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RESUMO

A Doenca de Fabry é uma desordem de depdsito lisossémico causada pela deficiéncia da
atividade da enzima o-galactosidase A (a-Gal A). Esta nefropatia surge geralmente na quinta
década de vida do paciente evoluindo a insuficiéncia renal crénica terminal e levando-o a

hemodialise e/ou transplante renal.

O objetivo deste trabalho é determinar a prevaléncia da Doenga de Fabry em homens com
insuficiéncia renal terminal submetidos a hemodiélise no Rio Grande do Sul, um estado do Sul do

Brasil, e relatar os casos encontrados.

Para tanto, a triagem para a atividade da a-GAL A em pacientes homens em hemodialise
foi realizada através da coleta de sangue em papel filtro (valor normal de referéncia: >1,5
nmoles/hora/mL). Resultados positivos da triagem foram confirmados pelo teste da atividade da

ao-GAL A em plasma (valor de referéncia: >3,3 nmoles/hora/mL).

Quinhentos e cinqiienta e oito pacientes homens em hemodialise foram avaliados. Destes,
apenas dois apresentaram atividade da a-GAL A reduzida e foram diagnosticados com Doenca
de Fabry (0.36%). Um deles, com 42 anos, apresentava hipertrofia ventricular esquerda e variante
renal da Doenca de Fabry, sem os sintomas classicos. O outro, de 46 anos, apresentou

manifestacdes classicas, com angiogueratomas, acroparestesia, hipoidrose e opacidade de cornea.

Embora a prevaléncia da Doenca de Fabry seja baixa em nosso estudo (0.36%), triagens
de rotina em homens em hemodialise permitirdo a identificacdo precoce de outros familiares que

poderdo ser beneficiados com tratamentos clinicos especificos.



ABSTRACT

Fabry disease (FD) is a lysosomal storage disorder caused by the deficient a-galactosidase
A (a-Gal A) activity. Fabry nephropathy typically progresses throughout the fifth decade to end-

stage renal disease (ESRD) requiring hemodialysis and/or kidney transplantation.

Screening for a-GAL A activity was performed by a dried blood spot test (normal
reference value: >1,5 nmoles/hour/mL). Positive screening results were confirmed by plasma o-

GAL A activity assay (reference value: >3,3 nmoles/hour/mL).

Five hundred and fifty eight male patients under hemodialysis were evaluated. Of these,
only two had low a-GAL A activity and were diagnosed with Fabry disease (0.36%). One of
these, age 42, had left ventricular hypertrophy and renal manifestation of Fabry disease, without
the classic symptoms. The other, age 46, presented classical manifestations of angiokeratomas,

acroparesthesias, hypohidrose and ocular opacities.

Although the prevalence of Fabry disease is very low in our study (0.36%), routine
screening of male hemodialysis patients would enable earlier identification of other family

members who might benefit from specific clinical treatment.



1. INTRODUCAO

Muitos pacientes afetados com insuficiéncia renal terminal em programa de hemodialise ndo
tém reconhecido o diagnostico de Doenca de Fabry. Estes pacientes apresentam erroneamente o
diagnostico de glomerulonefrite crénica como diagnostico etioldgico da insuficiéncia renal. Com
o0 diagnostico definido, tratamento com enzima de reposicdo pode melhorar a qualidade de vida
destes individuos. Dados epidemiologicos sobre essa patologia ainda ndo sdo totalmente

conhecidos em nosso meio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A Doenca de Fabry é uma doenca hereditaria, ligada ao X que se caracteriza pela deficiéncia
ou auséncia da enzima a-galactosidase A (o-Gal A). E uma doenca de dep6sito lisossdmico com
comprometimento de varios 6rgdos como: rins, figado, cérebro e pele. Também é conhecida
como doenca de Anderson-Fabry, Morbus Fabry ou angioqueratoma corporis difusum e foi
descrita pela primeira vez ha pouco mais de um século (Peters et.al., 2001).

A incidéncia estimada da doenca de Fabry é de 1 em cada 40.000 individuos do sexo
masculino, sendo que a doenca j& foi descritas em diversas etnias (Desnick et al., 2001).

Os pacientes com doenca de Fabry apresentam mutagc0es no gene da a-galactosidase A (o-
Gal A), uma enzima lisossémica também conhecida como a-galactosidase A e tri-hexosidase de
ceramida. O resultado fenotipico se reflete na incapacidade ou na diminuigdo da capacidade de
catabolizar lipideos com residuos terminais de o-galactosil. Nestas situacfes como a a-GAL é
ausente ou deficiente esses lipideos se acumulam progressivamente nos lisossomos em diferentes
tecidos. Um desses lipideos em particular € a globotriaosilceramida (GL-3, também conhecida
como GL-3, tri-hexdsido de ceramida e CTH). A figura 1 ilustra o mecanismo pelo qual ocorre a
deposicdo de GL-3 em diferentes tecidos.

O acumulo de GL-3 no endotélio vascular tem conseqiiéncias de importancia clinica,
como complicacGes renais, cardiacas e cerebrovasculares nos pacientes portadores da doenca de
Fabry. Na maioria dos casos de doenca de Fabry tipo classico, as alteracdes patologicas renais
sdo progressivas e levam o paciente a insuficiéncia renal cronica terminal, sendo indicado o
tratamento hemodialitico ou transplante renal. Nos pacientes sem tratamento especifico a
expectativa de vida é de 41 anos (Desnick et al., 2001).

11
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Figura 1: Defeito enzimético na Doenca de Fabry.

2.1 Aspectos Genéticos

A doenca de Fabry tem um padrdo de heranca recessivo ligado ao X, com penetrancia
completa nos hemizigotos e manifestacoes clinicas variaveis nas heterozigotas.

Diversas mutacOes relacionadas ao gene da a-galactosidase ja foram descritas (Ashton-
Prolla et al., 1999; Brown et al., 1997), contudo a maioria das familias apresenta mutagdes
isoladas. Mais de 300 mutages diferentes ja foram associadas a doenca de Fabry (Krawczak et
al., 2000). Esse numero elevado de mutagdes pode justificar as diferencas observadas em relagdo
aos sintomas clinicos e comprometimento de diferentes 6rgdos (Asthon-Prolla et al., 1999; Knol

etal., 1999).
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A figura 2 ilustra 0 modelo geral de segregacao da Doenca de Fabry, respeitando o padrédo
de heranca recessivo ligado ao X: Um individuo diagnosticado como portador de Doenca de
Fabry obrigatoriamente determina a condi¢do de portadora de sua mae (mesmo que ela ndo tenha

outros filhos com o0 mesmo diagndstico) e de todas as filhas mulheres.
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Figura 2: Modelo de segregacédo da Doenca de Fabry.

2.2 Aspectos Clinicos

Embora haja uma variabilidade clinica consideravel em relacdo a doenca de Fabry, podem
ser distinguidos trés grupos de pacientes: 1) casos classicos; 2) casos sub-clinicos observados
somente nas heterozigotas e 3) casos atipicos.

Um dos sinais mais comuns nos pacientes com doenca de Fabry € a presenca dos
angioqueratomas, principalmente na regido periumbilical, em flancos e regido inguinal (figura 3).
Os angioqueratomas tipicos de Fabry sdo lesdes planas ou pouco elevadas, de bordas difusas e
coloracdo vermelha-escura ou negra, podem ser escassos ou aglomerados em grandes grupos e
geralmente ndo causam irritacdo, desse modo podem passar despercebidos pelos pacientes

durante muito tempo.
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Figura 3: Angioqueratoma periumbilical tipico de Fabry.

Imagem obtida do paciente identificado nesse estudo.

