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RESUMO

Introducao: A doenca de Fabry (DF) é um distarbio de armazenamento
lisossémico multissistémico raro, ligado ao X, que resulta de uma deficiéncia na
enzima alfa-galactosidase A (aGal-A). A prevaléncia de DF entre pacientes com
diagnéstico estabelecido de artrite idiopatica juvenil (AlJ) € desconhecida, e a
DF classica tem inicio na infancia com sintomas inespecificos leves que podem
afetar o sistema musculoesquelético. Objetivo: Identificar a frequéncia de DF
em uma coorte de AlJ por sintomas clinicos precoces, titulos de enzimas e
genotipagem de GLA. Materiais: Foram selecionadas criangas com AlJ de uma
coorte do Hospital Infantil terciario. Informagdes clinicas, laboratoriais e
familiares foram registradas. Testes genéticos moleculares para detectar
variantes patogénicas no gene GLA foram realizados nas pacientes do sexo
feminino e analises enzimaticas nos do sexo masculino. Resultados: Dos 89
pacientes (56,17% do sexo feminino, inicio da doenga: 8,93 + 4,35 anos), um
paciente do sexo masculino (1,12%) apresentou variante patogénica no gene
GLA (c.1244T>C; p.L415P), um paciente do sexo feminino apresentou variante
de significado incerto: ¢.38C> T (p.Ala13Val). A atividade enzimatica da aGal-A
estava ligeiramente diminuida em outros 3 pacientes (3,4%). Dois pacientes
apresentavam histéria e sintomas clinicos sugestivos de DF (dispepsia,
hipohidrose, acroparestesia e dispepsia, dificuldade de ganho de peso, histéria
familiar de morte subita e doenca renal em estagio terminal). O terceiro nao
apresentava sintomas relacionados a DF ou antecedentes familiares sugestivos.
Em 26 (48,14%) pacientes também foram identificadas alteragées moleculares,

sendo em 24 (44,44%) o polimorfismo intrénico de nucleotideo unico (SNP)



c.1000-22C> T (rs2071228) no intron 6, em 16 (61,53%) com a variante ¢.370-
81_- 77del (rs5903184) no intron 2, em 15 (57,69%) pacientes com a variante
c.640-16A> G (rs2071397) no intron 4; em 8 (30,76%) deles com c.-10C> T
(rs2071225) no 5’UTR exon 1; em 7 (26,92%) pacientes com a variante c.548-
125C> G (rs2071396) no intron 3 e, em 4 com a variantes c.-12G> A (rs3027585)
5'UTR exon 1 que isolaram ou combinaram tiveram associacao positiva com os
sintomas da DF. Conclusées: A incidéncia da DF na presente coorte foi de
1,12%. Também se observou SNP intrébnicos associados aos sintomas

associados DF em pacientes com AlJ.

Descritores: Doencga de Fabry. Artrite Juvenil. Cérnea. Genética.



ABSTRACT

Background: Fabry disease (FD) is a rare, X-linked, multisystemic lysosomal
storage disorder (LSD) that results from a deficiency in the hydrolase alpha-
galactosidase A (aGal-A). The prevalence of FD among juvenile idiopathic
arthritis (JIA) patients with an established diagnosis is unknown. The classic FD
has its onset in childhood with mild non-specific symptoms affecting the
musculoskeletal system. Objective: The aim was to identify the frequency of FD
in a JIA cohort by early clinical symptoms, enzyme titers,
and GLA genotyping. Materials: Children with JIA from a tertiary Children
Hospital cohort were selected. Clinical, laboratory, and familiar information were
recorded. Molecular genetic testing to detect GLA gene mutations was
performed in the girls and enzymatic analysis in the boys. Results: From 89
patients (56.17% female, disease onset: 8.93 + 4.35 years), one male (1.12%)
patient presented a pathogenic mutation in GLA gene (¢.1244T>C p.L415P), one
female patient had a VUS: ¢.38C>T (p.Ala13Val) with a positive association with
the cornea, The enzymatic activity of aGal-A was slightly decreased in 3 other
(3.4%) patients. Two patients had history and clinical symptoms suggestive of FD
(dyspepsia, hypohidrosis, acroparesthesia and dyspepsia, weight gain difficulty,
familial history of sudden death, and end-stage renal disease). The third one had
no symptoms related to FD or suggestive family history. We also identified in 26
(48.14%) abnormal genetic tests, and the intronic single nucleotide
polymorphisms (SNPs) on 24 (44.44%) (c.1000-22C>T (rs2071228) on intron 6,
16 (61,53%) ¢.370-81_-77del (rs5903184) on intron 2, 15 (57,69%) patients with
variant ¢.640-16A>G (rs2071397) on intron 4; 8 (80,76%) c.-10C>T

(rs2071225) on 5'UTR exon 1; 7 (26,92%) patients with ¢.548-125C>G



(rs2071396) on intron 3, and 4 c.-12G>A (rs3027585) on 5’UTR on exon 1 that
isolated or in combination had positive association with FD
symptoms. Conclusions: The incidence of Fabry disease in our cohort was
1.12%, higher than the described incidence in the literature. We also observed

intronic SNP associated with FD symptoms in JIA patients.

Descriptors: Fabry disease. Juvenile arthritis. Cornea. Genetic.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Anderson-Fabry ou Doenga de Fabry (DF) € uma condicao rara,
com herancga ligada ao X, € uma enfermidade multissistémica de depdsito
lisossomal, devida a uma variante no gene GLA, que resulta na deficiéncia da
hidrolase alfa-galactosidase A (a-GalA). Sua prevaléncia ao nascimento é
estimada em 1:40.000-170.000 (1). Em uma triagem neonatal encontrou-se uma
incidéncia aumentada de DF 1:3.100 na ltalia (2) e 1:1.500 entre nascidos do
sexo masculino em Taiwan (3).

Os dermatologistas Johannes Fabry e Williams Anderson foram os primeiros
a descrever “angioqueratomas corporis difusos” em 1898 (4, 5), os quais foram
reconhecidos inicialmente como uma doenca vascular sistémica, e
posteriormente, em 1963, atribuidos a doenca de depdsito (6) de lipidios (7),
logo apds a identificacdo do acumulo de globotriaosilceramida (Gb3) em
diferentes tipos de células (8). Muitos anos mais tarde, foi estabelecida a sua
relacdo com insuficiéncia ou auséncia de aGal-A, enzima que catalisa a quebra
hidrolitica da molécula terminal de galactose da Gb3 (9). A caracterizacao
genética como doenca ligada ao X, foi realizada em 1965 (10). O gene GLA
(Xq21.3-q22), foi clonado e sequenciado por Calhoun e colaboradores em 1985
(11) e atualmente existem mais de 850 variantes patogénicas descritas do GLA

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

Os estudos iniciais no campo das doencas de depoésito lisossomal,
identificam os lisossomos como organelas originadas do complexo de Golgi, que
transportam enzimas hidroliticas com a funcdo de digerir toda e qualquer
substancia que é “ingerida” pela célula, por processo de endocitose. O complexo

de Golgi, e os lisossomos, estao presentes na maioria das células nucleadas, ou


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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eucaridticas, o que se reflete no acometimento de diversos 6rgaos. Assim, o
progressivo acumulo intra e extracelular de glicoesfingolipides como Gb3 e
globotriaosilesfingosine (liso-Gb3) em varias estruturas como endotélio vascular,
cardiomiécitos, neurbnios do ganglio da raiz dorsal e do sistema nervoso
auténomo cerebral, todos os tipos de células renais e gastrintestinais causando
processo inflamatério e vasculopatia (9, 12).

