene podem apresentar sinais moderados
ou até graves. Esta diferenca na manifestagdo clinica pode ser explicada pela Hipotese de
Lyon.

A Hipotese de Lyon explica que ocorre a inativacao aleatoria de um dos cromossomos
X no inicio da embriogénese. Esta inativagdo ¢ permanente para todas as células somaticas
descendentes das mulheres. Isso garante que homens e mulheres tenham apenas um

cromossomo X ativo para haver a compensacdo de dose, ou seja, havera sempre apenas um
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produto de cada gene, tanto nos homens como nas mulheres (Borges-Osorio MR, Robinson
WM, 2001).

Os glicoesfingolipideos sdo componentes da membrana plasmatica que sdo
degradados no lisossomo (Perrot A, et al, 2002). O glicoesfingolipideo acumulado mais
comum nos lisossomos de tecidos viscerais ¢ no fluido corporeo é a globotriaosilceramida
(Gb-3), ou trihexoside ceramida (CTH) (Desnick RJ,et al, 2001) (Figura 2). O catabolismo
destes compostos requer varias enzimas de hidrolise, incluindo a a-gal A. A deficiéncia desta
hidrolase leva ao acimulo do substrato globotriaosilceramida nas células. Os depdsitos sao
armazenados em corpos de vdrias vesiculas ou em massas intracitoplasmaticas resultando na

disfungdo celular ou degeneragdo (Perrot A, et al, 2002).

galactosil galactosil glucosil

ceramida

Figura 2: Globotriaosilceramida (Gb-3).
(galactosil(a1—4)galactosil(f1—4)glucosil(1—1")ceramida)

Na doenga de Fabry o acumulo progressivo nos lisossomos do endotélio vascular leva
a exacerbacao da manifestacao clinica podendo resultar em isquemia e infarto. O acimulo de
glicoesfingolipideo atinge células periteliais e musculo liso do sistema cardiovascular e renal
(Desnick RJ, et al, 2001). As cardiopatias e a insuficiéncia renal sdo predominantemente
responsaveis pela mortalidade em pacientes com a doenca de Fabry (Perrot A, et al, 2002).

O acumulo progressivo do glicoesfingolipideo no endotélio vascular leva as principais
manifestagdes clinicas nos hemizigotos masculinos. Os primeiros sinais clinicos, usualmente
aparecem na infancia ou na adolescéncia, caracterizando a doenga de Fabry como uma
afeccdo de interesse para o pediatra. As manifestagdes precoces incluem dor nas extremidades
(acroparestesias), aparecimento de lesdes cutdneas (angioqueratomas) e hipoidrose. Em
alguns casos os sinais e sintomas podem ser mais tardios, aparecendo somente apos a segunda

ou terceira década de vida (Desnick RJ, et al, 2001).
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O sintoma mais debilitante da doenca de Fabry ¢ a dor. Ocorrem episddios de crises
de dor crdnica ou desconforto constante. As crises de dor ocorrem geralmente na infancia ou
no inicio da adolescéncia e ¢ um sinal clinico precoce da doenca (Desnick RJ, et al, 2001). O
padrdo tipico ¢ a acroparestesia ou sensa¢do de queimagdo nas palmas das maos e plantas dos
pés (Masson C, et al, 2004), podendo irradiar para zonas mais proximas ¢ demais zonas do
corpo, podendo durar desde alguns minutos até varios dias. As dores podem ser facilmente
confundidas com reumatismo, e devido a irradiagdo para os musculos do abdomen, a dor
aguda pode ser confundida ainda com apendicite ou colicas renais (Desnick RJ, et al, 2001).

Os pacientes com a doenga de Fabry podem apresentar lesoes de pele. Quando a lesao
das células do endotélio vascular da pele ¢ extensa, observa-se o surgimento de
angioqueratomas (figura 3). Os angioqueratomas, caracteristicos da manifestagdo cutinea da
doenca de Fabry, geralmente tornam-se evidentes entre as idades de 5 e 10 anos
(Mohrenschlager M, et al, 2004). Estas alteragdes de pele ocorrem devido ao acumulo de
glicoesfingolipideos ndo degradados, especialmente no epitélio vascular, e sdo pequenas
manchas vermelhas escuras, com relevo que nao perdem a cor quando pressionadas. As lesdes
ocorrem especialmente entre o umbigo e os joelhos, e apresentam uma tendéncia a simetria
bilateral (Desnick RJ, et al, 2001). A presenca de angioqueratoma ¢ altamente sugestiva para
doenca de Fabry, porém nao ¢ especifica, j& que podem ocorrer em outras doencas de
depdsito, e a sua auséncia nao descarta o diagnostico para a doenga de Fabry (Masson C, et al,
2004). O actimulo progressivo de lipideos nos vasos sangiiineos da pele resulta num aumento

progressivo do numero de lesdes com a idade.

Figura 3: Angioqueratomas.

Fonte: Genzyme — www.genzyme.com.br
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Outros sinais clinicos incluem a hipoidrose ou anidrose (Masson C, et al, 2004), ¢ a
perspiracdo anormalmente diminuida ou ausente. A hipoidrose ocorre devido ao deposito de
Gb-3 nas glandulas sudoriparas, causa febres freqiientes, superaquecimento do corpo em
fungao de exercicios fisicos e observa-se intolerancia ao calor.