As lesdes endoteliais decorrentes do acumulo progressivo de GL-3 estdo relacionadas
com as manifestaces clinicas sistémicas. Os alvos podem ser 0s rins, o sistema nervoso central e
periférico e o coracdo (Desnick et al., 2001; Okuda, 2000; Linhart et al., 2000; Alizad et al.,
2000; Meroni et al., 1997; Grewal, 1994).

As heterozigotas apresentam quadro clinico mais leve e apresentam menos febre ou dores
de extremidades quando comparados com os individuos hemizigotos com a doenca de Fabry
classica. A maioria das heterozigotas ndo apresenta sintomas durante a infancia e vida adulta,
podendo apresentar alguns sintomas em torno da quarta ou quinta décadas de vida.

As principais caracteristicas clinicas comuns nos pacientes com doenca de Fabry classica,
independente da faixa etaria sdo: (1) acroparestasia intermitente e crises episédicas de dor e
febre; (2) angioqueratomas; (3) hipoidrose e (4) uma opacidade cdrnea verticilada caracteristica

que ndo interfere na visdo (figura 4).
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Figura 4: Opacidade da cdrnea observado na doenca de Fabry

Imagem disponivel em medschool.ucsf.edu/lysosomal/fabry/eyes.aspx

Whybra et al. (2001), avaliaram a evolucéo clinica de 20 portadores da doenca de Fabry.
Além dos sintomas dermatologicos, diversos outros sintomas relacionados com a doencga foram
descritos, incluindo acroparestasia, insuficiéncia renal, doenga cerebrovascular e distarbios
gastrointestinais e cardiacos.

MacDermot et al. (2001a), investigaram 98 homens com doenca de Fabry. A faixa etaria
média de sobrevida encontrada foi de 50 anos. Dor neuropética foi observada em 93 pacientes
(77%), com um escore médio de dor de 5 (escala de 0 a 10). Complicagdes cerebrovasculares
foram observadas em 24,2% dos pacientes e insuficiéncia renal ocorreu em 30%. Também foi
observada uma alta freqiiéncia de surdez, sendo confirmada em 78% dos exames audiométricos
feitos nos pacientes. A faixa etaria média dos diagndsticos foi 21,9 anos. Nesses pacientes,
também, se constatou que o interesse e frequéncia escolar, a pratica de esportes e a execucao de
atividades sociais foram significativamente afetadas pelo desenvolvimento da doenca de Fabry.

Apenas um paciente de 46 anos desempenhava atividade profissional. Identificou-se, ainda, que a
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funcdo sexual foi afetada nesses pacientes pela presenca de angioqueratoma genital, dor genital e
impoténcia.

Além dos hemizigotos, MacDermot et al. (2001b), descreveram em outro trabalho as
manifestacdes clinicas prevalentes em 60 mulheres heterozigotas para doenca de Fabry. A idade
média cumulativa de sobrevida observada foi de 70 anos, o que representa uma reducdo de 15
anos em relacdo a populacdo em geral. Dentre as pacientes, 6 apresentavam insuficiéncia renal e
9 morreram por complicacbes cerebrovasculares (28%). Quarenta e duas pacientes (70%)
apresentavam dor neuropatica e 20 (30%) algumas manifestacdes debilitantes relacionadas a
doenca de Fabry. Germain et al. (2002) observaram perda progressiva da audicédo, sendo a surdez
subita um achado freqliente nestes pacientes. Alteracfes auditivas foram observadas em 12
pacientes (54,5%), desses 5 apresentaram perda progressiva da audicdo e 7 surdez subita. A
prevaléncia de perda auditiva foi significativamente maior nos pacientes que apresentavam
insuficiéncia renal (p< 0,01) ou lesdes cardiovasculares (p< 0,01), sendo que ndo foi encontrada
correlagdo com hipertrofia ventricular esquerda nesses portadores de doenca de Fabry.

Senechal e Germanin (2003), avaliaram complicacdes cardiacas funcionais e anatémicas
em 20 homens hemizigotos com diagnostico de doenca de Fabry. A hipertrofia ventricular
esquerda e/ou remodelacdo concéntrica foram observadas em 60% dos casos. Disturbios

estruturais de valvula mitral e aortica foram identificados em 25% dos pacientes.

2.3 Comprometimento Renal na Doenca de Fabry

A lesdo renal pode ser leve com proteindria discreta ou severa, aumento da taxa de
filtracdo glomerular e subsequiente perda da funcéo renal. O desenvolvimento de insuficiéncia
renal crénica esta diretamente relacionado com a progressdo do dano renal no paciente com

doenca de Fabry, porque os depositos lisossomais ocorrem de forma simulténea e aleatoria em
16



diferentes partes do parénquima renal (figura 5). O acimulo de lipideos nos rins comega no
glomérulo: os poddcitos aumentam de tamanho e vacuolizam-se, apresentando-se, a microscopia
eletronica, como corpos miel6ides lamelares em diferentes partes da estrutura. A deposicdo nas
células endoteliais e epiteliais da capsula de Bowman pode conduzir a expansao do mesangio e
da matriz extracelular. Ha também depdsitos de lipidios nos vasos sangliineos e nos tubulos

renais. Todas essas mudancas sao similares as que ocorrem na nefropatia diabética.

el - %_ e 4, ey __in y R ] ‘@

Figura 5: Depo6sitos de GL-3 difusamente observados no parénquima renal (ME,4000X).

Imagem disponivel em path.upmc.edu/cases/case137/dx.html

Warnock (2005) revisou as manifestacfes renais da doencga de Fabry e descreveu que o
declinio progressivo da funcdo renal é uma condicdo fundamental e freqiientemente é marcado
pelo aumento da proteindria. As primeiras alteragdes renais costumam aparecer na infancia e
antes da puberdade. Entretanto, os sintomas costumam aparecer em torno dos 20 ou 30 anos. A

magnitude do comprometimento renal é varidvel: alguns pacientes apresentam insuficiéncia renal
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leve enquanto outros apresentam a doenca de forma severa. A hipertensdo arterial é a
complicacao que acontece tanto nas formas leves quanto severas.

A doenca renal cronica terminal (DRCT) € a principal causa de morte nos pacientes com
doenca de Fabry antes de serem submetidos a hemodialise e/ou transplante renal, o que ocorre em
média aos 40 anos (Warnock, 2005).

No estudo conduzido por Branton et al. (2002), a progressao da insuficiéncia renal até o
estagio terminal ocorreu em média em 443 anos (intervalo de 1 a 13 anos). A média de declinio
da taxa de filtracdo glomerular observada foi de 12.2 mL/min por ano. Essa taxa de perda de
funcdo renal é comparavel aquela observada em pacientes com nefropatia diabética ndo
submetidos a terapia com antagonista de angiontesina Il e maior do que aquela observada em
outras doengas renais, incluindo algumas formas de glomerulonefrites.

Através de uma andlise de probabilidade (Kaplan-Meier), Branton et al. (2002),
mostraram que a atividade residual da a-Gal A pode afetar a probabilidade do desenvolvimento
de insuficiéncia renal cronica e isso poderia explicar o espectro variado de expressdes da doenca

renal crénica nesses pacientes (figura 6).