Samarani et al. em 2018 (13), propuseram um modelo baseado em
experimentos “in vitro” para o dano intracelular causado pelo Gb3. Nele células
carregadas de sacarose, ativam a formacdo de novos lisossomos controlada
pela translocacao nuclear do Fator de Tanscricao EB (Transcription factor EB
— TFEB) (14). O TFEB € o principal gene regulador da biogénese lisossomal. Ele
codifica o fator de transcricdo que coordena a expressdo de hidrolases
lisossomais, membranas proteicas e genes envolvidos na autofagia. Na
biogénese lisossémica, apds a deplecao de nutrientes e sob condi¢cdes anormais
de armazenamento lisossémico, como nas doencas lisossomais, incluindo a DF,
o se transloca do citoplasma para o nucleo, ativando os seus genes-alvo (Fig.
01). A disfungéo da autofagia tem sido associada a varios disturbios genéticos
(15).

Apbs estudos “in vitro”, descobriu-se que esta carga de sacarose também
levou a alteracao de outros genes que nao estdo sob o controle direto do TFEB,
0 que sugeria o0 envolvimento de um conjunto genético mais complexo,
coordenado por outros fatores de transcricdo. De fato, fibroblastos carregados
de sacarose foram identificados pela produgédo de novos lisossomos, sugerindo
uma resposta celular adaptativa contra esta carga extra de sacarose, com o

objetivo de remover o material acumulado. No entanto, os lisossomos recém-
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formados ndo pararam o acumulo da molécula ndo digerida, pois aqueles que
acumularam substratos ndo degradado nao foram mais capazes de reabastecer
as células com nutrientes, imitando uma “aparente fome”. Em face desta
sobrecarga, as células ativam vias de resgate, como a macro autofagia, esse
esforgo inutil devido a falta de funcionalidade dos lisossomos. Uma atividade
catabdlica reduzida dos lisossomos engolidos também foi sugerida por sua
incapacidade de degradar esfingolipides (EL) complexos, resultando em seu
acumulo. A alteracdo no padrao e na composicdo de EL sdo caracteristicas
comuns a varias doencas lisossbmicas, onde eles se tornam materiais
acumulados secundarios, independentemente dos substratos principais
causadores de doenga (16).

Entretanto, no modelo de Saramani et al. em 2018 (13), observou-se que o
acumulo de EL ocorreu ndo somente nos compartimentos intracelulares, mas
também na membrana plasmatica (MP). Assim, varios processos parecem
interagir e determinar uma composicao de EL diferente na superficie da célula.
Com base nesses estudos, pode-se inferir que a fusdo entre lisossomos e a
superficie celular pode modificar a composicao final de glicoesfingolipides da
MP, pela incorporacdo de EL ndo degradados ainda associados as suas

enzimas catabdlicas (Fig 01), causando dano celular.



19

Alteration of PM 8
glycosphingolipid 7 “:r:'.
composition ST z {-:'.
i]rIU111]11”]111imlml.|H'11T=1IIHI['[,'}t \’I.”J l]”l”lﬁ”l”]]]]ﬂﬁ h‘nﬂ]lliﬂ]l‘]lll‘ ) .{"., = -;»-””"”'l”UIImm”
— » L
““m (i ; T Complex glycmphlngolipius = ::i S .*5.,;{ " [ l|””“”
Plasima 9 and their catabolic enzymes oe ¢ ° b w4 . N 1} ]
membrane (PM) v —,‘.:' £ _:...\‘ 6 N
U g i ‘\.‘
[Olll damml Lrien b — \
T Lysosomes-PM }

\\‘-““ g i.m,
4.  Lysosome

§ .. 2
=P 6 & TFEB
LT nuclear

» € *t“ impairment

i
“ o
e T

- Ky fe

Lysosomal accumulation
of undegraded molecules

@& Sucrose
‘ Lysosomal hydrolase

& dun
‘-"*'* Glycosphingolipids

,‘ N 8, ? . C translocation
., WP q% ................ >
?,,; ot ; t.ysosomal (Tre8 >
/)/ {

. __‘_Hlﬂ'.‘hlls _.:_-;.
[tren| f_' .=l:
-"._.I LT .:‘__.'- =:
- \:// =
T Lysosomal
biogenesis Accumulation
of impaired
¢l Secondary storage lysosomes

=% of uncatabolized
glycosphingolipids

Fig.01: Mecanismo celular ligando o ingurgitamento lisossomal ao inicio do dano celular, com
interferéncia de lisossomos na membrana plasmatica (Saramani et al, 2018).

Em contrapartida, o endotélio também sofre alteragbes secundéarias ao

acumulo de Gb3 e liso-Gb3 circulante. Existem diferentes mecanismos que

controlam o funcionamento vascular. Sabemos que o superéxido (O27), o radical

hidroxila (OH) e o H202 s&o considerados radicais livres derivados do oxigénio.

Células endoteliais vasculares produzem pequenas quantidades de O2" e H202

que tém funcao de protegcédo das células endoteliais em condi¢des fisioldgicas

(17,18). A formagéao estritamente controlada de radicais livres medeia as fungdes

fisiolégicas da vasculatura, fazendo com que os radicais livres contribuam para

a protecao endotelial, mas também fazendo com que causem doencas.



20

Baseado em estudos com células endoteliais (CE), o relaxamento vascular é
mediado por prostaciclinas, 6xido nitrico (NO) e fatores hiperpolarizantes
derivados do endotélio (FHDE). H202 é um FHDE que contribui como sinalizador
na vasculatura, protegendo a funcdo das CE. Entretanto, o FHDE tem
mecanismos complexos que variam com tipo sanguineo, dentre os quais, o canal
de abertura de potassio (K*) ativado por Calcio (Ca*?), 0 Kca 3.1 (19). O acimulo
de Gb3 estimula clatrina a internalizar a proteina Kca 3.1 causando disfungao no
relaxamento endotelial, resultando em disfungédo do mesmo (20).

Assim, as anormalidades vasculares na DF podem ser explicadas pela reducéo
na vasodilatacdo-dependente do endotélio induzida pelo Gb3 in vitro (20).

