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RENAL CRONICA!
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Objetivos: implantacdo de um protocolo clinico-laboratorial que permita o diagnostico da
doenca de Fabry (DF). Método: estudo longitudinal retrospectivo e realizado no periodo de
janeiro de 2007 a janeiro de 2008. Para a padronizacdo da técnica foi coletado 10ml de sangue
heparinizado de 50 individuos higidos voluntarios. O grupo de estudo contou com a
participacdo de 11 pacientes do sexo masculino, maiores de 18 anos, com insuficiéncia renal
cronica (IRC) de causa desconhecida e em processo de hemodidlise no Hospital de Clinicas
Gaspar Vianna. Deste grupo, foi coletado 10ml de sangue heparinizado e aplicado um
questiondrio clinico. Para todos os individuos foi feito o ensaio enzimético para a o-Gal A. Os
dados foram analisados no Software Bioestat 4.0. Resultados: o valor de referéncia variou de
9,72 a 41,81 nmoles/h/ml, ndo houve diferenca estatistica entre 0s géneros. No grupo teste, 0s
resultados variaram de 12,1 a 27,4 nmoles/h/ml e o achado clinico mais comum foi a
hipertensdo arterial sistémica (HAS). Um individuo do grupo controle apresentou baixa
atividade enzimatica. Conclusdes: a dosagem da o-Gal A em plasma apresentou valores
semelhantes aos encontrados na literatura (4 a 22 nmoles/h/mL) e foi capaz de identificar um
individuo com baixa atividade enzimatica. Ndo foi encontrado nenhum caso de DF no grupo
com IRC.

Descritores: Doenca de Fabry, insuficiéncia renal cronica, alfa-galactosidase A, hemodialise,
erros inatos do metabolismo.

INTRODUCAO

A doenca de Fabry (DF) € um
erro inato do metabolismo pertencente
ao grupo de doencas lisossomicas de
depésito (DLD) da classe das
esfingolipidoses. Pacientes com a DF
tém deficiéncia de alfa-galactosidase A
(a-Gal A), uma enzima lisossomica
responsavel pela quebra de
globotriosilceramida (Gb3) e outros
glicoesfingolipideos. A deficiéncia da
a-Gal A leva ao acimulo progressivo de
Gb3 no plasma e nos lisossomos da
maioria das células no organismo. #*4°

A DF ¢ herdada por heranca
recessiva ligada ao X, e seu gene esta
localizado na regido Q22 deste
cromossomo ®’ onde ja foram descritas
mais de 400 mutacdes. °?

No fendtipo classico da DF , é
possivel observar atividade enzimética
da a-Gal A quase nula nos tecidos, e
gera manifestacoes ja na infancia. ®2°

Dentre as manifestacdes mais
frequentes estdo hipohidrose/anidrose,
angioqueratomas e acroparesetesias,
estabelecidas ja no inicio da puberdade,
e na fase adulta, envolvimento
cardiovascular e insuficiéncia renal,
podendo levar a faléncia renal, sendo
esta Ultima principal causa de Obito em
pacientes ndo diagnosticados. 1> % %0
diagndstico confirmatorio da DF se da
pela dosagem da a-Gal A em plasma e
leucocitos.

Até o advento da terapia de
reposicdo enzimatica (TRE), a DF era
tratada com medidas paliativas, o que,
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no entanto, ndo elimina a causa da
doenca. '* A TRE é a opgdo terapéutica
mais especifica para o tratamento da
DF. Apos o inicio da TRE observa-se
uma reducdo significativa dos sintomas
dessa doenca e a reducdo do Gb3
acumulado, evitando dessa forma as
complicacdes renais, cardiovasculares e
os danos ao sistema nervoso.*

OBJETIVO

Busca-se investigar a DF em
pacientes com insuficiéncia renal
cronica (IRC) através do ensaio
enzimatico da a-Gal A em plasma.

METODO

Estudo longitudinal
retrospectivo, realizado no periodo de
janeiro de 2007 a janeiro de 2008.

Casuistica

O grupo controle foi composto
por 50 individuos (25 homens e 25
mulheres) entre 17 e 39 anos de idade,
higidos e voluntarios para a
padronizacdo da técnica laboratorial. O
grupo de estudo foi composto de 11
pacientes do sexo masculino, maiores
de 18 anos, com IRC de causa
desconhecida e em processo de dialise,
provenientes do Hospital de Clinicas
Gaspar Vianna. Estes individuos foram
convidados a participar do estudo
através de contato por carta e assinaram
um termo de consentimento livre e
esclarecido. Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo Santa Casa de Misericordia
do Pard em 26 de junho de 2007.