Mudangas oculares geralmente surgem na segunda década de vida (Nguyen TT, et al,
2005). As anormalidades oculares aparecem em praticamente todos os pacientes com a
doenca de Fabry. O envolvimento ocular ¢ acentuado na cornea, cristalino, conjuntiva e retina
(Desnick RJ, et al, 2001). Depdsitos na cornea com arranjo radial sdo visiveis pelo exame
com lampada de fenda. Este padrdo de depdsito é conhecido como cornea verticillata (Figura

4) e ndo leva a perda de visao (Pastores, GM, Lien, YH, 2002).

_i") Edward S. Harkness Eye Institute

Columbia University

Figura 4: Cornea verticillata.

Fonte: http://dro.hs.columbia.edu/vortexk2.htm
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O envolvimento cardiaco ¢ freqliente na doenca de Fabry (Perrot A, et al, 2002). Ha
deposicao progressiva de glicoesfingolipideos nas células do miocardio, nas valvulas e nos
vasos coronarios, sendo principal causa de doengas cardiacas como bloqueio atrio-ventricular
completo, insuficiéncia mitral, hipertrofia do ventriculo esquerdo e isquemia do miocardio.
Os pacientes ainda podem apresentar aumento da susceptibilidade de infarto do coracao,
irregularidades do batimento cardiaco e taquicardia supraventricular. Verifica-se a deposi¢ao
do glicoesfingolipideo primeiramente no miocardio (Desnick RJ, et al, 2001). A presenca de
hipertrofia ventricular esquerda e mudancas valvulares estdo relacionadas com a gravidade da
doenca. Alteragdes da valvula mitral, protrusdo dos folhetos das valvulas ou prolapso sdo
mais observadas em pacientes jovens, enquanto anormalidades adicionais da aorta aparecem
posteriormente (Perrot A, et al, 2002).

No envolvimento do sistema nervoso central (SNC) destaca-se o acidente vascular
cerebral precoce (Fellgiebel A, et al, 2006). Outras manifestagdes cerebrovasculares que
resultam do envolvimento de pequenos vasos podem levar a trombose, ataques de isquemia,
aneurisma, ataques de epilepsia e afasia. Os sintomas mais freqiientes sdo paralisia da metade
do corpo, tontura e vertigem, visdo dupla de objetos, disartria, nistagmo, nausea e vomito, dor
de cabeca, ataxia (Desnick RJ, et al, 2001). Alteragcdes no sistema nervoso central ocorrem
entre os 40 e 50 anos de idade em alguns pacientes.

As manifestagdes renais resultam do actimulo progressivo de Gb-3 nos podocitos,
endotélio glomerular, epitélio da alca de Henle e do tibulo distal, endotélio arterial, células do
musculo liso e células intersticiais. O deposito no endotélio vascular renal ¢ progressivo e
associado com fibrose intersticial e glomeruloesclerose (Kotanko P, et al, 2004). Os sinais
clinicos mais comuns que encontramos sdo proteinuria, alteragdes na fungdo tubular renal,
poliuria, microhematuria e lipiduria. Essas lesdes podem ser de leve, com proteinuria discreta,
ou grave, com perda progressiva da funcdo renal, evoluindo para insuficiéncia renal cronica
em muitos pacientes.

Muitos pacientes com doenca renal terminal em programas de hemodidlise ndo tém o
diagnoéstico da doenca de Fabry reconhecido, sendo, na maioria das vezes, erroneamente
considerados como pacientes com insuficiéncia renal, sem diagnostico definido (Spada M,

Pagliardini S, 2002).
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A doenga de Fabry ¢ rara e a incidéncia estimada ¢ cerca de 1 caso para 40.000
individuos masculinos (Desnick RJ, et al, 2001). Porém, por apresentar uma variabilidade da
expressdo clinica, os sinais e sintomas clinicos ndo sdo sempre reconhecidos como doenga de
Fabry, o que pode resultar na subestimacdo da prevaléncia desta doenca (Linthorst GE, et al,
2003). E uma doenga pan-étnica sendo que pacientes representantes de diferentes grupos
étnicos incluindo caucasianos, africanos, hispanicos, indios americanos e asiaticos ja foram
observados (Desnick RJ, et al, 2001).

O diagnostico da doenga de Fabry ¢ importante ndo so para o paciente, mas também
para o tratamento e aconselhamento genético de seus familiares. Uma variante renal da
doenca foi identificada em 1,2% de pacientes japoneses do sexo masculino com insuficiéncia
renal cronica em hemodidlise, que ndo haviam sido previamente diagnosticados com a doenga
de Fabry (Nakao S, et al, 2003). Um estudo na Austria, envolvendo nove provincias revelou
que a prevaléncia da doenca de Fabry entre pacientes em tratamento de hemodialise foi de
0,161% (Kotanko P, et al, 2004). Na Italia, outro estudo obteve a prevaléncia de 0,22% entre
pacientes que recebem hemodidlise para a doenga de Fabry (Spada M, Pagliardini S, 2002).