18



1.0

0.84

0.6 P =0.01

0.4+

0.24

Probabilidade de
creatinina sérica normal

D.IJ ] Ll L] ] | 1

0 10 20 30 40 50 60

N°de pacientes {18} (18) {12} (6) (2) {0y —— >1%oa-GalA
Ne° de pacientes (31)  (28) (20) () (0) Indetectavel

Idade (anos)

Figura 6: Perda da funcéo renal em pacientes com doenca de Fabry. A probabilidade de
normalizacdo da creatinina sérica (<1.5mg/dL) € expressa em funcdo da idade. A analise foi
processada entre pacientes com doenca de Fabry com niveis indetectaveis de atividade
enzimatica (O) e em pacientes com atividade enzimatica residual superior a 1% (M)

Adaptado de Branton et al. (2002)

Embora freqiiente, a hipertensdo nao aparece como a comorbidade que mais contribui no
avanco da nefropatia no paciente com doenca de Fabry, uma vez que apenas 30% desses
pacientes desenvolvem hipertensdo em algum momento no curso da doenga. Cerca de 35% dos
pacientes Fabry desenvolvem hipertensdo antes da doenca renal crénica (DRC), 12%
simultaneamente e 53% se tornam hipertensos apds o inicio da DRC. Relativamente poucos
pacientes com doenca de Fabry recebem Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina
(iECA) ou antagonistas da angiotensina Il, o que dificulta a analise de eficiéncia desses agentes
nesse tipo de paciente.

Em outro estudo, Nakao et al. (2003), avaliaram pacientes com insuficiéncia renal cronica
terminal submetidos a hemodialise, sem diagnostico de base definido. Dentre 0os 514 homens
investigados, 6 (1,2%) apresentavam niveis baixos de atividade plasmaética da a-galactosidase e

apresentavam mutacfes missense previamente descritas (E66Q, A97V e M29611) e uma mutacdo
19



nova (G373D). As idades variaram entre 30 e 68 anos e 5 pacientes apresentavam as
manifestacdes tipicas da doenca de Fabry: angioqueratoma, acroparestasia e opacidade de cornea.
O trabalho conclui sugerindo que a prevaléncia da “variante renal” da doenca de Fabry justifica a
avaliacdo da atividade da o-Gal A em pacientes em tratamento dialitico ou transplantados renais
gue ndo tenham causa diagnosticada para insuficiéncia renal crénica.

Linthorst et al. (2003), avaliaram a atividade da a-galactosidase num grupo de 508
homens em hemodialise na Holanda. Desses pacientes, apenas um (0,22%) foi identificado como
portador da Doenca de Fabry (95 IC 0-1.1%). Os autores sugerem que um estudo num grupo
amostral maior poderia identificar outros pacientes com a Doenca de Fabry.

Obrador et al. (2002), descrevem em sua revisdo que entre os anos de 1985 a 1993, 78%
dos pacientes com Doenca de Fabry iniciavam o tratamento renal substitutivo com hemodialise,
os dos demais pacientes 18% eram submetidos a dialise peritonial e apenas 1% desses eram

diretamente encaminhados ao transplante renal.

2.4 Diagnostico e Tratamento da Doenca de Fabry

Além dos sintomas clinicos, o diagndstico definitivo da doenca de Fabry se da através da
medida da atividade enzimatica da o-galactosidase A, que € deficiente nos leucécitos e/ou no
plasma dos hemizigotos e reduzida nas heterozigotas. Segundo o banco de dados OMIM (On-line
Mendelian Inheritance in Man - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?do=OMIM), o
primeiro protocolo de ensaio enziméatico foi descrito em 1970. Desde a década passada o

diagndstico também pode ser feito atraves de marcadores moleculares.

20



A atividade da o-Gal A pode ser determinada no plasma ou em leucdcitos através da
reacdo com um substrato fluorogénico de 4-metilumbeliferil-o-D-galactopiranosideo, conforme
descrito por Desnick et al. (2001).

O diagnostico laboratorial de doenca de Fabry é feito quando os niveis de atividade
plasmatica forem significativamente abaixo dos valores de referéncia, em torno de 10%,
caracterizando um comprometimento funcional significativo desta enzima. O protocolo mais
usado é o ensaio com sangue seco em papel de filtro (figura 7). A adocao desse metodo facilitou
e impulsionou os estudos de triagem para doenca de Fabry em diversos grupos, incluindo

pacientes submetidos a hemodialise.
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Figura 7: Procedimento de coleta de amostra de sangue em papel de filtro.

A doenca de Fabry, durante muito tempo, era tratada com medidas paliativas. Hoje o
tratamento especifico com a reposicdo enzimatica tem melhorado muitos sintomas e
complicacbes vasculares cronicas desta doenca. A enzima recombinante € produzida

artificialmente e é muito semelhante & a-Gal A em termos moleculares. A administragdo é
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endovenosa, geralmente quinzenal, e o tratamento permite a remocdo de uma quantidade
consideravel dos depdsitos lisossomais (figura 8).

Os exames clinicos realizados nos pacientes tratados demonstram uma significativa e
rapida melhora no nivel de dor, bem como uma reducdo da hipertrofia cardiaca. Também foi
observada uma melhora na morfologia glomerular, o que poderia reverter a insuficiéncia renal.

Entretanto, esse aspecto ainda é controverso.

Figura 8: Parénquima renal pré- e pos-tratamento por reposicdo enzimatica. Depdsitos

lisossomais de GL-3 difusamente distribuidos no parénquima renal (imagem A). Remocéo dos
depdsitos apds o tratamento com reposicdo enzimatica com recombinante sintético da «-Gal A

(imagem B).
Imagem retirada de Thurberg et al. (2002).
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3. JUSTIFICATIVA

No estado do Rio Grande do Sul existem aproximadamente 5.000 pacientes com
insuficiéncia renal crénica em tratamento dialitico, a imensa maioria em hemodialise. Cerca de
40% destes pacientes ndo apresentam uma causa definitiva para perda da funcédo renal. A doenca
de Fabry é um diagnostico potencial da insuficiéncia renal destes pacientes. Muitas vezes ela é
confundida com o diagndéstico de glomerulonefrite cronica dificultando um diagnéstico mais
definitivo. Estudos epidemiologicos em pacientes com insuficiéncia renal crénica em tratamento
com hemodialise feitos no Japéo e Italia ttm mostrado que aproximadamente 1% destes pacientes
apresenta como diagnostico etioldgico a doenca de Fabry (Desnick et al., 2001). Além disto, o
conhecimento das variantes genéticas que influenciam a etiopatogenia da Doenca de Fabry
podem fornecer compreensdo bioldgica do possivel mecanismo de predisposicdo genética as
formas mais graves desta patologia.

Além disso, com a identificacdo dos portadores da doenca de Fabry é possivel um
tratamento mais especifico com reposi¢cdo enziméatica, ao mesmo tempo possibilita o
aconselhamento genético para as familias envolvidas.

Desse modo, o presente estudo contribui para o entendimento da doenca de Fabry no Rio

Grande do Sul, assim como para outros estudos feitos no Brasil ou em outras populacdes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

e Avaliar a prevaléncia da Doenga de Fabry em servi¢os de Hemodialise no Rio Grande do

Sul, atraves da analise bioguimica dos pacientes que atendam aos critérios de incluséo.

4.2 Objetivos Especificos:

e Descrever os aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes diagnosticados, além dos

principais sintomas associados.

e Comparar os dados verificados nos pacientes da nossa amostra com 0s descritos para

outros grupos e populacées, no Brasil e outros paises.

5. PACIENTES E METODOS

5.1 Delineamento

Trata-se de um estudo transversal multicéntrico. Para a determinacdo da prevaléncia
foram considerados como numeradores todos os pacientes submetidos a hemodialise que foram
diagnosticados para Doenca de Fabry através de ensaio enzimatico. Os denominadores foram os

demais pacientes em hemodialise coletados no estudo.
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5.2 Amostragem

Sendo a doenca de Fabry uma condicdo ligada ao X e que afeta mais gravemente 0s
homens do que as mulheres, as manifestacdes renais, nessas Ultimas, sao bastante mais tardias e
menos freqiientes. Para tornar nosso estudo mais eficiente em identificar novos casos de Doenca

de Fabry, restringiremos a populacédo a ser investigada aos individuos de sexo masculino.