As hipo6teses acima discutidas ajudam a visualizar e explicar alteragdes intra
e extracelulares na DF. Mauhin et al. em 2015 (21) descreveram as alteracoes
da resposta imune inata desencadeada pela DF através da variante do gene
GLA, causadora da deficiéncia da aGal-A, levando ao acumulo de Gb3, com
consequente aumento desses esfingolipidios (EL) no citoplasma e em
lisossomos. Esses EL, quando ndo corretamente degradados, sao reconhecidos
como antigenos pela célula apresentadora de antigenos, se ligam ao receptor
toll-like 4 (TLR4), sdo subsequentemente expostos pela molécula CD1d, que séo
proteinas MHC classe |, e estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos
lipidicos aos linfécitos T exterminadores naturais (NK do inglés natural killers)
(Fig 02) (22). Ap6s o reconhecimento dos EL por receptores das células T,
ocorre uma hiperproducdo com alteracdo de inUmeras citocinas pro-
inflamatérias, dentre as quais o fator de necrose tumoral (TNF), e as
interleucinas (IL) 4, 5, 9, 10, 13 e 17 (23). Existe também uma secrecéo

aumentada das IL 10 e 12, por células dendriticas, causada pela hiper-regulacao
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de CD40 ligante quando do reconhecimento de Gb3 como substancia exdgena
(24).

Consequentemente, o Gb3 parece agir como um ligante endégeno ao TLR4
(25), com seu acumulo servindo de estimulo inicial para ativacao de resposta
imune inata envolvendo as vias CDd1 e TRL4, o que induziria desregulacao de
um subtipo de células NKT e células dendriticas, fonte de estado inflamatério
ativado patolégico com secregéo de citocinas pro-inflamatorias especificas (21).
Entretanto, os TRL nao estdo presentes apenas em células do sistema imune.
As células renais (poddcitos e tubulares epiteliais) e endoteliais também

expressam TLR4 (26, 27).

Em 2012, foi demonstrado que este mesmo metabdlito, o Gb3, tem um
aumento cumulativo idade-dependente em ratos com variante para a DF (28).
Estes dados s&o o inicio da nossa compreensdo sobre como a ativagdo do

sistema imune pode interferir na evolugao da DF com ou sem tratamento.
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Mutacdo no gene GLA Sesresio.de citocinas prizinfamatorias:
IL-1 beta, TNF alpha, IL-6, IL-4, [L-5, IL-9, IL-10, IL13 and IL-17

Defeito na atividade da aGalA

Acimulo Lisossomal de Gb3

Gb3 e liso-Gb3 Circulante

Atua e estimula, ‘LL" .

DAMPs ¥

Decrease in CD4+iNKT subset
Increase in DN iNKT

IL-10
IL-12

Fig. 2: Modelo proposto para a resposta imune inata observada em DF. APCs- antigen-
presenting cells, Gb3 globotriaosilceramida, iNKTs invariants natural killers T cells (Cd4+),
PBMCs peripheral blood mononuclear cells, TRC T-cell receptor, TLR4 Toll like receptor 4.
(baseada em Mauhin et al., 2015).

A DF apresenta sintomas que incluem acroparestesias, angioqueratomas
(dilatacOes vasculares cuja superficie é hiperceratética com espessamento da
pele), alteragdes gastrointestinais como sensagao de plenitude gastrica, dores
abdominais e diarreia; intolerancia ao calor e aos exercicios, anormalidades
oculares (cérnea Verticilata), perda auditiva, diminuicdo ou auséncia de
sudorese.

De vital importancia é doenca renal consequente da lenta progressao de
microalbuminuria para glomeruloesclerose, ao longo da doenca, culminando em
insuficiéncia renal terminal e transplante. A DF também cursa com alteragdes
cardiacas HCVE, arritmias e valvulopatias), assim como anormalidades do

sistema nervoso central (SNC) traduzidas por ataque isquémico transitério (AIT),
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acidente vascular cerebral (AVC), e acometimento do sistema vértebrobasilar
com doliectasia da basilar e aumento de tortuosidade dos vasos cerebrais (29).

Em Taiwan, foi observada a incidéncia aumentada da variante IVS4p919G>A
do GLA em nascidos vivos de ambos os sexos (30), como descrito
anteriormente. Por causa dessa descoberta e da comprovacao de maior
incidéncia de variantes do GLA em testes ao nascimento, despertou-se um maior
interesse com relagéo a natureza nao especifica das complicagées da DF, assim
como a ocorréncia dessas complicacdes isoladamente, sem causa determinada.
Existe, portanto, a suspeita de que essa diferenca encontrada na incidéncia
entre adultos e recém-natos seja referente a real quantidade de pacientes nao
diagnosticados (31). Sendo assim, a DF deveria ser suspeitada, em pacientes
que apresentem acidente vascular cerebral, particularmente pacientes jovens
(32), pacientes com insuficiéncia renal terminal (33), cardiomiopatia hipertrofica
(34) e até doencas cardiacas comuns (35) sem causa determinada. Outra
populagéo que pode ser considerada de alto risco de exibir maior incidéncia de
DF sao pacientes pediatricos com dor cronica (36) também sem causa aparente.

O diagnéstico deve ser realizado através de dosagem enzimatica da aGal-A
e do substrato Gb3 nos pacientes do sexo masculino, ja que sdo mais afetados
levando em consideracao o carater ligado ao X desta patologia; enquanto as
pacientes do sexo feminino devem ser submetidas ao teste genético, por ndo
apresentarem alteragdes significativas na atividade enziméatica.

Na literatura ha descricoes de sintomas da DF em pacientes na faixa etéaria
pediatrica, assim como, ha relatos da presencga de Gb3 em rins no periodo fetal
(37) e em placentas de fetos afetados (38), sugerindo o que o0 acumulo do EL se

inicia j& no periodo pré-natal. Porém, a enfermidade apresenta na infancia
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sintomas inespecificos e variaveis com os pacientes do sexo masculino mais
sintomaticos e com inicio de doenga mais precoce que no sexo feminino. A dor
neuropatica periférica (acroparestesias com hiperemia de extremidades e leve
edema), febre induzida pela auséncia de suor, intolerdncia ao calor e aos
exercicios, dor articular e elevacao da velocidade de hemossedimentacao
podem ser observados nestes pacientes (39).

A Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ) representa o grupo de artrites crénicas mais
comuns da infancia, com prevaléncia de 1/1000 criancas (40). O termo AlJ define
um grupo heterogéneo de artrites inflamatdrias de etiologia desconhecida com
inicio abaixo dos 16 anos e duracao minima da artrite de 6 semanas; seguida de
exclusao de outras causas. Existem 7 subgrupos de AlJ: Sistémico, Poliarticular
fator reumatoide (FR) negativo, poliarticular fator reumatoide (FR) positivo,
Oligoarticular, Artrite Relacionada a entesite (ARE), Artrite psoridsica e,
Indeterminada. Cada subgrupo tem caracteristicas especificas e segundo os
Critérios da International League Against Rheumatism (ILAR) de 1997, também
tém critérios de inclusao e excluséo (40) (Tabela 1).

Os sintomas desta doenca variam de acordo com o subtipo, mas os subtipos
tém em comum a artrite persistente por mais de 6 semanas e auséncia de outros
agentes causais (diagnéstico de exclusdo). Os pacientes apresentam desde
febre de temperatura variada, rash cutédneo difuso,
adenomegalias/hepatoesplenomegalia, alteragbes cardiacas com pericardite,
alteracbes valvares, ou miocardica; no pulméao pleurite, doencga intersticial
pulmonar ou hemorragia pulmonar. Como sintomas associados podemos

comumente observar a presencga de psoriase com splinters hemorragicos e unha

em dedal, sintomas do trato gastrointestinais desde diarreia, dor abdominal,
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nausea e vbmitos até sintomas sugestivos de doenca inflamatéria intestinal
(Crohn e Colite Ulcerativa). O carater limitante e destrutivo dessa artrite é
caracteristico da AlJ.