Os resultados acima sdo de pacientes que ndo tiveram o diagnostico prévio da doenca
de Fabry. Isso mostra a importancia de programas de triagem populacional para o diagndstico
dessa doenga, mesmo que tardio, em pacientes que apresentem sinais cardiacos, renais ou
alteragdes do SNC. Alguns autores sugerem que programas de triagem neonatal, também sao
de grande valia, para que a doenca de Fabry seja detectada antes da presenca de sinais e
sintomas (Spada M, et al, 2006), uma vez que esta doenga ja possui tratamento através de

terapia de reposi¢cdo enzimatica.

O diagnéstico

O diagnostico clinico da doenga de Fabry ¢ dificultado devido ao envolvimento de
varios orgaos ¢ devido a natureza nao especifica dos sintomas. Portanto, ¢ de fundamental
importincia a cooperagdo de especialistas de diversas areas para que o diagndstico seja
obtido.

A doencga de Fabry pode ser diagnosticada pela observacdo da baixa atividade da a-
gal A em plasma e/ou leucécitos, ou pela identificagdo da mutagdo no gene GAL (Linthorst
GE, et al, 2005).

O procedimento bioquimico para a confirmacgdo do diagnoéstico clinico da doenga de

Fabry pode ser a medida da atividade enziméatica para a-gal A em plasma (Poeppl AG, et al,
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2005), soro, leucocitos, lagrimas, biopsia de tecidos, ou cultura em fibroblastos ou
linfoblastos (Desnick RJ, et al, 2001).

Pacientes com a doenca de Fabry geralmente apresentam atividade ndo detectavel, ou
atividade residual de 5 a 35% da atividade da enzima quando realizados com substrato
sintético 4-methylumbelliferyl-o-D-galactopyranoside. O N-acetyl-D-galactosamine ¢ usado
como inibidor da atividade da a-N-acetilgalactosaminidase, ou a-galactosidase B, por técnica
espectrofluorométrica (Desnick RJ, et al, 2001), pois esta € a enzima envolvida na doenga de
Schindler, o que poderia mascarar um resultado positivo.

Mulheres heterozigotas podem ser identificadas por apresentarem valores
intermediarios da atividade enzimatica da a-gal A, porém, esta atividade pode variar desde
zero até a normalidade em fun¢do da lionizacdo do cromossomo X. A investigacdo
bioquimica ndo ¢ suficiente para estabelecer o diagnostico final da doenca de Fabry em
mulheres heterozigotas, sendo necessaria a analise molecular para a confirmacdo. A detecgdo
de mulheres portadoras pode ser identificada, com confianga, por meio de analise de mutagao
no DNA (Linthorst GE, et al, 2003).

A andlise molecular pode ser realizada através do uso de endonucleases de restricao
ou seqiienciamento direto dos exons desse gene, o que permite o diagndstico preciso de
heterozigotas nas familias com alteragdes especificas (Desnick RJ, et al, 2001). A anélise
molecular permite identificar a mutagdo especifica de cada familia com a doenga de Fabry,
contribuindo para o exato diagndstico de outros membros, desde portadoras até afetados. Até
o momento, foram identificadas mais 400 mutagdes no gene da a-gal A (GLA), sendo que
57% sao mutagdes sem sentido e ndo ha uma que seja predominante (Perrot A, et al, 2002). A
maioria das mutagdes sdo privadas, ou seja, ocorrendo em uma ou poucas familias (Ishii, S, et
al, 2007). A doenca de Fabry tem uma grande heterogeneidade molecular, porém os
dinucleotideos CpG constituem hot spots para mutacdes no gene GLA (Ashton-Prolla, P, et
al, 2000). A identificacdo das mutagdes ¢ realizada por técnicas de seqiienciamento,
endonucleases de restricdo para mutagdes-especificas, ou ainda, oligonucleotideos
investigando o gene seqilienciado. As andlises moleculares demonstraram uma grande
variedade nas alteragdes moleculares que podem causar a doenga de Fabry; aproximadamente
57% sao mutagdes misssense nos alelos, 11% mutacdes nonsense, 18% delegdo parcial do
gene, 6% insercodes e outros 6% de defeitos no RNA devido a erros de splicing (Pastores GM,

Lien YH, 2002).
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Pacientes com doencga de Fabry possuem grandes quantidades acumuladas de Gb-3 no
organismo. O método da cromatografia em camada delgada tem como objetivo auxiliar o
diagnostico, além de acompanhar o tratamento de TRE. As vantagens deste método ¢ que
utiliza amostra de urina, sendo assim uma forma de detec¢do ndo invasiva, € por ser uma
analise qualitativa é mais barata. Este teste pode servir como triagem para a detec¢do de
pacientes com a doenga de Fabry. No acompanhamento do tratamento de TRE pode observa-
se a diminuicdo do Gb-3 do organismo, assim demonstrar a eliminagdo de Gb-3 durante o
tratamento (Folch J, et al, 1956).

Existe ainda um método que faz uso de amostras de sangue impregnadas em papel
filtro (SIPF), que tem sido aplicado em triagens populacionais. Esta técnica ¢ mais facil,
rapida e barata comparando-se ao ensaio em plasma e/ou leucdcitos (Chamoles NA, Blanco

M, 2001).

O tratamento de reposi¢ao enzimatica

O tratamento para a doenca de Fabry ¢ possivel atualmente através da terapia de
reposi¢do enzimatica (TRE). Com o diagnéstico definido, o tratamento com enzima
recombinante pode melhorar a qualidade de vida destes individuos. Embora a doenca seja
ligada ao X, muitas mulheres heterozigotas apresentam sintomas clinicos da doenga e também
podem se beneficiar do tratamento.