Critérios de Incluséo:

Foram amostrados os pacientes do sexo masculino submetidos a hemodialise no Rio
Grande do Sul que ndo apresentavam diagnostico determinado para doenca renal, conforme os
dados do prontuério. Pacientes que apresentavam um ou mais sintomas da forma classica da
doenca de Fabry foram priorizados mesmo 0s que apresentavam outros diagndsticos no registro
médico.  Pacientes com diagnéstico clinico de glomerulonefrite cronica, contudo nao

comprovada por bidpsia, também foram incluidos.

Critérios de Exclusio:

Foram excluidos os pacientes com 0s seguintes diagnosticos registrados nos prontuarios:
(1) Diabetes tipo 1, diagnosticados ha mais de 5 anos; (2) Diabetes tipo 2, diagnosticados ha mais
de 3 anos; (3) Glomerulonefrite crénica, comprovada por bidpsia renal, apresentando lesdes
tipicas; (4) Lupus eritematoso sistémico; (5) Nefropatia obstrutiva comprovada; (6) Pielonefrite

cronica comprovada e (7) Doenca renal policistica.
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5.3 Tamanho da amostra

Considerando a frequéncia de pacientes em hemodialise que ndo possui etiologia bem
definida (~40%) e a populacdo total em hemodialise no Rio Grande do Sul (~ 5.000 individuos),
aproximadamente 2.000 pacientes seriam candidatos potenciais para a analise da a-Gal A por
contemplarem os nossos critérios de inclusdo. Entretanto, de acordo com os dados descritos para
Doenca de Fabry em outras populacfes, a inclusdo apenas de pacientes do sexo masculino e o
calculo do tamanho amostral, uma amostra aproximada de 1.000 pacientes € suficiente para se

encontre pelo menos um portador de Doenca de Fabry em nosso meio.

5.4 Consideragdes Eticas

Todos os individuos convidados a participar deste estudo tiveram esclarecimento prévio
dos objetivos dessa investigacdo e a inclusdo dos mesmos so6 foi considerada apds a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O projeto de pesquisa relacionado a esse estudo foi submetido & Comissdo de Etica e
Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e

aprovada em 23 de novembro de 2004, sob o registro 03491.

5.5 Coleta de Sangue Periférico e Cuidados com Seguranca
O sangue venoso foi coletado por pungédo aspirativa simples, a partir do set arterial do
circuito de hemodialise, com assepsia local pré e pds-procedimento, com uso de seringa e agulha
(25x8) descartaveis. Dessa maneira, ndo houve a necessidade de uma nova puncéo nos pacientes.
Até seis gotas de sangue total foram coletadas em papel filtro e deixadas para secagem por

aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. ApoOs esse periodo, as amostras foram
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mantidas sob refrigeracdo moderada até que a atividade enzimaética da o-Gal A fosse analisada, o
que ¢é realizado num prazo maximo de 7 dias.

Todo material usado foi descartado conforme as normas técnicas de descarte estabelecidas
pelo Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Materiais cortantes tiveram coleta separada, assim

como aqueles que entrarem em contato direto com sangue.

5.6 Medida da atividade de a-Galactosidase A

A atividade da a-Gal A nas amostras de sangue coletadas em papel filtro foi determinada
através de ensaio fluorométrico que utiliza como substrato o 4-metilumbeliferil-a-D-
galactopiranosideo (Chamoles et al. 2001). Como método de confirmacéo, todos as amostras com
valores abaixo do limite inferior de normalidade tiveram a atividade de o-Gal A testada também
em amostras de plasma (previamente obtidas do sangue coletado com heparina).

Os valores que persistiam abaixo de 10 % de limite inferior da normalidade foram

considerados positivos para o diagnéstico da doenca de Fabry.

5.7 Orientaces sobre aconselhamento genético e medidas de tratamento

Os casos foram organizados por familias. Assim, a partir da identificacdo de um caso indice,
reconhecido pelo ensaio enzimatico, outros individuos em risco na sua familia puderam ser
identificados.

Os individuos do sexo masculino foram convidados a realizar 0 mesmo ensaio enzimatico, se
assim desejassem e desde que fossem maiores de idade (ou sob a tutela de um responsavel legal).
Todas as mulheres com possibilidade de serem portadoras do gene também foram convidadas a

realizar estudo molecular, para confirmar ou ndo essa situagéo. Foi oferecido o aconselhamento
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genético e a orientacdo sobre os metodos terapéuticos disponiveis a todas as familias com casos
confirmados. Os detalhes deste procedimento estdo descritos nos itens “relato de caso n° 1 e n° 2”

do manuscrito apresentado nos “resultados”.

5.8 Andlise Estatistica

Os dados coletados junto aos prontuarios foram organizados em um banco de dados no
programa estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 8.1 (Microsoft™),
onde foram executados os testes estatisticos selecionados para as comparagdes entre 0 grupos.

As comparacBes das frequéncias dos diagnosticos, bem como dos dados clinicos e
bioquimicos foram realizadas utilizando o Teste do Qui-quadrado (y?), com Correcdo de Yates,
quando necessario, para os dados qualitativos e Teste t, para os dados quantitativos.

O nivel de significancia adotado foi de alfa = 0,05.
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ABSTRACT

Background: Fabry disease (FD) is a lysosomal storage disorder caused by the deficient o-
galactosidase A (a-Gal A) activity. Fabry nephropathy typically progresses throughout the fifth

decade to end-stage renal disease (ESRD) requiring hemodialysis and/or kidney transplantation.

Goal: To determine the prevalence of FD among ESRD males on hemodialysis treatment in Rio

Grande do Sul, a Southern Brazilian State, and to report the cases found.

Methods: Screening for a-GAL A activity was performed by a dried blood spot test (normal
reference value: >1,5 nmoles/hour/mL). Positive screening results were confirmed by plasma o-

GAL A activity assay (reference value: >3,3 nmoles/hour/mL).

Results: Five hundred and fifty eight male patients under hemodialysis were evaluated. Of these,
only two had low a-GAL A activity and were diagnosed with Fabry disease (0.36%). One of
these, age 42, had left ventricular hypertrophy and renal manifestation of Fabry disease, without
the classic symptoms. The other, age 46, presented classical manifestations of angiokeratomas,

acroparesthesias, hypohidrose and ocular opacities.

Conclusions: Although the prevalence of Fabry disease is very low in our study (0.36%), routine
screening of male hemodialysis patients would enable earlier identification of other family

members who might benefit from specific clinical treatment.



INTRODUCTION

Fabry disease (FD) is a rare inborn error due to the deficient activity of a-galactosidase A
(a-Gal A) with a recessive X-linkage inherited pattern [1]. The estimated incidence of FD is
between 1:40,000 and 1:117,000 in general population [1,2,3]. Both pedigree and population
screening studies have been described and it can be carried out in subpopulations thought to be at
higher risk of disease than the general population [4]. There is a progressive intracellular
accumulation of glycosphingolipids, mainly in the form of globotriaosylceramides (Gb3),
especially in vascular and in various cell types of vital organs, such as the kidney, heart and
brain. The Gb3 increase leads to renal, cardiac and cerebrovascular manifestations and may
outcome in early death [1,5].