Muitos sintomas observados na AlJ sdo comuns a DF. As dores em
extremidades principalmente quando associadas a edema e hiperemia podem
ser confundidas com artrite, além da DF também causar artralgias. A dor
abdominal, diarreia, sensagao de plenitude gastrica, e nauseas sao comuns as
duas condicbes e em especial associadas ao tratamento da AlJ. Alteracdes
cardiacas como lesdes valvares e disturbios de condugédo sao também comuns
a ambas. Contudo, também existem descricoes na literatura de sobreposicao da
DF com doencas autoimunes.

Na pratica, existe uma real dificuldade na identificacao desses pacientes, em
especial na faixa etaria pediatrica onde os sintomas sao ainda considerados
inespecificos.

Tendo em vista que sintomas musculoesqueléticos sdo frequentemente
observados em DF e, sendo a AlJ é a doenca crbnica, inflamatéria mais
observada na infancia, este estudo visa identificar a frequéncia de DF numa
coorte de AlJ baseada em sintomas clinicos precoces, niveis de enzima e

genotipo do GLA.
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Quadro 1: Subtipos de AlJ Segundo critérios do ILAR, 1997. Critérios de inclusdo

e exclusdo.

Subtipo Clinico
1.Sistémico

2.0Oligoarticular

3.Poliarticular
FR+

4.Poliarticular
FR-

5.Artrtite

Relacionada
Entesite

6.Artrite
Psoriasica

Indeterminada

a

Critério de Inclusao Critério de Exclusao
Artrite cronica + febre 2 semanas 2

de: a,b,c,d

- Rash evanescente

- Adenopatia

-Hepatoesplenomegalia

Artrite < 4 articulacoes:

- Persistente: se mante <4

articulagbes nos 6 primeiros meses  a, b, c, e
de doenca

- Estendida: = 5 articulagcbes nos 6

primeiros meses de doenca

- Artrite = 5 articulacbes nos 6

primeiros meses de doenca a,b,c,e
-FR +

- Artrite = 5 articulagdes nos 6

primeiros meses de doenga a,b,cde
-FR -

- Artrite e entesite ou

- Artrite ou entesite + 2 de:

+Dor na Sl ou lombalgia inflamatéria
+HLAB27+ a,d, e
+Inicio Meninos > 6anos

+HF em parentes 12 grau de Sl, EA,

ARE, IBD, Sd de Reiter ou uveite

- Artrite e psoriase

- Artrite € 2 ou +:

+Dactilite b,c,d, e
+ “nail pitting”ou onicolise

+ HF 1¢ grau com psoriase

- Artrites que nao preenchem
critérios para nenhuma ou para duas

ou mais categorias

Legenda: HF- Historia familia, EA- Espondilite Anquilosante.

Critérios de exclusao:

a) Psoriase ou historia de psoriase em paciente ou familiar de 1° grau

b) Artrite em paciente do sexo masculino HLAB27+ com inicio de doenga
apos os 6 anos de idade.

c) Espondilite Anquilosante (EA), artrite relacionada a entesite (ARE),
sacroileite (Sl), doenca inflamatéria intestinal (DIl), Sindrome de Reiter,
uveite anterior aguda no paciente ou em algum parente de 1° grau.

d) Fator Reumatdide (FR) positivo (duas vezes num intervalo de 3 meses)

e) Presenca de artrite idiopatica Juvenil (AlJ) sistémica no paciente.

(Petty RE, et al. The Journal of Rheumatology. 1998;25:1991-1994).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Principal:

- Identificar a frequéncia da DF numa coorte de AlJ.

5.2. Objetivos Secundarios:

- Avaliar a presenca de variantes do GLA na AlJ

27
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3. MATERIAL E METODOS

Foram convidados a participar do estudo pacientes com AlJ diagnosticados
pelos critérios da liga internacional contra o reumatismo (ILAR-1997) (40), em
seguimento no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) em Fortaleza (CE), durante

o periodo de dezembro de 2014 a dezembro de 2017.

3.1. Aspectos Eticos

Os responsaveis pela pesquisa respeitaram o0s compromissos
decorrentes de um projeto de busca ativa junto a individuos com doenca
autoimune e seus familiares, sendo estes: assisténcia médica, tratamento
disponivel, aconselhamento genético e assessoria aos profissionais
colaboradores, assim como aos possiveis portadores de DF.

Foram respeitadas as normas vigentes para Pesquisa em Seres
Humanos segundo a resolucdo do Ministério da Saude e CONEP (196/96),
especialmente relevantes a menores de 18 anos e para projetos na area de
Genética Humana e Médica (resolugdo 340/04). Para os individuos que se
opuserem a ingressar no projeto, ndo houve nenhum tipo de penalidade
referente ao seu atendimento clinico, acesso a tratamentos disponiveis, ou
acesso a qualquer outro tipo de atividade de assisténcia e/ou de pesquisa que
porventura existiam dentro do HIAS.

Todos os resultados disponiveis somente foram veiculados a partir da

autorizagdo dos participantes no termo de consentimento, como também o
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anonimato destes, foi mantido de acordo com as normas de Pesquisa em Seres
Humanos Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude e CONEP.

O estudo teve aprovacao do comité de ética e pesquisa do HIAS, numero:
CAAE: 37270414.0.0000.5042, numero do Parecer: 916.538, Data da Relatoria:
11/12/2014 (Anexo1). Termo de consentimento livre e esclarecido foram obtidos
para todos os participantes e representantes legais, se criangas abaixo 18 anos
(Anexo 2). Para os pacientes maiores de 8 anos também foram obtidos termos
de assentimento livre e esclarecido (Anexo 3).

Os pacientes foram submetidos a uma avaliagdo médica pelo mesmo
investigador composta de:

1) Anamnese com preenchimento pelo médico de questionario especifico
(Anexo 4).

2) Exame fisico completo e articular

3) Coleta de sangue para o teste genético

4) Coleta de exames laboratoriais

3.2. Avaliacao dos pacientes com AlJ

Foram avaliadas caracteristicas demogréficas e clinicas da doenca
através de cuidadosa revisao de prontuario de cada paciente: idade, sexo, idade
ao inicio da doencga, subtipo de AlJ, presenca de manifestacées articulares e
extra articulares.

Dados de exames imunoldgicas também foram retirados do prontuario

médico: Fator Reumatéide (FR) por realizado por método de aglutinacao de
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latex, anticorpo antinucleo (AAN) por imunofluorescéncia indireta (IFI) em
células empregando células humanas HEp-2 de carcinoma de laringe como
substrato antigénico. Os anticorpos anti-DNA dupla hélice, anti-Smith, anti-
ribonucleoproteina (RNP), anti-SSa, Anti-SSb, anti-cardiolipina foram realizados
por ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbent Assay) e antigeno leucocitario
Humano (HLA- Human leukocyte antigen) B-27 (HLA B27) por reacéo de cadeia

da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) em todos os pacientes.