Existem duas enzimas disponiveis, algasidase-o. (Replagal®, Transkaryotic Therapies
Inc., Cambridge, USA), produzida pela engenharia genética a partir de linhagens de células
humanas, e algasidase-f (Fabrazyme®, Genzyme Inc., Cambridge, USA), que ¢ produzida a
partir de linhagem de células de ovario de hamster chinés. Estudos com a TRE de ambas as
enzimas demonstraram que nas fases I, II e III os compostos sdo eficazes no catabolismo dos
depositos de lipideos, aliviam a dor, sdao bem toleraveis e melhoram a qualidade de vida dos
pacientes com a doenca de Fabry (Pastores GM, Lien YH, 2002 e Perrot A, et al, 2002).

A European Agency for Evaluation of Medical Products (EMEA) aprovou o
tratamento com Fabrazyme® e Replagal® em agosto de 2001. Em abril de 2003, a US Food
and Drug Administration (FDA) aprovou somente Fabrazyme (Desnick RJ, 2004).

A estratégia de tratamento consiste em iniciar a TRE o mais cedo possivel o que
previne o desenvolvimento de complicagdes renais, cardiacas e neurologicas. Em pacientes
com a doenga de Fabry, que tem diagnoéstico tardio, o tratamento ¢ usado para diminuir o

acumulo de glicoesfingolipideos no rim, coragdo e sistema nervoso (Pastores GM, Lien YH,
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2002). A intervencgdo precoce do tratamento de reposicao enzimatica pode ser mais benéfica
do que a intervencao tardia, pois o acimulo de substratos pode causar danos irreversiveis aos

orgaos (Banikazemi M, et al, 2007).

Justificativa

A disponibilidade de um tratamento especifico, somada a possibilidade de
investigagdo familiar e aconselhamento genético, especialmente por se tratar de doenga ligada
ao cromossomo X, torna esta condicdo uma forte candidata a programas de triagem pelo
menos em grupos de maior risco. Um requisito importante para a triagem mais ampla ¢ a
disponibilidade de amostras que possam ser facilmente coletadas, transportadas e analisadas.
Como a doenga ndo tem marcadores clinicos especificos, muitas vezes progride
silenciosamente e quase sempre leva a insuficiéncia renal. Um grupo que se mostra um alvo
muito importante para este tipo de triagem sdo os pacientes que realizam hemodialise, que em
grande parte ndo possuem um diagnostico etiologico definido.

Um estudo neste grupo de pacientes poderia ser um piloto para triagens populacionais
mais amplas, com o emprego de amostras de SIPF, o que permitiria inclusive sua
incorporagao futura em programas de triagem neonatal.

Tendo em vista que o tratamento de TRE estd aprovado e vem sendo utilizado
amplamente nesta doenca, a identificagdo mais precoce de pacientes pode ter beneficios

diretos para os afetados e para os familiares.

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a acurdcia da medida da atividade
da a-gal A em SIPF, para ser potencialmente aplicada em programas de triagem para a
doenga de Fabry. Os resultados foram comparados com o procedimento usual para o
diagnostico da doenga, que ¢ a medida da atividade enzimatica da a-gal A em amostras de
plasma.

O objetivo secundario do trabalho foi estimar, com o emprego desse método, a
freqliéncia da doenga de Fabry em pacientes brasileiros que estavam recebendo tratamento de

hemodialise e que ndo tinham diagnostico etioldgico definido.
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Materiais e Métodos

Grupos controle

No grupo controle positivo foram incluidos 22 pacientes com diagnostico previamente
confirmado da doenca de Fabry, nos quais realizou-se a medida da atividade da a-gal A em
SIPF e plasma.

No grupo controle negativo foram incluidos 124 individuos sem a doenca de Fabry e
que estavam recebendo hemodidlise. Apods verificar, por observagdes pessoais anteriores no
Laboratério de Referéncia de Erros Inatos do Metabolismo, que a atividade da enzima ¢
menor nesses pacientes. Assim decidiu-se estabelecer os valores de referéncia da medida da
atividade da a-gal A em SIPF e plasma neste grupo.

Os valores de referéncia foram estabelecidos a partir da medida da atividade da o-gal
A em SIPF e plasma dos controles negativos. A partir dos valores de referéncia foi

estabelecido o ponto de corte, abaixo do qual seria realizada a recoleta (SIPF e plasma).

Analise dos resultados

Para avaliar a acuracia da medida da atividade da a-gal A em SIPF foram aplicados
calculos estatisticos para obter resultados de sensibilidade e especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo, comparando os dois grupos controles (positivo e

negativo).
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Populagao-alvo para o calculo da prevaléncia

Foram analisadas 1712 amostras de SIPF de pacientes brasileiros em tratamento de
hemodialise, sem diagnoéstico definido, do sexo masculino, entre 15 e 60 anos. Participaram
do estudo trés estados brasileiros: Rio Grande do Sul, Parana e Rio de Janeiro.

Dos pacientes que tiveram atividade abaixo do ponto de corte foram solicitadas novas
amostras de SIPF. Quando a baixa atividade era confirmada, requisitou-se 10 mL de sangue
heparinizado para nova confirmagdo em plasma e leucocitos.