The ‘classical phenotype’ includes the pain and paresthesias in extremities, diffused
angiokeratoma and hypohidrosis during childhood or adolescence, and also corneal opacities and
renal failure [6]. Fabry nephropathy typically progresses throughout the fifth decade of life to
ESRD requiring hemodialysis and/or kidney transplantation. In view of this fact, hemodialysis
patients represent an important target group for FD screening [5,7]. Death usually occurs due to
renal failure, cardiac or cerebrovascular disease. In addition, milder variants with residual o-Gal
A activity have been described [7,8]. The cardiac and renal variants present with either late-onset
manifestations primarily limited to the heart or kidney [1,9].

The interest of nephrologists for FD increased subsequent to description by Nakao et al.
[10] of the ‘renal variant’. Large-scale dialysis screening efforts of end-stage renal disease
(ESRD) populations have been carried out [10-14] and seemed to be worthwhile since kidney

failure is an important outcome in FD.



The aim of the current study was to determine the prevalence of FD among ESRD males
on hemodialysis treatment in Rio Grande do Sul, a Southern Brazilian State, and to report the

cases found.

SUBJECTS AND METHODS

Study Population

We performed a prospective cross-sectional study with all patients treated at 24
hemodialysis centers in Rio Grande do Sul, a Southern Brazilian State. This Brazilian geographic
region has in total 54 dialysis centers and 3285 patients submitted to hemodialysis treatment,
according to current records of Brazilian Society of Nephrology (www.sbn.org.br). The study
was conducted in 10 different cities from December 2003 to December 2006. The first step
consisted of a search through all the medical records. Only males were selected for o-Gal A
activity testing in dried blood spots. Patients with hypertension, glomerulosclerosis and/or
diabetes that presented background of inexplicable pain or others FD signs were also analyzed.
Patients with polycystic kidney disease or another final diagnosis were excluded.

This study was approved by the Ethics Committee of Clinical Hospital of Porto Alegre,
Federal University of Rio Grande do Sul. The patients invited to participate were informed about
the purposes of the study and an individual informed *Consent Form’ was obtained from each

subject.

Blood Collecting Procedure
Blood samples of selected patients on hemodialysis treatment were evaluated and it was

collected with syringe directly of arterial set at hemodialysis circuit. About 5 mL of blood was



collected and spotted in paper filter circles with needle. The remaining blood was kept in tubes
with heparin for the assay of enzyme activity in plasma. This procedure was performed during

the hemodialysis session between 30 minutes and 1 hour after onset of dialysis [15].

a-Gal A Activity Testing

The a-Gal A activity in dried blood spots was measured by fluorometric assay using
artificial substrate 4-methylumbelliferyl-a-D-galactopyranoside [16]. The values were observed
in nmoles/h/mL in spot test (normal range: 1.5 -14.0).

To measure plasma a-Gal A activity an aliquot was incubated with substrate solution
containing N-acetyl-a-D-galactosamine and the fluorescence was determined [17]. The values

were observed in nmoles/h/mL on plasma samples (normal range: 4.0 - 22.0).

Statistical Analysis
This is a descriptive analysis. Data were expressed as mean + standard deviation (SD).
Differences were compared by unpaired t-test. Data analyses were performed using the SPSS 8.0

software package (SPSS Inc, Chicago, IL) and the statistical significance was set at 0.05 levels.



RESULTS

Population Study

Of the total 1079 unrelated ESRD patients from 24 hemodialysis centers 558 males were
selected for a-Gal A activity analysis because they filled the inclusion criteria and signed the
‘Consent Form’ (Figure 1).

The values of a-Gal A activity analysis, assessed by dried blood spot test, range between
0.29-34.1 nmoles/hour/mL and the mean are 3.5+2.7 nmoles/hour/mL. The mean values of age
and age of onset on hemodialysis treatment are 59.1+14.2 and 56.3+15.1 years old, respectively.
The mean time of permanence on hemodialysis treatment are 5.2+3.6 months (Table 1). Only two
patients (0.36%) had low a-Gal A activity and were diagnosed with Fabry disease. Their clinical

features are reported in the following.

Case Report #1

The first patient identified was a European descent man with 47 years old who had only
renal failure and an important left ventricular hypertrophy (LVH). Gross inspection do not
showed skin angiokeratomas and he did not confirm a history of pain episodes at extremities. His
a-Gal A activity, assessed by dried blood spot test, was 0.3 nmoles/h/mL.

This patient progressed to ESRD without known etiology and he died because of
cardiovascular disease, myocardial failure, before it was possible to confirm the FD diagnosis by
plasmatic a-Gal A activity assay. He had onset hemodialysis at 41 years old and presented a
persistent hypertension (mean SBP/DBP: 160/90 mmHg). During hemodialysis treatment
(approximately 6 years) and probably before that, the patient presented several signs of

psychological depressive behavior. The family history could not be investigated because the



patient was adopted and there was no record of his biological parents and relatives. This case was

considered a cardiac variant.

Case Report #2

The other patient is a European descent man with 46 years old. Since adolescence he has
suffered from painful acroparesthesia, disseminated skin angiokeratomas, hypohidrosis and heat
intolerance. During his life, he has been submitted to a thorough investigation with different
specialists, but never reached a diagnosis of Fabry disease. Three years ago he was diagnosed
with renal failure, progressing to ESRD and one year ago he onset hemodialysis treatment. A
biopsy of the kidney performed 6 months before the onset on hemodialysis revealed tubular
atrophy, interstitial fibrosis and glomerular sclerosis without histological changes that suggest FD
diagnosis. At the moment, he is in standby for kidney transplantation. He also has LVH and
impaired vision.

His a-Gal A activity in dried blood spot test was 0.29 nmoles/h/mL. The diagnosis of FD
was confirmed by reduced serum a-Gal A activity at plasmatic test (0.027 nmol/h/mL).

On physical examination the patient was normotensive (mean SBP/DBP: 115/75 mmHg)
and his BMI was normal (58Kg/178 cm). Cutaneous lesions were diffusely located at the bottom
area (Figure 2). These lesions were first noticed during adolescence, and progressively increased
in number with time. His echocardiogram demonstrated left ventricular hypertrophy, but his
electrocardiogram did not show conduction abnormalities. Because of the diagnosis of this
patient by our screening among ESRD males, a review of kidney biopsy findings was performed

in archived material. This critical analysis revealed additional light microscopic changes, while



hyaline deposits in glomeruli globally sclerosed and increased mesangial matrix. These findings
are compatible with diffuse Gb3 depositions.

The family history is very rich, as the patient has 15 siblings (Figure 3). At present, the
patient (11-28) and more 34 members of his family were investigated: three brothers (I1-1, 11-8
and 11-18); five sisters (11-3, 11-5, 11-16, 11-19. 11-23 and 11-25); sixteen nephews (111-5, 111-11, I1I-
12, 111-18, 111-20, 111-21, 111-22, 111-23, 111-27, 111-28, 111-29, 111-30, 111-31, 111-32, 111-38, 111-41);
and three grandnephews (1V-12, 1V-14, IV-23). He had two brothers (11-11 and 11-20) who died
of renal failure at 28 and 39 years old, respectively. These brothers also presented hypohidrosis,
heat intolerance and renal failure and we considered FD suspects. Due to genetic counseling it
was possible to identify one nephew (111-29) who also has reduced serum activity of a-Gal A in
dried blood spot test (0.18 nmol/h/mL). This nephew presents mild symptoms of FD and his

diagnosis of FD was confirmed by reduced serum a-Gal A activity at plasma (0.05 nmol/h/mL).