3.3. Questionario de Estudo:

Pacientes com AlJ foram inquiridos sobre sintomas da DF através de um
questionario estruturado baseado em sinais e sintomas precoces (41), aplicado
pelo médico responsavel. Este questionario contém perguntas sobre alteracées
clinicas (intolerancia ao calor, hipo/hiperidrose, fadiga crénica, distenséo
abdominal, dispepsia, diarreia, sensacao de plenitude gastrica, dificuldade de
ganho de peso, tinido, disacusia e acroparestesias), achados de exame fisico
(telangiectasia, angioqueratoma), histéria médica prévia (AVC, AIT) e histéria
familiar (de AVC, AIT, morte subita, doenca renal terminal ou DF) de cada

paciente (Anexo 4).
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3.4. Avaliacao Clinica:

Todos os pacientes foram avaliados por um reumatologista pediatrico
certificado por titulo de especialista em Pediatria e Reumatologia Pediatrica.
Todos os pacientes inscritos no projeto foram submetidos a exame clinico
completo, osteo-articular e neuroldgico realizado na admissao ao estudo.

Pacientes com AlJ foram posteriormente submetidos a uma avaliagéo
oftalmolégica realizada por oftalmologista pediatrico certificado com titulo de
especialista nas dependéncias do Centro de Aperfeicoamento Visual Ver a
Esperanca Renascer (CAVIVER), uma ONG, localizada em Fortaleza (CE).
Achados positivos foram revistos por um segundo oftalmologista, também
certificado. Erros de refracdo foram mensurados por um Kkeratdmetro
autorrefrator portatil Retinomax K Plus 2. Acuidade visual corrigida de ambos os
olhos foi aferida com a tabela de Snellen (Fig.3a) com letras e niumeros na
distancia equivalente a 6 metros em criangas maiores de 6 anos. Para criangas
nao verbais a acuidade visual foi verificada com as tabelas do E de Snellen ou

de numeros (Fig.3b).
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Fig.3a: Tabela de Snellen com letras e numeros.
3b: Tabelas do E de Snellen ou de nimeros para criangas abaixo de 6 anos de idade.

O segmento anterior (cérnea, iris e cristalino) foi avaliado através da
biomicroscopia na lampada de fenda. O nervo éptico, a macula e os vasos do
polo posterior foram avaliados por oftalmoscopia direta. A pressao intraocular
(PIO) foi avaliada por tonometria de aplanacao com tonémetro Rebound ICARE,
e foram considerados normais valores entre 10 e 20 mmHg. O teste de
evaporagado do filme lacrimal com fluoresceina foi realizado para avaliar a
superficie ocular. A cornea Verticilata foi diagnosticada durante a avaliagao da
biomicroscopia da cérnea.

A avaliacao cardiaca foi realizada pela mesma cardiologista Pediatrica no
Instituto do Coragdao da Crianca e do Adolescente (ICCA), localizado em,

Fortaleza (CE).
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Os pacientes foram avaliados por ecocardiograma (ECO) 2D transtoracico
com especial atencdo a medida de massa de ventriculo esquerdo, diametro de
aorta e presenca de alteracbes valvares. Disturbios de conducdo foram
investigados através de Eletrocardiograma (ECG) de 12 canais analisados por
cardiologista pediatrico certificado. Todos os ecocardiogramas foram realizados
pelo mesmo cardiologista pediatrico para uniformizar os resultados.

A avaliacao renal foi realizada com a dosagem da ureia e creatinina séricas,
microalbuminuria e sodio urinario na urina de 24 horas realizados no HIAS, como

parte da avaliagéo clinica dos pacientes.

3.5. Teste Genético e Dosagem da aGal-A e liso-Gb3:

O teste genético teve apoio logistico e financeiro da Shire Brasil e foi
realizado no ambulatorio de Reumatologia Pediatrica do HIAS, durante ou apds
a consulta dos pacientes do estudo. O teste foi coletado por uma enfermeira
previamente treinada ou pelo médico responsavel, apds novo assentimento e
consentimento informado dos pacientes e responsaveis legais. No procedimento
da coleta, o sangue foi coletado através de um furo no dedo com uma agulha
estéril e descartavel. Cinco gotas de sangue foram colocadas em papel filtro,
previamente identificado com dados dos de identificacao (nome, endereco, data
de nascimento, e-mail, data e hora da coleta, sintomas clinicos) dos pacientes,
e dados de identificagcdo (nome, niumero de CRM, COREM, e-mail e endereco
do Hospital onde foi realizado o exame) do médico ou enfermeira responsaveis

pela coleta. Apds a impregnacgao do papel de filtro com o sangue, 0 mesmo foi
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deixado para secar ao ar por pelo menos 4 horas, mantidos a temperatura
ambiente até a remessa para o laboratério.

Nos pacientes do sexo masculino, a avaliagdo inicial foi realizada pela
medida da atividade enzimatica da aGal-A e da esfingomielase acida como
controle, e pela dosagem da liso-Gb3 por cromatografia liquida de alta
performance por espectrometria de massa, nos laboratérios da Centogene
(Alemanha). Os valores normais para aGal-A utilizados foram acima de 2,5
umol/l/lh e para a liso-Gb3, substrato acumulado, os valores normais foram
abaixo de 1,8ng/ml.

Para todas as pacientes do sexo feminino, e apenas para os do sexo
masculino com atividade enzimatica anormal, foi feita a anéalise do gene GLA
(ref: NM_000169.2) por reacdo de cadeia em polimerase (PCR) e, o
sequenciamento de toda regido codificante e as juncées de emenda exon-intron
altamente conservadas. Este teste foi desenvolvido e validado pela Centogene
AG para propaésitos clinicos. Pacientes com anormalidades genéticas ou aGal-A
abaixo do parametro normal tiveram seus parentes de primeiro e segundo grau
(pais, avos e irmaos), quando possivel, também avaliados para DF com
investigagédo genética apropriada (avaliacdo dos niveis e atividade da enzima ou
identificacdo de variante genética), e encaminhados para monitoramento
genético.

Todas as variantes genéticas encontradas foram analisadas e as alteracées
clinicas comparadas com a doenca de base (AlJ). As variantes foram estudadas
em sua patogenicidade através de bancos de dados genéticos como
Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPHEN-2), Online Mendelian Inheritance in

Man (OMIM) e Clinvar pelo seu numero de referéncia (SNP/rs). Softwares como
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Polyphen-2, sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) e MutationTaster que sao
ferramentas que avaliam um possivel impacto de substituicdo de um amino acido
na estrutura e fungdo de uma proteina humana usando consideracoes fisicas e

comparativas diretas também foram consultados.

3.6. Analise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa SPSS
20.0 da IBM. Os resultados estdao dispostos em numeros absolutos e
porcentagem ou média e desvio padrdao (SD). Foram utilizados os testes de
quiquadrado ou teste exato de Fisher para comparacéo variaveis categéricas.
As variaveis continuas foram comparadas por ANOVA. O valor de p < 0.05 foi

considerado estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS:

Um total de 89 pacientes com AlJ foram incluidos no estudo. Um pouco mais
da metade (56,17%) dos pacientes eram do sexo feminino, com média de idade
de 15,81 £ 3,93 anos. A média de idade ao inicio da doenca foi de 8,93 £ 4,35
anos e o tempo de seguimento foi de 6,69 + 3,3 anos. Nos identificamos a
presenca maior do subtipo pauciarticular 42 (47,20%) como descrito na tabela

2.