Todos os pacientes participantes deste estudo estavam de acordo quanto aos
propositos do projeto e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado
pela Comissdo Cientifica e Comissdo de Pesquisa e Etica em Satude do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (CEP/HCPA) sob numero 05-215.

Amostras de sangue impregnadas em papel filtro

As amostras de sangue dos controles negativos e da populagao-alvo em tratamento de
hemodialise foram coletadas durante a sessdo de hemodialise, entre os primeiros 30 minutos e
1 hora, por se mostrar o momento mais adequado tanto para o paciente como para a equipe do
projeto. Do grupo controle negativo foram coletados 5 mL de sangue e, primeiramente,
foram aplicadas algumas gotas de sangue no papel filtro e deixou-se secar por 3 a 4 horas em
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram armazenadas em saco plastico e em
temperatura de 4°C, em geladeira. No restante do sangue, foi adicionado anticoagulante
heparina para a separacdo do plasma. Da populacdo-alvo foram coletadas algumas gotas de
sangue e aplicadas no papel filtro. Foi usado o mesmo procedimento para secagem e
armazenamento das amostras do grupo controle.

Foram coletados 5 mL de sangue dos controles positivos (pacientes com o diagnostico
da doenca de Fabry). As amostras de SIPF e plasma seguiram o mesmo protocolo dos

controles negativos.
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Separacao de plasma e leucécitos

Para a separacdo de plasma, o sangue heparinizado foi centrifugado a 2000 rpm por 10
minutos. Separou-se o plasma em tubo tipo eppendorf e armazenou-se em freezer a -20°C.

Para a separacdo de leucocitos, foram solicitados amostras de 10 mL de sangue total
heparinizado. Adicionou-se 0 mesmo volume da mistura com acido citrico dextrose (ACD),
dextran 6% e glicose 5% ao sangue e deixou-se em repouso por, no maximo, 2 horas a
temperatura ambiente.

Em seguida, foi transferido o sobrenadante para um tubo coOnico plastico e
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo, descartou-se o
sobrenadante e o restante ¢ o sedimento de leucocitos.

Foi iniciada a lavagem do sedimento de leucocitos adicionando cloreto de s6dio 0,9%,
os leucdcitos foram ressuspendidos sob agitacdo. Foi adicionada 4gua destilada gelada com
auxilio do agitador de tubos e deixou-se em repouso por 90 segundos no gelo. Em seguida,
adicionou-se cloreto de sodio 3,6%, e apds agitacdo centrifuga-se a 3.000 rpm por 3 minutos a
temperatura de 4°C.

Apds a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e caso o sedimento de leucécitos
contivesse muitos eritrocitos, repetiu-se a operagdo de lavagem. Apds esse procedimento, o

sedimento de leucocitos foi armazenado a -20°C, até o momento da analise.

Dosagem de proteina

No momento do ensaio enzimatico foi adicionada agua destilada ao sedimento de
leucocitos e mantiveram-se as amostras sempre em gelo. Em seguida, foi utilizado o
desintegrador ultrassonico, com uma poténcia de 7.5 a 10%, o que equivale a
aproximadamente 45 Watts, em 2 ciclos de 25 segundos com intervalo de 30 segundos em
gelo. Esse procedimento foi utilizado para romper a membrana dos lisossomos.

Para a dosagem de proteina descrita por Lowry OH, et al (1951), foi utilizado uma
curva de albumina de soro bovino com concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg proteina /
100 pL. Para as amostras, foram utilizados 20 puL da solucdo de leucdcitos e adicionada agua

destilada para completar o volume de 500 pL. Em todos os tubos, foi adicionado o Reativo
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Alcalino de Cobre, composto de carbonato de so6dio 2% com hidroxido de sédio 0,1 M,
sulfato de cobre 5.H20 1% e tartarato de sodio e potéssio 2%, sob movimenta¢do do agitador
de tubos. Deixou-se em repouso por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado Folin Ciocalteau
e deixado em repouso por 30 minutos. A unidade de concentragdo de proteina utilizada foi de
ug proteina / 100 pL. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda

de 750 nm.

Medida da atividade da a-galactosidase A em sangue impregnado

em papel filtro

Para a medida da atividade da a-gal A em SIPF utilizou-se método
espectrofluorométrico descrito por Chamoles NA, et al (2001). Colocou-se um picote com 3
mm de didmetro (5,5 pL de sangue) em tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e adicionou-se 20 pL
do inibidor N-acetil-D-galactosamina 0,25 M, para inibir a atividade cruzada da enzima o-
galactosidase B, e 100 uL do substrato 4-metilumbeliferil-a-D-galactosideo 5 mM diluido em
tampao citrato fosfato 0,15 M pH 4,4. No tubo branco, colocou-se um picote de papel filtro
com 3 mm de didmetro sem sangue, procedeu-se como descrito acima e foi adicionado 600
pL de etilenodiamina 0,1 M pH 11,4. Incubou-se por 20 horas a 37°C num banho de 4gua com
agitacdo. Para parar a reagdo utilizou-se 600 pL de etilenodiamina 0,1 M pH 11,4 em todos os
tubos, exceto no branco. Em seguida, centrifugou-se a 4°C durante 5 minutos, a 3.000 rpm.