DISCUSSION

Our survey is an effort to determine the prevalence of FD diagnosis by a-Gal A activity
tests among ESRD Southern Brazilian males. Previous reports found prevalence values between
0.22% and 1.2% in North American, Asian and European populations [10-14,18]. The value
observed in this study (0.36%) is equivalent with others studies results recently reported in our
country (0.24%) [19,20]. Our prevalence also is similar with others countries in Latin American,
like Peru (0.3%) [21] and Colombia (0.4%) [22].

The population sample available in present study represents about 33% (1079/3285) of
total patients submitted on hemodialysis treatment in our region. Prevalence of FD in our study

was small (2/558, 0.36%) compared with the outcome by Nakao et al. (6/514, 1.2%) [10]. That



difference could be in part attributed to the different ethnical profile of the two studies, once the
Southern Brazil population is predominately shaped by European descents. However, other study
in Japanese population also found a small prevalence (1/450, 0.22%) of FD among male dialysis
patients [23]. According to the nationwide screening for FD among dialysis patients performed
by Kotanko et al. [13] in Austria (4/2480, 0.161%), FD prevalence is really low. These outcomes
support our hypothesis that true FD prevalence is average 0.5% among ESRD male and the
overestimation in some studies may be related to small populations groups and/or a selection bias
of the patients screened. Further studies are required in different ethnical groups with greater
samples, especially among ESRD males with unknown cause for chronic renal failure.

However, this fact does not reduce the importance of FD screening. While in an
epidemiological point of view FD occurrence is low, on the other hand the FD diagnosis is very
important for detection of family members. Each screened confirmed patient could allow early
diagnosis of others related subjects, who can get treatment before the symptoms manifestations.
In these terms, FD screening among ESRD patients consists of an important tool for detection of
FD patients and it could be followed by FD screening between family members of the index case.

In the present study we found 2 patients that were undiagnosed for Fabry disease.
According to the clinical features of these patients we suppose that case #1 is an example of the
‘cardiac variant’ in addition to the ‘renal variant’ profiles of FD; and case #2 is a classical
phenotype carrier. In both cases we found a common medical pre-diagnosis history: visits to
several specialists (cardiologist, dermatologist, urologist, neurologist among others) without an
accurate diagnosis or specific treatment. This fact stresses the importance of Fabry disease
reports because a single FD diagnosed patient by screening is a potential indicator for finding
others Fabry carriers within his family. In our investigation we found subject 111-29 (Figure 3)

due to the case #2 diagnosis. At this moment, this young man (18 years old) presents isolated



painful acroparesthesia episodes and moderate hypohidrosis, and his case is being followed by
multidisciplinary specialists. A similar approach was not possible for case #1, once he had no
information regarding his biological family history.

As treatment for Fabry disease is now available the enzyme replacement therapy. This
treatment, among other benefits, reduced Gb3 depositions in renal tissue and could represent a
better outcome for FD patients. However, this approach is important if applied before the onset of
ESRD when the efficiency of treatment is more evidenced. This fact also indicates the
importance of FD diagnosis before the classical symptoms appear. A better awareness about FD
among physicians and scientists should increase the number of patients that will be identified by
different specialists and through population and family screening. Subsequently, FD diagnosis
should be considered in every patient with unexplained renal disease, especially in patients with
painful uncleared episodes, disseminate cutaneous lesions or when cardiac or cerebral

complications suggest an underlying multisystemic disorder.
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Table #1:

Mumber of males selected

Age (meantED)

Age at onset ESED (meantsD0)

Duration of hemodialysis (meantSD0)

o-Gal A activity (meantSD

Associated disorders

Diabetes mellitus

Hypertension

558

591114 2 vears

96 32151 years

5243 6 months

350127 nmolesthourimL

30.5%

69.3%




Figure #1:
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RESUMO
Introducdo: Doenca de Fabry ¢ uma desordem de deposito lisossdbmico causada pela deficiéncia

da atividade da enzima o-galactosidase A (a-Gal A). Esta nefropatia surge geralmente na quinta
década de vida do paciente evoluindo a insuficiéncia renal crénica terminal e levando-o a

hemodialise e/ou transplante renal.

Objetivo: Determinar a prevaléncia da Doenca de Fabry em homens com insuficiéncia renal
terminal submetidos a hemodialise no Rio Grande do Sul, um estado do Sul do Brasil, e relatar os

casos encontrados.

Metodos: A triagem para a atividade da a-GAL A foi realizada através da coleta de sangue em
papel filtro (valor normal de referéncia: >1,5 nmoles/hora/mL). Resultados positivos da triagem
foram confirmados pelo teste da atividade da o-GAL A em plasma (valor de referéncia: >3,3

nmoles/hora/mL).

Resultados: Quinhentos e cinquenta e oito pacientes homens em hemodialise foram avaliados.
Destes, apenas dois apresentaram atividade da a-GAL A reduzida e foram diagnosticados com
Doenca de Fabry (0.36%). Um deles, com 42 anos, apresentava hipertrofia ventricular esquerda e
variante renal da Doenca de Fabry, sem os sintomas classicos. O outro, de 46 anos, apresentou

manifestacdes classicas, com angioqueratomas, acroparestesia, hipoidrose e opacidade de cornea.

Conclus6es: Embora a prevaléncia da Doenca de Fabry seja baixa em nosso estudo (0.36%),
triagens de rotina em homens em hemodidlise permitirdo a identificacdo precoce de outros

familiares que poderdo ser beneficiados com tratamentos clinicos especificos.



INTRODUCAO

A Doenca de Fabry consiste num erro inato de metabolismo raro, de heranca ligada ao X,
que leva a deficiéncia da atividade da enzima a-galactosidase A (a-Gal A) [1]. H& um acumulo
intracelular progressivo de glicoesfingolipideos, na forma de globotriosilceramidas (Gb3),
especialmente vascular e em varias células de 6rgdos vitais, como rins, coragdo e cérebro. O
aumento de Gb3 leva & manifestacOes renais, cardiacas e cerebrovasculares e pode levar & morte
[1-5]. A incidéncia estimada da Doenca de Fabry esta entre 1:40.000 e 1:117.000 na populagédo
em geral [1,2,3]. Estudos de triagem, tanto familiares quanto populacionais, estdo sendo
amplamente descritos e podem ser conduzidos tanto em subgrupos de alto risco quanto na
populacdo em geral [4].

A forma classica inclui dor e parestesia nas extremidades, angioqueratoma difuso e
hipoidrose durante a infancia ou adolescéncia, opacidade de cérnea e insuficiéncia renal [6]. A
nefropatia de Fabry geralmente progride a partir da quinta década de vida para doenca renal
cronica terminal (DRCT), levando o paciente a hemodidlise e/ou transplante renal. Desse modo,
pacientes em hemodidlise representam um importante grupo alvo para estudos da Doenga de
Fabry [5,7]. A morte geralmente ocorre devido a insuficiéncia renal, complicacdes cardiacas ou
doencas cerebrovasculares. Além disso, variantes brandas com atividade de o-Gal A residual tém
sido descritas [7,8]. As variantes cardiaca e renal apresentam também inicio tardio das
manisfestacdes que inicialmente se limitam ao coracéo e ao rim [1,9].