Procedimento

De todos os individuos foram
coletados 10ml de sangue com heparina
e as amostras foram centrifugadas para
a obtencdo de plasma e posterior
realizacdo do ensaio enzimatico. Para 0s
pacientes com IRC, foi ainda aplicado
um questionario clinico que informasse
a historia clinica do paciente, a presenca

ou néo de casos semelhantes de IRC na
familia, presenca ou ndo de
angioqueratomas, alteragBes cardiacas
ou outros sintomas que pudessem
indicar a DF.

O ensaio enzimatico utilizado foi
o descrito por Morgan et al. (1990)",
onde se utiliza o substrato fluorescente
4 — metilumbeliferii — o — D —
galactopiranosidio e o inibidor para a
a-Gal B, a N-acetilgalactosamina em
tampdo acetato de sédio 0,5 M de pH
4,8. As amostras foram analisadas em
espectrofluorimetro com comprimento
de onda de emissdo de 365 nm e
excitacdo de 450 nm. Os resultados da
a-Gal A foram  expressos em
nmoles/h/mL.

Analise Estatistica

Para a analise dos resultados e
comparacdo de dados, foram utilizados
0s testes qui-quadrado ¢ o “t” de
Student do software Bioestat 4.0 * com
nivel de significancia igual a p<0,05.

RESULTADOS

Os valores obtidos através da
padronizacdo da técnica dos 50
individuos sadios variaram de 9,72 a
41,81 nmoles/h/mL  (média 15,98
+5,77). N&do hove diferenca significativa
entre os géneros. A figura 1 mostra a
distribuicdo destes valores.
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Figura 1: Atividade enzimitica em

nmoles/h/mL em 25 homens e 25 mulheres

higidos voluntarios (p>0,05 — teste do qui-

quadrado).



Com relagdo ao grupo de
pacientes com [IRC, a atividade
enzimética variou de 12,1 a 27,4
nmoles/n/mL (Figura 2). N&o houve
diferenga significativa entre os dois
grupos. Os  principais  sintomas
apresentados pelos pacientes com IRC
estdo representados na tabela 1.
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Figura 2: Atividade enzimatica em
nmoles/h/mL de 11 pacientes, do sexo
masculino, com IRC de causa desconhecida
provenientes do Hospital de Clinicas Gaspar
Vianna no ano de 2007 (p>0,05 — teste t de
Student).

DISCUSSAO

A padronizagdo do ensaio
enzimatico em plasma para a o-Gal A
tem sido processada em apenas dois
centros de investigacdo de doencas
metabolicas hereditarias: Centro de
Referéncia em Erros Inatos do
Metabolismo (CREIM - UNIFESP) e
Servico de Genética Média do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre
(SGM/HCPA-RS). Este trabalho aponta
para a importancia de implantar
tecnologias de diagnostico de doencas
genéticas na regido norte.

Dentro desta Otica, 0 ensaio
enzimatico para a o-Gal A foi
padronizado no Laboratério de Erros
Inatos do Metabolismo da UFPA e ja
pode ser aplicado na investigacéo da DF
na regido norte.

A analise do perfil enzimatico
dos 50 individuos higidos permitiu a
padronizacdo da referida técnica e a
implantagcdo de valores de referéncias
para a populacdo local (9,72 a 41,81
nmoles/h/mL).

Tabela 1: Principais sintomas apresentados
pelos pacientes além da IRC.

. Frequéncia Frequ_éncia
Sintoma absoluta relativa*
(%)
Hipertensao
arterial 6 54,5
sistémica
Astenia 5 45,5
Edema 5 455
Arrlt,mlas 5 18,2
cardiacas
Altgrag_oes 3 27.3
visuais
Nao 1 9,1
apresentavam
Outros** 10 90,9

*A frequéncia relativa total excede 100% pelo fato de

que a maioria dos pacientes apresentava mais de um
sintoma.

**Qutros sintomas: Parestesias, convulsdes, palidez,
nauseas/vomitos, cefaléia, anemia.

Estes valores ndo diferiram
estatisticamente dos padronizados no
SGM/HCPA (4 a 22 nmoles/h/mL). No
grupo controle foi encontrado um
individuo com atividade enzimatica
baixa (1,66 nmoles/h/mL) que poderia
ser indicativo de DF (individuo 17,
figura 1). Para evitar limitacdo na
interpretacdo dos dados, este individuo
foi excluido do grupo de padronizacdo
da técnica e outro individuo foi
adicionado.

Em relacdo a este caso, foi feita
uma nova coleta de  sangue
heparinizado, sendo a amostra enviada
ao CREIM, UNIFESP e para o
SGM/HCPA-RS a fim de se proceder a
confirmacdo diagndstica em leucdcitos,
sendo este o0 padrdo ouro para a
investigagdo de DF. Este material
biolégico permite a investigacdo da
atividade enzimatica diretamente no
lisossomo.