A leitura da fluorescéncia foi realizada em aparelho de espectrofluordmetro, excitacao
365nm — emissdo 450nm. Utilizou-se uma curva padrdo de 4-metilumbeliferil com
concentragdes de 2,5 a 15 puM, adicionou-se 540 pL de etilenodiamina 0,1 M pH 11,4 a cada
ponto da curva padrdo. A unidade utilizada para expressar a atividade enzimatica foi de

nmol/h/mL.
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Medida da atividade da a-galactosidase A em plasma

Para o ensaio enzimatico da a-gal A em amostra de plasma, utilizou-se o método
espectrofluorométrico descrito por Morgan SH, et al (1990).

Foi utilizado uma mistura de substrato 4-metilumbeliferil-a-D-galactosideo 10 mM
com inibidor N-acetil-D-galactosamina 2 M em tampao acetato de sodio 0,5 M pH 4,8. Foi
incubado um tubo teste com 100 puL de plasma e um tubo branco sem amostra. Foi adicionado
100 pL da mistura de substrato/inibidor em todos os tubos e incubou-se por 2 horas a 30°C.
Parou-se a reacdo com tampao glicina 1 M pH 10,4 e adicionou-se 100 puL de plasma no tubo
branco. Foi utilizado o mesmo padrao de 4-metilumbeliferona descrito acima, adicionando-se
aos 200 uL da curva padrao, 100 pL de plasma. Como branco do padrao foi utilizado 200 pL
de 4gua, e em ambos os tubos 900 pL. de tampao glicina.

A leitura da fluorescéncia foi realizada em aparelho de espectrofluordmetro, excitagao

365nm — emissdo 450nm. A unidade utilizada para expressar a atividade enzimatica foi

nmol/h/mL.

Medida da atividade da a-galactosidase A em leucécitos

Para o ensaio enzimatico da o-gal A em leucdcitos, utilizou-se uma técnica
espectrofluorométrica descrita por Skoog WA e Beck WS (1953) e Desnick RJ, et al (1973).
Utilizou-se para o ensaio, 20 pL de leucécitos da amostra e os brancos, 20 uL de agua
destilada. Em seguida foi adicionado 120 puL de substrato 4-metilumbeliferil-a-D-
galactosideo 5 mM diluido em tampao citrato fosfato 50 mM pH 4,8. Incubou-se por 2 horas a
37°C. Apos o periodo de incubagdo adicionou-se 1,5 mL de tampao glicina 0,5 M pH 10,3. A

unidade utilizada para expressar a atividade enzimatica foi de nmol/h/mL.
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Procedimento

Nos 22 controles positivos e nos 124 controles negativos foram realizadas as medidas
das atividades da a-gal A em SIPF e plasma. Com os resultados foram obtidos os valores de

referéncia e estabeleceu-se o ponto de corte para as recoletas (Fluxograma 1).

124 controles negativos

a-gal A em sangue a-gal A
impregnado em papel filtro em plasma
Valor de referéncia e Valor de referéncia
ponto de corte

Fluxograma 1: Procedimento para estabelecer os valores de referéncia das atividades enzimaticas de
a-galactosidase A em sangue impregnado em papel filtro e plasma, bem como definir o

ponto de corte para a recoleta de amostras em sangue impregnado em papel filtro.

Na populagao-alvo, os 1712 pacientes brasileiros em tratamento de hemodialise, foi
realizada a medida da atividade da a-gal A em SIPF. Para aqueles pacientes que apresentaram
atividade abaixo do ponto de corte foi solicitada nova coleta de amostra de SIPF.

Caso o resultado se repetisse nesse novo material, foi requisitado 10 mL de sangue
heparinizado para dosagens de a-gal A em plasma e leucécitos para a confirmacdo, ou ndo,

do diagnéstico da doenca de Fabry (Fluxograma 2).



a-gal A em SIPF

Atividade abaixo do
ponto de corte

Atividade acima ou igual
do ponto de corte

Solicitagdo de nova coleta
de SIPF

NORMAL

a-gal A em SIPF

Atividade abaixo do
ponto de corte

Atividade acima ou igual
do ponto de corte

Solicitacdo de 10mL de

NORMAL
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sangue heparinizado para
separacdo de plasma e
leucocitos

a-gal A em
plasma e leucécitos

Atividades acima dos
valores de referéncia

Atividades abaixo dos
valores de referéncia

Doenca de Fabry NORMAL

Fluxograma 2: Protocolo de triagem em pacientes brasileiros em tratamento de hemodialise para

investigagdo da doenga de Fabry.
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Resultados e Discussao

Primeiramente, foi feito um grafico boxplot comparando os controles positivos e
negativos, utilizando-se o programa SPSS versao 14. Os resultados da atividade enzimatica da
a-gal A em SIPF de 22 controles positivos possuem uma mediana de 0,48 nmoles/h/mL. Os
resultados da atividade enzimatica da a-gal A em SIPF de 124 controles negativos indicou
uma mediana de 2,6 nmoles/h/mL (Grafico 1).