O interesse dos nefrologistas pela Doenca de Fabry aumentou apos a descricdo de Nakao

et al. [10] da variante renal. Varios estudos de triagem em larga escala conduzidos em popula¢Ges



de pacientes com DRCT estdo mostrando resultados importantes, uma vez que a insuficiéncia
renal constitui num desfecho definitivo da DF [10,14].
A intencdo deste estudo foi determinar a prevaléncia da Doenca de Fabry entre homens

com DRCT submetidos a hemodialise no Rio Grande do Sul, um estado do Sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Populagdo em Estudo

Foi realizado um estudo transversal multicéntrico incluindo pacientes tratados em 24
centros de hemodidlise do Rio Grande do Sul. Esta regido do Brasil tem um total de 54 centros de
dialise e 3285 pacientes submetidos ao tratamento de hemodidlise, de acordo com os dados da
Sociedade Brasileira de Nefrologia (www.sbn.org.br). O estudo foi conduzido em 10 diferentes
cidades entre Dezembro de 2003 e Dezembro de 2006. O primeiro passo consistiu na procura a
partir de prontuarios médicos. Somente homens foram selecionados para o teste da atividade da
o-Gal A em papel filtro. Pacientes com hipertensdo, glomeruloesclerose e/ou diabetes que
apresentavam historico de dor inexplicavel ou outros sinais de Doenca de Fabry também foram
analisados. Pacientes com doenca renal policistica ou outro diagnéstico estabelecido foram
excluidos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (IRB#0000921). Os pacientes convidados a
participar foram informados acerca dos propoésitos do estudo e sé foram incluidos apos assinarem

um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.



Coleta de Sangue Periférico e Cuidados com Seguranca

As amostras de sangue dos pacientes selecionados foram coletadas por puncéo aspirativa
simples, a partir do “set arterial” do circuito de hemodialise. Cerca de 5 mL de sangue foram
coletados e pingados em papel filtro e deixadas para secagem por aproximadamente 2 horas a
temperatura ambiente. O sangue restante foi acondicionado em tubos com heparina para o ensaio
da atividade enzimatico em plasma. Este procedimento ocorreu durante a sessdo de hemodialise

entre 30 minutos e 1 hora apos o inicio da dialise [15].

Teste da Atividade da a-Gal A

A atividade da a-Gal A nas amostras de sangue coletadas em papel filtro foi determinada
através de ensaio fluorimétrico que utiliza como substrato o 4-metilumbeliferil-a-D-
galactopiranosideo [16]. Os valores foram observados em nmoles/h/mL (valores normais: 1.5 -
14.0). Como método de confirmacgéo, todas as amostras com valores abaixo do limite inferior
de normalidade tiveram a atividade de o-Gal A testada também em amostras de plasma
(previamente obtidas do sangue coletado com heparina). Para mensurar a atividade da a-Gal A
em plasma uma aliquota foi incubada com uma solugdo-substrato contendo N-acetil-a-D-
galactosamina [17]. Os valores foram observados em nmoles/h/mL nas amostras de plasma
(valores normais: 4.0 — 22.0).

Os valores que persistiam abaixo de 10 % de limite inferior da normalidade foram

considerados positivos para o diagndstico da doenca de Fabry.



Anélise Estatistica

Os dados coletados junto aos prontuarios foram organizados em um banco de dados no
programa estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc, Chicago, IL) versédo
8.1 (Microsoft™), onde foram executados os testes estatisticos selecionados para as comparagdes
entre 0s grupos.

As comparacdes entre os diagnosticos, bem como dos dados clinicos e bioquimicos foram
realizadas utilizando o Teste do Qui-quadrado (y?), com Correcdo de Yates, quando necessario,
para os dados qualitativos e Teste t, para os dados quantitativos.

O nivel de significancia adotado foi de alfa = 0,05.

RESULTADOS

Populacéo estudada

Do total de 1079 pacientes com DRCT nao-relacionados de 24 centros de hemodialise,
558 homens foram selecionados para a analise da atividade da o-Gal A porque se encaixavam
nos critérios de inclusdo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Figura 1).

Os valores da atividade da a-Gal A, coletados a partir do papel filtro, abrangeram valores
entre 0,29 e 34,1 nmoles/hora/mL e a média foi de 3,5+2,7 nmoles/hora/mL. A média de idade
dos pacientes e a idade ao inicio de hemodialise foi 59,1+14,2 e 56,3+15,1 anos, respectivamente.
A media do tempo de permanéncia em hemodialise foi 5,2+3,6 meses (Tabela 1). Ao final,
somente dois pacientes (0,36%) foram confirmados com atividade da a-Gal A reduzida e

diagnosticados com Doenca de Fabry. Suas apresentacdes clinicas seguem abaixo.



Cason°1l

O primeiro paciente identificado foi um homem caucasiano de 47 anos que apresentava
apenas a disfuncdo renal e hipertrofia ventricular esquerda (HVE) importantes. A avaliagédo
cuidadosa da pele ndo mostrou existéncia de angiogqueratomas e nao foram relatados episddios de
dor nas extremidades. A atividade de a-Gal A, analisada a partir do papel filtro foi de 0.3
nmoles/h/mL.

Este paciente progrediu para DRCT sem causa definida e faleceu devido a doenca
cardiovascular (faléncia do miocardio), antes que fosse possivel confirmar o diagnéstico de
Doenca de Fabry pelo ensaio da atividade da a-Gal A em plasma. Ele iniciou a hemodidlise aos
41 anos e apresentou hipertensdo persistente (PAS/PAD: 160/90 mmHg). Durante o tratamento
de hemodialise (aproximadamente 6 anos) e provavelmente antes disso, 0 paciente apresentou
inimeros sinais de depressdo. A historia familiar ndo pode ser investigada porque o paciente foi
adotado e ndo havia registros de seus pais bioldgicos e parentes. Este caso foi considerado como

portador da variante cardiaca da Doenca de Fabry.

Cason°®2

O outro paciente diagnosticado trata-se de um homem caucasiano de 46 anos. O paciente
relatou que desde a adolescéncia sofreu de dores devido a acroparestesia, angioqueratomas
disseminados pela pele, hipoidrose e intolerancia ao calor. Durante sua vida, foi submetido a
investigacdo com diferentes especialistas, mas o diagnostico de Doenga de Fabry nunca foi
estabelecido. Trés anos antes deste estudo ele foi diagnosticado com insuficiéncia renal,

progredindo para DRCT e um ano antes deste estudo comecou o tratamento por hemodiélise.



Uma bidpsia renal, realizada 6 meses antes do inicio da hemodialise, revelou atrofia tubular,
fibrose intersticial e esclerose glomerular sem mudangas histoldgicas sugestivas de diagndstico
de Doenca de Fabry. Além desses sinais, 0 paciente também apresentava HVE e viséo
prejudicada. Este paciente aguardava na lista para transplante renal.

A atividade de o-Gal A em papel filtro foi de 0.29 nmoles/h/mL. O diagndstico de
Doenca de Fabry foi confirmado pela atividade reduzida da o-Gal A em plasma (0.027
nmol/h/mL).

Ao exame fisico o paciente apresentava-se normotenso (média PAS/PAD: 115/75 mmHg)
e seu IMC foi considerado normal (58Kg/178 cm). Lesdes cutaneas foram localizadas na regido
umbilical (Figura 2). Essas lesdes foram primeiramente relatadas durante a adolescéncia, e
aumentaram progressivamente em ndmero com o tempo. Seu ecocardiograma demonstrou HVE,
mas ndo mostrou anormalidades de conducdo. Devido ao diagndstico deste paciente pelo nosso
estudo de triagem entre homens com DRCT, uma revisdo da bidpsia renal foi realizada no
material arquivado. Essa andlise critica revelou dados microscépicos adicionais, como depositos
hialinos nos glomérulos esclerosados e aumento da matriz mesangial. Esses achados sao
compativeis com depésito difuso de Gh3.