Tabela 2: Frequéncia dos subtipos de AlJ nos pacientes do estudo:

Subtipo de AlJ N (%)
Pauciarticular 42 (47,20)
Poliarticular FR Negativo 17 (19,10)
Relacionado a Entesitis 15 (16,85)
Sistémico 10 (11,20)
Poliarticular FR Positivo 3(3,37)
Psoriasico 1(1,12)
Indeterminado 1(1,12)

Legenda: AlJ= Artrite Idiopatica Juvenil, FR= Fator Reumatéide

As medicacbes mais utilizadas foram MTX 80 (80,88%), AINES 48 (53,93%),
leflunomide 18 (20,22%), bioldgicos 44 (49,43%) e ciclosporina 16 (17,9%).
Dentre as medicacgdes bioldgicas as mais utilizadas foram os Anti-TNF como
Etanercept (25,84%), Infliximabe (2,24%) e Adalimumabe (8,98%), seguidos dos
anti-IL 6 (7,86%) e anti-IL 1 (4,50%). Os corticosteroides foram usados em 11
(12,35%) pacientes com dose cumulativa média de 10,47 = 520 mg de

prednisona, 0 que nao confugira dose imunossupressora. As informacoes
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coletadas sobre as medicacdes utilizadas nos pacientes com AlJ estdo contidas

nas Tabelas 3.

Tabela 3: Frequéncia de Medicagdes utilizadas pelos pacientes de AlJ do estudo:

Medicamentos Utilizados N (%)
MTX 80 (89,88)
Em uso MTX 6 (62,92)
AINES 8 (53,93)
Leflunomide 8 (20,22)
Ciclosporina 6 (17,97)
Prednisona 1(12,35)
Em uso Prednisona 2 (2,24)
Dose Cumulativa da Prednisona 10,47 £5,20
Azatioprina 2 (2,24)
Biolégicos 44 (49,43)
Etanercept 23 (25,84)
Adalimumabe 8 (8,98)
Tocilizumabe 7 (7,86)
Canakinumabe 4 (4,49)
Infliximabe 2 (2,24)

Legenda: MTX- Metotrexate

Os resultados relacionados as queixas clinicas do questionario de DF na AlJ

mostraram uma alta incidéncia de acroparestesias em 47 (52,80%) pacientes,

dificuldade de ganho de peso em 30 (33,70%), seguidas de intolerancia ao calor

em 26 (29,50%), dispepsia em 19 (21,30%) desses pacientes; esses achados e

outros sintomas menos frequentes sao apresentados na Tabela 4)



Tabela 4: Frequéncia de Sinais e Sintomas clinicos da DF nos pacientes de AlJ
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Sintomas: N (%)
Acroparestesia 47 (52,80)
Dificuldade de ganho de peso 30 (33,70)
Intolerancia ao Calor 26 (29,21)
Hiperidrose 22 (24,71)
Dispepsia 19 (21,34)
Zumbido 18 (20,22)
Neuropatia Periférica 17 (19,10)
Fadiga Cronica 14 (15,73)
Distensdao Abdominal 14 (15,73)
Diarreia 11 (12,35)
Disacusia 8 (8,98)
Sensacao de Plenitude Gastrica 6 (6,74)
Angioqueratoma 2 (2,24)
Telangiectasia 0 (00)

Sintomas clinicos baseados no protocolo clinico aplicado a todos os pacientes do estudo.

Na avaliacao do histérico de familiar, o AVC esteve presente em 38 (42,70%)

das familias dos pacientes do estudo, seguida de morte subita 22 (24,71%)

(Tabela 5).
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Tabela 5: Frequéncia de Historia familiar sugestiva de DF nos pacientes com AlJ

Historia Familiar (HF): N (%)
AVC 38 (42,69)
Morte Subita 22 (24,71)
Insuficiéncia Renal 11 (12,35)
AIT 2 (2,24)
DF 1(1,12)

Legenda: AVC- acidente vascular cerebral, AlT-ataque isquémico transitério, DF- Doenca de
Fabry.

Analisando os exames laboratoriais (Tabela 6), observamos uma frequéncia
de 12,32% de microalbuminuria nesses pacientes, dentre esses o com DF. O
anticorpo anti Nucleo (AAN) mostrou-se positivo em 14,60% dos pacientes,
enquanto fator reumatoide (FR) e HLA-B27 tiveram positividade em 4,49% e

6,74% respectivamente. Apenas 1 paciente teve anticorpo anti- RNP positivo.

Tabela 6: Frequéncia de achados laboratoriais nos pacientes de AlJ.

Laboratorio Testados N (%)
AAN 89 13 (14,60)
Microalbumindria 66 9 (13,63)
HLA-B27 89 6 (6,74)
FR 89 4 (4,49)
Ac Anti-RNP 89 1(1,12)

Legenda: AAN- Anticorpo anti-nucleo, HLA- antigeno Humano leucocitario, FR- Fator
reumatéide, AC- anticorpo, RNP- ribonucleoproteina
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O estudo cardiaco foi realizado em 74 (83,14%) pacientes dos 89

estudados. Apenas uma Unica avaliadora foi responsavel por todos os

ecocardiogramas e eletrocardiogramas do estudo. Observamos anormalidades

cardiacas em 19 pacientes (25,67%) com AlJ, dos quais 10 (52,63%) eram

bloqueio de ramo direito, 3 (15,78%) pacientes com prolapso de valva mitral, 3

(15,78%) com regurgitacoes valvares (mitral, tricispide e pulmonar) e outros 3

(15,78%) apresentaram hipertrofia ventricular, sendo um paciente com

hipertrofia ventricular direita e 2 pacientes com HCVE (Tabela 7).

Tabela 7: Frequéncia de Alteracdes Cardiacas em 19 pacientes com AlJ

Alteracoes N (%) Subtipos
4 Poliarticulares
Blogueio de Ramo direito 10 (52,63) 1 Sistémico
3 Oligoarticulares
2 RAE
3 (15,78) 1 Poliarticular (VE),

Hipertrofia Ventricular

2 concéntricas

1 Sistémico (VD)
1 Oligoarticular+ DF (VE)

Prolapso Valva Mitral

3 (15,78)

1 Poliarticular
2 Oligoarticulares

Regurgitacdo Valvar:
- Mitral
- Pulmonar

- Tricuspide

1(11,1)
1(11,1)
1(11,1)

1 DF + Oligoarticular
1 Sistémico
1 Sistémico

Legenda: ERA- Relacionado a entesite, VE- Ventriculo esquerdo, VD-Ventriculo direito, DF-

Doenca de Fabry.

A avaliacédo oftalmoldgica evidenciou 18 (20,22%) pacientes com diminui¢ao

da acuidade visual dentre elas: miopia e astigmatismo ambas independentes
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das duas doencas estudadas. Observou-se em 13 (14,60%) alteragdes
corneanas sendo elas: opacidades de cérnea (2), disfuncao do filme lacrimal (3),
Embriotoxon anterior (1), cdérnea Verticilata [5 (5,61%)], vasos fantasmas (2).
Alteragbes de camara anterior: filetes de membrana (2) e iris granulosa (4).
Também evidenciamos alteracboes de cristalino em 4 (4,49%) e um (1,12%)
paciente com presenca de tufo central de fibra de mielina de 200 micras no fundo

de olho (Tabela 8).