Com os resultados obtidos no grupo controle negativo, foi determinado o ponto de
corte a partir da curva ROC, pelo programa SPSS versdo 14, em 1,5 nmol/h/mL para a
atividade enzimatica de a-gal A em SIPF. O intervalo de referéncia foi estabelecido como

sendo de 2,0 a 14 nmol/h/mL.
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Grafico 1: Boxplot Papel Filtro. Comparagao das atividades enzimaticas da o-galactosidase A em amostra

de sangue impregnado em papel filtro de 22 controles positivos e 124 controles negativos.
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Os resultados da atividade da enzima da a-gal A em plasma de 22 controles positivos
indicaram uma mediana de 0,056 nmol/h/mL. Os resultados da atividade enzimatica da a-gal
A em plasma de 124 controles negativos indicaram uma mediana de 6,1 nmoles/h/mL

(Grafico 2). O intervalo de referéncia foi estabelecido de 3,3 a 22 nmoles/h/mL.
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Grafico 2: Boxplot Plasma. Comparagao das atividades enzimaticas da a-galactosidase A
em amostra de plasma de 22 controles positivos e 124 controles negativos.
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Acuracia

Para obtencdo dos resultados referentes a avaliagdo da acuridcia da medida da
atividade da a-gal A em SIPF para triagem para doenga de Fabry, foram utilizados os dados a
partir das atividades enzimaticas de a-gal A em SIPF e plasma dos 22 controles positivos e
dos 124 controles negativos.

Para avaliar a acuracia da atividade enzimatica da a-gal A em SIPF, para triagem de
pacientes com a doenga de Fabry, comparou-se este método com o procedimento usual para o
diagnostico da doenga (medida da atividade de a-gal A em amostra de plasma). Os resultados
foram analisados quanto a sensibilidade e especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo.

Dos 124 controles negativos, 12 individuos e todos os 22 controles positivos,
apresentaram atividade abaixo do ponto de corte (1,5), na medida da atividade enzimatica da
a-gal A em SIPF. Os 112 controles negativos restantes tiveram atividade acima do ponto de

corte (Tabela 1).

Teste Alvo
Atividade enzimatica da
o-gal A em SIPF

Positivo Negativo Total
(<I,5nmol/h/mL) | (>1,5nmol/h/mL)
Positivo
Teste Diagnostico (<3,3nmol/h/mL) 22 a 0 c 22
Atividade enzimatica da .

Negativo

o-gal A em plasma 12 112 124

(=23,3nmol/h/mL) b d
Total 34 112 146

Tabela 1: Resultados obtidos a partir da atividade enzimatica da o.-galactosidase A em sangue impregnado em papel filtro e plasma de 22
controles positivos e 124 controles negativos. Verdadeiros-positivos (a), Falsos-positivos (b), Falsos-negativos (c), Verdadeiros-negativos

().
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Sensibilidade e especificidade

Foi utilizado o programa PEPI versado 4.0, sendo obtido um resultado de sensibilidade
de 100% e de especificidade de 90,3% (para IC95%: 84,1 a 94,7%), para o ponto de corte de
atividade enzimatica de 1,5nmol/h/L em amostras de SIPF. Isso demonstra que o teste ¢ 100%

sensivel, mas teve como falsos positivos de 8,7% (para 1C95%: 5,3 a 15,9%) das amostras.
Valores preditivos positivo e negativo

Foi utilizado o programa PEPI versao 4.0, foi obtido o resultado do valor preditivo
positivo de 64,7% (para 1C95%: 48,6 a 80,2%) e o resultado do valor preditivo negativo de
100%. O VPP pode apresentar-se diminuida devido a baixa prevaléncia da doenga na

populagdo (Kotanko P, et al, 2004), como ¢ o caso da doenga de Fabry.

Estes resultados indicam que o ensaio enzimatico da a-gal A em SIPF ¢ 100%
sensivel, ou seja, todos os pacientes com a doenga de Fabry serdo identificados. No entanto,
num intervalo de 19,8 a 51,4% detectam-se falso-positivos, tendo a necessidade de repetir a
coleta e o ensaio enzimatico em plasma para a obten¢do do diagnostico final da doenca de
Fabry.

Para evitar resultados falsos positivos, testes de triagem ndo deveriam ser aplicados na
populacdo em geral (Kotanko P, et al, 2004). E sim, serem aplicados em grupos de alto risco
como ¢ o caso dos pacientes em tratamento de hemodialise.

Em alguns paises da Europa e América Latina questiona-se a possibilidade da medida
da atividade enzimatica em amostras de SIPF serem utilizadas como método de diagndstico.
O presente estudo mostra a necessidade da confirmacdo diagnostica pelos métodos
tradicionais em amostra de plasma e/ou leucdcitos, ou também pela analise de mutacdo. Visto
que neste trabalho observou-se 12 controles negativos com atividade abaixo do ponto de
corte, ou seja, 9,7% de falsos-positivos pela medida da atividade enzimatica em SIPF.

O estudo de Kotanko P, et al (2004), na Austria, foi realizado a triagem com amostra
em SIPF e confirmada pela medida da atividade da o-gal A em leucocitos e analise de
mutagdo. Na Italia, Spada M, et al (2006) realizaram a medida da atividade da a-gal A em
amostras de SIPF e confirmaram pela medida da atividade da a-gal A em amostra de plasma e
analise de mutagdes.