Como o paciente tem 15 irmaos, sua historia familiar € muito rica (Figura 3). Atualmente,
o paciente (11-28) e mais 34 membros de sua familia foram investigados: trés irmaos (I1-1, 11-8 e
[1-18); cinco irmas (11-3, 11-5, 11-16, 11-19. 11-23 e 11-25); dezesseis sobrinhos (I11-5, 111-11, 111-12,
I11-18, 111-20, 111-21, 111-22, 11-23, 111-27, 111-28, 111-29, 111-30, 111-31, 111-32, 111-38, 111-41); e
trés sobrinhos-netos (IV-12, IV-14, IV-23). Ele teve dois irmé&os (11-11 e 11-20) que morreram

devido a perda da funcdo renal aos 28 e 39 anos de idade, respectivamente. Esses irmdos também



apresentavam hipoidrose e intolerancia ao calor, sendo por isso considerados como suspeitos de
portarem Doenca de Fabry. Atraves da familia foi possivel identificar um sobrinho (I111-29) com
atividade da a-Gal A reduzida no teste do papel filtro (0.18 nmol/h/mL). Esse sobrinho apresenta
sintomas moderados de Doenca de Fabry e seu diagnodstico foi confirmado pela atividade

reduzida da a-Gal A em plasma (0.05 nmol/h/mL).

DISCUSSAO

Nosso estudo foi conduzido para estimar a prevaléncia da DF entre homens com DRCT
sem causa definida no sul do Brasil. Relatos anteriores encontraram prevaléncias entre 0,22% e
1,2% em populacdes da América do Norte, Asia e Europa [10-14,18]. O valor observado nesse
estudo (0,36%) é compativel ao de outros estudos recentemente realizados em nosso pais (0,24%)
[19,20]. Nossa prevaléncia também é semelhante as observadas em outros paises da América
Latina, como o Peru (0,3%) [21] e a Coldmbia (0,4%) [22].

A amostra da populacdo avaliada no presente estudo representa em torno de 33%
(1079/3285) do total de pacientes submetidos ao tratamento de hemodialise em nossa regido. A
prevaléncia da Doenca de Fabry em nosso estudo foi pequena (2/558, 0,36%) comparada com a
encontrada por Nakao et al. (6/514, 1,2%) [10]. Essa diferenca poderia ser atribuida, em parte, a
diferengas no perfil étnico dos dois estudos, uma vez que a populagdo do sul do Brasil é
predominantemente formada por descendentes de europeus com alguma influéncia africana.
Entretanto, outro estudo na populacdo japonesa também encontrou uma prevaléncia pequena
(1/450, 0,22%) de Doenca de Fabry entre pacientes homens em dialise [23]. De acordo com um

estudo de triagem em escala nacional para Doenca de Fabry entre pacientes em dialise realizado



por Kotanko et al. [13] na Austria (4/2480, 0,161%), a prevaléncia da doenca é realmente baixa.
Esses resultados sustentam a nossa hipétese de que a prevaléncia da Doencga de Fabry entre
homens com DRCT &, em média, de 0,5%. A super-estimacgédo observada em alguns estudos pode
ser atribuida a amostras pequenas e/ou viéses de selecdo. Mais estudos Sd0 necessarios em
diferentes grupos étnicos com amostras maiores, especialmente entre homens com DRCT de
causa desconhecida.

Contudo, essa baixa freqtiéncia ndo reduz a importancia da triagem para Doenca de Fabry.
Enquanto que do ponto de vista individual a ocorréncia de Doenca de Fabry € pequena, por outro
lado, o diagndstico de Doenca de Fabry é muito importante para a deteccdo de outros membros
da familia. Cada paciente confirmado poderia permitir o diagnostico de muitos outros parentes,
que podem ser identificados e mesmo tratados antes que ocorram manifestacdes clinicas
significantes. Nesses termos, a triagem para Doenca de Fabry entre pacientes com DRCT consiste
em uma importante ferramenta para a deteccdo de pacientes, especialmente se acompanhado de
triagem entre membros da familia dos casos encontrados.

No presente estudo encontramos 2 pacientes sem diagnostico prévio para Doenca de
Fabry. De acordo com as apresentacdes clinicas desses pacientes, supomos que o caso n° 1 trata-
se de um exemplo de “variante cardiaca” seguida de um perfil compativel com “variante renal”
da DF; e o caso n° 2 trata-se de um paciente com a forma classica da DF. Em ambos os casos,
encontramos uma histéria de pré-diagndstico médico em comum: consultas a inimeros
especialistas (cardiologista, dermatologista, urologista, neurologista, entre outros) sem
diagndstico exato ou tratamento especifico. Esse fato enfatiza a importancia da triagem para
Doenca de Fabry e como um Unico paciente de Fabry é um potencial indicador para encontrar

outros pacientes em sua familia. Em nossa investigacdo, encontramos o sujeito 111-29 (Figura 3)
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depois do diagndstico do caso n° 2. Esse jovem (18 anos de idade) apresenta episddios isolados
de dor devido a acroparestesia e hipoidrose moderada, e especialistas multidisciplinares estéo
acompanhando seu caso. Uma abordagem semelhante néo foi possivel para o caso n° 1, uma vez
que ele ndo tinha nenhuma informacé&o a respeito da histdria de sua familia biologica.

O tratamento para Doenca de Fabry atualmente disponivel é a terapia de reposi¢édo
enzimatica (TRE). Esse tratamento, entre outros beneficios, reduz os depdsitos de Gb3 nos
tecidos e poderia trazer um desfecho melhor para os pacientes com DF. Entretanto, esse
tratamento € mais efetivo se for conduzido antes que se estabeleca a DRCT. Esse fato também
indica a importancia do diagnostico de DF antes que ocorram manifestacdes clinicas
significantes. Um melhor entendimento da Doenca de Fabry entre médicos e cientistas podera
aumentar o numero de pacientes diagnosticados. Aliado a isso, a Doenca de Fabry podera ser
considerada em cada paciente com doenca renal ndo explicada, especialmente em pacientes com
crises de dor inexplicaveis, lesdes cutaneas disseminadas ou quando complicacdes cardiacas ou

cerebrais sugerirem uma desordem multissistémica primaria.
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LEGENDAS

Tabelan®1

Titulo: Apresentacdo demografica dos pacientes selecionados

Figuran®1l

Titulo: Esquema de seleg@o dos pacientes para o estudo de triagem

Figuran®2
Titulo: Les0Oes cutaneas disseminadas do caso n° 2

Nota de rodapé: Angioqueratomas de pele na regido umbilical

Figuran®3
Titulo: Genealogia do caso n° 2

Nota de rodapé: Portadores de Fabry (em preto) e suspeitos de Fabry (em cinza); Linhas

diagonais indicam ébito; Parénteses indicam uma filha adotiva (111-42).
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Tabela n® 1:

NUmero de homens selecionados
Idade (média = DP)
Idade de inicio de insuficiéncia renal terminal (média + DP)
Tempo de hemodialise (média + DP)
Atividade da a-Gal A (média + DP)
Desordens associadas
Diabetes mellitus

Hipertensao

558

59,1 + 14,2 anos

56,3 + 15,1 anos

5,2+3,6 meses

3,5+2,7 nmoles/hora/mL

30,5%

69,3%
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Figuran® 1:

Pacientes tratados nos 24
centros de hemodidlise participantes
N: 1079

Excluidos

Mulheres com DRCT
N: 396

Homens com DRCT
remanescentes

Excluidos

Homens com causa
definida para DRCT
N: 106

Homens selecionados para triagem
da Doenca de Fabry
N: 577

Excluidos

Pacientes que ndo
assinaram o Termo de
Consentimento
N: 19

Homens selecionados para o
ensaio com sangue seco
N: 558

Retestados

Suspeitos nao
confirmados pelo ensaio
plasmético
N: 24

Pacientes confirmados com Doenca
de Fabry através da triagem

N: 2

Nunes2007
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Figura n® 2:
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