Tabela 8: Alteracoes Oftalmolégicas nos pacientes 89 pacientes com AlJ.

Alteracoes de: N (%)
Acuidade Visual 18 (20,22%)
Cérnea 13 (14,60%)
Céamara Anterior 6 (6,74%)
Presenca Cornea Verticilata 5 (5,61%)
Cristalino 4 (4,49%)
Fundo de Olho 1(1,12%)
Catarata Anterior 00

Catarata Subcapsular 00

Dos 89 pacientes com AlJ, 54 (60,67%) realizaram o teste genético. Destes,
detectamos 26 (42,14%) com variacoes genéticas no GLA. Apenas um (1,12%)
entre 89 pacientes, portador de AlJ pauciarticular e AAN positivo, do sexo
masculino, apresentou diminuicdo de atividade enzimdtica de oGal-A, com

niveis elevados de Gb3. Sua avaliacao genética evidenciou variante ¢12447T>C;
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p.L415P, considerada patogénica, confirmando diagnostico de DF. O mesmo
paciente também apresentava variantes intrénicas do GLA, ¢.370-81_-77del
(rs5903184) no intron 2, ¢.640-16A>G (rs2071397) no intron 4, ¢.1000-22C>T
(rs2071228) no intron 6 e, ¢.-10C>T (rs2071225) em regido 5’UTR exon 1. Nosso
paciente indice inicialmente realizou reposicao enzimatica, consideramos AlJ
como um erro diagndéstico inicial, € que o paciente teria somente DF. Uma vez
iniciada a reposi¢cao enzimatica, o paciente passou a identificar presenga de suor
(o qual nunca foi observado até aquele momento) e melhora de parte dos
sintomas clinicos (dor muscular, dor abdominal) e dos niveis acumulados de Gb3
(evidenciado em dosagens posteriores ao inicio da reposicao enzimatica),
exceto da cérnea Verticilata e das alteragdes cardiacas. No entanto, seu quadro
articular persistiu com artrite crénica em tornozelos. Exames de imagem
evidenciaram além do edema articular um espessamento sinovial caracteristico
de AlJ. Iniciamos tratamento medicamentoso com Metotrexate (15 mg/semana)
ao seu plano terapéutico, com controle do quadro articular em cerca de 4 meses.

Duas outras pacientes, do sexo feminino diagnosticadas com AlJ
pauciarticular, apresentaram variantes heterozigéticas do GLA. Na primeira
paciente foi identificada uma variante exénica, nunca previamente descrita do
GLA ¢.38C>T, p.Ala13Val, sem numero de referéncia em bancos genéticos. Ela
estda localizada em um nucleotideo ndo conservado e, uma posicao de
aminoacido francamente conservado, com pequena diferenga fisico-quimica
entre os aminoacidos alanina e valina. Analises das variantes por 3 softwares,
Polyphen-2, SIFT e MutationTaster, que séo ferramentas que avaliam um
possivel impacto de substituicdo de um amino acido na estrutura e funcao de

uma proteina humana usando consideragdes fisicas e comparativas diretas,
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predizem esta variante como provavelmente benigna. A paciente também
apresentava as seguintes variantes intrénicas do GLA, ¢.370-81_-77del
(rs5903184) no intron 2, ¢.640-16A>G (rs2071397) no intron 4, ¢.1000-22C>T
(rs2071228) no intron 6 e, ¢.-10C>T (rs2071225) em regiao 5’UTR exon 1, assim
como o paciente indice.

Na segunda paciente também portadora de AlJ oligoarticular, uma unica
variante heterozigética localizada no exon 1 do GLA foi identificada: ¢c.48T>G
(rs201449986), poréem nao considerada como tendo significado clinico porque
nao altera residuo de aminoacido, e por nao estar localizada em sequéncia de
splicing (borda entre exon e intron). Esta variante foi checada recentemente em
3 bancos genéticos: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Clinvar e
HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) e continua descrita como
neutra.

Observamos 50 (56.17%) pacientes dos 89 totais, eram do sexo feminino e
em 100% delas foi realizado o teste genético, e 39 (43.82%) pacientes eram do
sexo masculino, deles, somente 4 pacientes realizaram teste genético devido a
diminuicdo enzimatica, tendo apenas um, confirmado o diagnéstico de DF.

O teste genético foi também realizado nos outros 3 sem evidéncias de
alteracdes. Dois pacientes apresentavam sintomas positivos no questionario de
sintomas de DF (hipohidrose, acroparestesia e dispepsia, e dificuldade de ganho
de peso), além histéria familiar de morte subita e doencga renal terminal. O
terceiro paciente ndo tinha nenhum sintoma ou histéria familiar relacionados a
doenca.

Um total de 54 (60,67%) pacientes da amostra fizeram o teste genético.

Desses, 26 (48,14%) pacientes apresentaram variantes do GLA (intrbnicas e
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exbnicas) e 24 (92,30%) dos 26, incluindo o paciente index, apresentaram
multiplas variantes intrénicas do GLA.

As variantes intrébnicas mais observadas nestes 26 (48,14%) individuos
testados foram: 24 (92,30%) evidenciaram c.7000-22C>T no intron 6, 16
(61,583%) com a variante ¢.370-81_-77del no intron 2, 15 (57,69%) pacientes
com a variante ¢.640-16A>G no intron 4; 8 (30,76%) deles com c.-10C>T em
5'UTR exon 1; 7 (26,92%) pacientes com a variante ¢.548-125C>G no intron
3, e 4 com c.-12G>A (rs3027585) 5UTR exon 1.

A analise estatistica considerando as alteracbes e sinais clinicos dos

pacientes do estudo com a presenca dessas variantes, revelou:

e ¢1244T>C - correlacao estatistica significante quando comparada com:

- Aumento dos niveis de Gb3 (p= 0,036)

- Presenca de angioqueratoma (p= 0,018)

- Histdria familiar positiva de DF (p= 0,018)

- Histéria familiar de acidente isquémico transitério (AIT) (p= 0,018)
Também se evidenciou correlagdes estatisticas positivas entre as seguintes

variantes e sintomas de DF:

e .38C>T (sem referéncia)

- Histéria familiar de AIT (p=0,036)

e .-10C>T (rs2071225) se correlacionou positivamente com:
- Dificuldade de ganho de peso (p= 0,024)

- Alteracao de acuidade visual (p= 0,005)
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- Alteracdes de cérnea (p= 0,012)

- Alteracdes de camara anterior (p= 0,011)

e .640-16A>G (rs2071397)
- Intolerancia ao calor (p =0,022)
- Alteracao de acuidade visual (p= 0,046)
- Alteracdes de cérnea (p=0,003)

- Alteracdes de Camara Anterior (p=0,006)

e .1000-22C>T (rs2071228)
- Intolerancia ao calor (p =0,012)
- Alteracdes de cérnea (p=0,002)