Este individuo obteve o
resultado dentro dos valores de
referéncia para leucocitos, no entanto,
os valores de plasma foram semelhantes
aos encontrados neste estudo.



Quanto aos questionarios
aplicados aos pacientes em hemodialise,
foi observado que apesar de 4 pacientes
dos 11 estudados possuirem casos
semelhantes na familia de IRC de causa
desconhecida, além de outros sintomas
semelhantes aos encontrados na DF,
como hipertensdo arterial sistémica e
arritmias  cardiacas, nenhum deles
apresentou atividade enzimatica baixa.

Segundo  Civallero et al.
(2006)°, a DF, bem como diversas
outras DLD, pode ser diagnosticada
através da andlise enzimatica em papel
filtro, onde se utiliza uma quantidade de
amostra biolégica menor e o custo do
diagnostico também é baixo, pela
reduzida quantidade de reagentes que é
utilizada. Dessa forma, deve-se
considerar a inclusdo dos testes para
DLD em papel filtro no Programa
Nacional de Triagem Neonatal, ja que
as DLD quando combinadas apresentam
uma freqiéncia significativa (1:5.000
nascimentos, segundo Meikle et
al.,.2006)'® além de que muitas delas
apresentam tratamento.

Auray-Blais et al. (2007)*
sugerem a utilizagdo do papel filtro em
programas de triagem neonatal para a
determinacdo do Ghb3 urindrio em
recém-nascidos e em populacdes de
alto-risco.

No caso da DF, o diagnostico
precoce e a implantacdo do tratamento o
guanto antes impedirdo a instalacdo dos
principais sintomas além de evitar a
ocorréncia de danos irreversiveis.

Segundo Desnick e Brady
(2004), a terapia de reposicdo
enziméatica mostrou diminuir as dores
(acroparestesias), reverter as respostas
cerebrovasculares anormais e diminuiu
significantemente o0 acumulo de
globotriosilceramida no plasma e no
endotélio capilar do coracéo, rins e da
pele, 6rgdos mais afetados pela DF.

CONCLUSOES

A dosagem da o-Gal A em
plasma é considerada apenas um teste
de triagem, visto que valores normais
no plasma ndo excluem a doenca. No
entanto, esta avaliagdo se mostrou muito
eficaz, pois conseguiu identificar um
individuo com  baixa atividade
enzimatica, mesmo sem possuir a DF.

Investigacbes  futuras  serdo
realizadas, a fim de se incluir neste
estudo outros centros de referéncia em
hemodialise e continuar assim a busca
por potenciais portadores da DF.

Nao foi encontrado nenhum
valor abaixo do valor de referéncia no
grupo teste, embora 36,4% possuirem
casos semelhantes na familia de IRC
além de outros sintomas semelhantes
aos encontrados na DF, como arritmias
cardiacas, edema, astenia, dentre outros.

A atividade enzimatica da a-Gal
A ndo diferiu entre homens e mulheres
sadios (p>0,05 — teste do qui-quadrado)
e nem entre o grupo controle e o grupo
teste (p>0,05 — teste t de Student).



SUMMARY
FABRY DISEASE INVESTIGATION ON CHRONIC KIDNEY FAILURE PATIENTS

Camila de Britto Pontes Rodrigues PARA; Gustavo Monteiro VIANA; Clebson Pantoja PIMENTEL;
Ana Cristina de Lima Figueiredo DUARTE; Rosalba Teixeira BASTOS; Luiz Carlos SANTANA-DA-
SILVA

Objectives: introdution a clinical and laboratorial protocol which allows Fabry disease (FD)
diagnosis. Method: this is a retrospective longitudinal study and data were collected since
january 2007 until january 2008. To technic standardize, 10ml of heparin blood sample from 50
healthy volunteers individuals were collected. The test group was composed by 11 male
patients, older than 18 years old, with unknown chronic kidney failure (CKF) on hemodialysis
treatment on Hospital de Clinicas Gaspar Vianna. From this group, it was also colected 10mL of
heparin blood sample and it was applied a clinical questionary. For all individuals, the o-
Galactosidase A (x-Gal A) enzymatic assay was done. Data were analised on Bioestat 4.0
Software. Results: the reference values varied from 9,72 to 41,81 nmoles/h/mL, there was no
statistical difference between genders. On the test group, the results varied from 12,1 to 27,4
nmoles/h/mL and the most common clinical manifestation was systemic arterial hypertension
(SAH). One individual from control group presented low enzymatic activity. Conclusions: the
plasma o-Gal A dosage presented values similar to those found on literature (4 to 22
nmoles/h/mL) and it was capable of identify an individual with low enzymatic activity. In this
study, no DF case was found on CKF group.

Key-Words: Fabry disease, chronic kidney failure, alpha-galactosidase A, hemodialysis, inborn
errors of metabolism.
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