Estes resultados mostram que a medida da atividade da a-gal A em SIPF ¢ forte

candidata a fazer parte de testes de triagem populacional para a doenca de Fabry.
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Prevaléncia

Para o estudo da prevaléncia avaliou-se por esta triagem 1712 pacientes em tratamento
de hemodialise sem diagnoéstico definido, foram avaliados para a doenga de Fabry pelo ensaio
enzimatico da a-gal A em SIPF, proveniente de trés estados brasileiros: Rio Grande do Sul
(807 pacientes), Parana (395 pacientes) e Rio de Janeiro (510 pacientes).

Obteve-se 52 resultados da atividade da enzima o-gal A em SIPF abaixo do ponto de
corte de 1,5umol/h/L, que foram chamados para recoleta, e destes, trés pacientes tiveram o
diagnostico da doenga de Fabry confirmada pela medida da atividade da a-gal A em plasma e
em leucdcitos. Dois dos pacientes diagnosticados eram provenientes do Rio Grande do Sul e
um do Rio de Janeiro. Observa-se que dentre os 52 pacientes, 48 resultaram em falsos
positivos (2,8%). Este resultado ¢ menor do que o obtido na avaliagdo da acuricia.

O primeiro paciente diagnosticado era do Rio Grande do Sul. Na época da coleta
estava com 47 anos, iniciou tratamento de hemodialise aos 41 anos. Nao apresentava
angioqueratomas nem acroparestesias, porém apresentava insuficiéncia renal cronica em fase
terminal, nefroesclerose, cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, aneurisma. Este
paciente foi a Obito aos 48 anos. Apresentou atividade da o-gal em A em SIPF de
0,30pmol/h/L e em plasma de 0,006nmol/h/mL.

O segundo paciente diagnosticado, também do Rio Grande do Sul, estava com 46 anos
na época da coleta e iniciou o tratamento de hemodidlise aos 45 anos. Este paciente
apresentava sinais clinicos caracteristicos da doenca de Fabry como angioqueratomas no
abdome, acroparestesia existente ha mais de 15 anos, hipoidrose, hipertrofia ventricular
esquerda e insuficiéncia renal cronica em estagio terminal.

Este caso demonstra a necessidade dos pacientes serem melhor avaliados pela clinica
que apresentam, levando ao diagnéstico precoce ¢ inicio do tratamento sem que haja
comprometimento irreversivel dos 6érgaos envolvidos.

Os dados clinicos do terceiro paciente, proveniente do Rio de Janeiro, ndo puderam
ser obtidos.

O resultado da prevaléncia foi de 0,18% (IC95%: 0,05 a 0,48%), utilizando o
programa PEPI versdo 4.0. Este resultado esta de acordo com os relatos de Kotanko (2004) e
Spada (2002). Além de ser quase 100 vezes superior a estimada na populagao em geral e
demonstra que existem pacientes recebendo hemodidlise ainda sem o diagnostico da doenga

de Fabry. Estes resultados demonstram que esta doenga esta sendo subestimada. Este estudo
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denota a importancia de ferramentas de diagndstico, como o ensaio enzimatico da a-gal A em
SIPF, que funciona como uma boa alternativa em triagens populacionais para a identificagdo
de pacientes com a doenca de Fabry e encaminhamento para o tratamento adequado.

Este estudo teve participacdo de apenas trés estados brasileiros: Rio Grande do Sul,
Parana e Rio de Janeiro. Porém, como a doenca de Fabry ¢ uma doenga considerada pan-
étnica, acreditamos que os resultados possam ser representativos do que ocorre no Brasil de

uma maneira geral.



a-gal A em SIPF
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Atividade abaixo do Atividade acima ou igual
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Solicitagao de nova coleta
de SIPF NOlRBQ/CI)AL
a-gal A em SIPF
52
Atividade abaixo do Atividade acima ou igual
ponto de corte do ponto de corte
3 49
Solicitacdo de 10mL de NORMAL
sangue heparinizado para 49
separacdo de plasma e
leucdcitos
a-gal A em
plasma e leucécitos
3
|
Atividades abaixo dos Atividades acima dos
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Fluxograma 3: Resultados da prevaléncia seguindo o protocolo de triagem em

pacientes brasileiros em tratamento de hemodialise para investiga¢do da doenga de Fabry.
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Conclusoes

Os resultados obtidos a partir deste projeto permitem concluir que a medida da
atividade da a-gal A em amostras de SIPF apresenta acuracia suficiente para ser empregada
como método de triagem da doenga de Fabry.

Este método mostrou alta sensibilidade, requisito importante para técnicas de triagem
populacional, sem ter apresentado nenhum falso negativo. Seu emprego em uma amostra de
pacientes com insuficiéncia renal crénica indicou que o método ¢ eficiente, permitindo
detectar uma proporcao de casos quase 100 vezes maior que a esperada para a populacdo em

geral.
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Perspectivas

Este trabalho abre a perspectivas de aplicagao deste método em amostras de sangue
impregnadas em papel filtro tanto para triagem em grupo de alto risco quanto para triagem
neonatal, por ser uma técnica facil, rapida e barata, e que tem o transporte simplificado.

Tendo em vista que hoje existe um tratamento especifico para a doenga de Fabry e que
muitos pacientes estdo sem diagnostico, o desenvolvimento de um método simples, pratico,
barato e confidvel para a sua triagem ¢ altamente positivo. A identificacdo de um paciente
pode gerar a identificacdo de novos casos na familia, os quais podem se beneficiar de um

tratamento mais precoce ¢ do aconselhamento genético.
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