- Alteracdes de Camara Anterior (p=0,004)

e .370-81_-77del (rs5903184)
- Intoleréncia ao calor (p =0,022)
- Alteracao de acuidade visual (p= 0,046)
- Alteracdes de cornea (p=0,003)

- Alteracdes de Camara Anterior (p=0,006)

A presenga de haplotipos, como descrito acima, foi de 92,30% dos testes
positivos e em 44,44% do total de testes realizados. Também observamos

correlacao entre haplétipos intrénicos complexos e sintomas:
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e ¢.-10C>T, ¢.370-77_-81del, c.640-16A>G, c.1000-22C>T- 8 (14,81%) -
Hapldtipo 1 isoladamente e associado ao Haplétipo 2 - ¢.370-77_-81del,
€.640-16A>G, ¢.1000-22C>Tem 7 (12,97%) a:

- Alteracao de acuidade visual (p= 0,017)

- Alteragdes de cérnea (p=0,05)

o .548-125C>@G, ¢.1000-22C>T, c.-12G>A em 4 (7,40%) Haplotipo 3
associado a:

- Alteracbes Valvares (p=0,031)

Os outros Haplé6tipos observados nao apresentaram associagdes:
e .548-125C>@, ¢.1000-22C>T em 2 (3,70%) pacientes; Haplétipo 4
e .370-81_-77del, c.548-125C>G, ¢.640-16A>G, ¢.1000-22C>T em 1(1,85%)

pacientes — Haplotipo 5.
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Tabela 9: Correlagéo estatistica (p<0.05) entre variantes genéticas e HIC e sinais

clinicos
Sintomas ¢.1000- ¢.370- €.640- c-10 c1244 c.38 Hap1 Hap2 Hap3
22C>T 81 -77del 16 A>G C>T T>C C>T
Alt aGalA 0,624 1,000 1,000 0,429 0,073 0,927 1,000 1,000 1,000
Alt GB3 1,000 0,501 0,501 0,240 0,036 0,964 0,448 0,448 1,000
Intolerancia ao 0,012 0,022 0,022 0,116 0,091 0,091 0,098 0,098 0,325
calor
Fadiga 0,756 1,000 1,000 0,531 0,236 0,764 0,719 0,719 1,000
Zumbido 0,202 1,000 1,000 0,531 0,236 0,764 0,719 0,719 0,234
Disacusia 0,643 1,000 1,000 0,492 0,909 1,000 1,000 1,000 0,325
Acroparestesias 0,278 0,775 0,775 0,437 1,000 0,473 0,764 0,764 0,613
Hiperhidrose 0,222 0,102 0,102 0,624 0,273 0,273 0,493 0,493 1,000
Dist Abdominal 0,745 0,730 0,730 0,519 0,218 0,782 1,000 1,000 1,000
Dispepsia 1,000 0,478 0,478 0,571 0,200 0,800 0,709 0,709 1,000
Diarreia 0,718 0,212 0,212 0,733 0,145 0,145 0,405 0,405 1,000
Dif Ganho de 0,775 0,213 0,213 0,024 0,309 0,691 0,322 0,322 1,000
peso
Angioqueratoma 0,436 0,291 0,291 0,127 0,018 0,982 0,255 0,255 1,000
Alt Valvar 0,132 0,419 0,419 0,308 0,186 0,814 0,217 0,217 0,031
Arritmias 1,000 0,602 0,602 0,465 1,000 0,907 0,572 0,572 1,000
Alt Visuais 0,073 0,046 0,046 0,005 0,213 0,787 0,010 0,010 0,521
Alt deCornea 0,002 0,003 0,003 0,012 0,255 0,401 0,050 0,050 1,000
Cornea 0,070 0,208 0,208 0,292 0,064 0,064 1,000 1,000 0,183
Verticilata
Catarata 0,426 1,000 1,000 0,894 1,000 0,979 1,000 1,000 0,064
Alt Cdmara ant 0,004 0,006 0,006 0,011 1,000 0,128 0,164 0,164 0,343
HF AVC 0,184 0,565 0,565 0,645 0436 0436 0,756 0,756 0,307
HF AIT 0,186 0,081 0,081 0,240 0,036 0,001 0,448 0,448 1,000
HF Morte Subita 1,000 0,346 0,346 0,586 0,327 0,673 0,510 0,510 1,000
HF IR 0,686 0,660 0,660 0,423 1,000 0,891 1,000 1,000 0,379
HF Fabry 0,436 0,291 0,291 0,127 0,018 0,982 0,255 0,255 1,000
de DF.

Legenda: Ant- Anterior, AIT- ataque isquémico transitério, Alt- Alteragéo, AVC- acidente vascular
cerebral, Dist- Distenséo, Dif- Dificuldade, IR- insuficiéncia renal, HF- Historia familia.
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5. DISCUSSAO:

A AlJ é um grupo heterogéneo de doengas autoimunes, de causa
multifatorial, caracterizado por artropatias crénica. Sua heterogeneidade se
reflete em sua dificuldade diagndstica, por multiplos 6rgaos afetados e auséncia
de exames diagnésticos patognomoénicos da doenca. A DF é causada por
anormalidade no gene GLA, ligada ao cromossomo X, que determina uma
deficiéncia da aGalA. Esta enzima € responsavel por acelerar a quebra da
molécula de Gb3, fazendo com que esse metabdlito se acumule
progressivamente nos 6rgaos e tecidos ao longo da vida. O quadro clinico se
inicia com dores em queimagado nas extremidades (acroparestesias), fadiga,
lesdes avermelhadas na pele em regidao do umbigo e pernas (angioqueratomas),
cérnea Verticillata, progredindo para microalbuminuria até insuficiéncia renal
terminal por glomeruloesclerose secundaria a deposito de Gb3 nos rins; dores
articulares e ésseas (chegando a osteopenia /osteoporose precoces), hipertrofia
ventricular esquerda concéntrica, e alteracées neuroldégicas como neuropatias
periféricas, AIT, AVC e dilatacdo de vasos cerebrais (doliectasia)
predominantemente do sistema vértebrobasilar. As caracteristicas clinicas e
geneéticas sao variadas, e se apresentam com maior gravidade nos pacientes do
sexo masculino.

Observamos uma frequéncia de 1,12% de DF na nossa coorte de AlJ. Nao
existem muitos estudos epidemioldgicos de DF no Brasil, entretanto a frequéncia
observada foi maior que a esperada para nascidos vivos do sexo masculino na
populacdo em geral que € de 0,0025% (p=0,0088) (42), ressaltando que a nossa
amostra foi muito pequena. A etnia das criancas afetadas é uma mistura de

caucasianos e nativos Sul-Americanos (indigenas), nao incluida nas populacoes
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de alta incidéncia para a DF (3). Os pacientes foram devidamente informados
sobre o tema do trabalho (DF) no dia da consulta, e ap6s assinado os termos de
consentimento e assentimento, o questionario clinico era imediatamente
aplicado, evitando pesquisas e diminuindo a manipulagdo de dados mostrando
uma prevaléncia falsamente elevada de sintomas sugestivos da DF na coorte de
AlJ.

Pacientes com DF classica tém completa auséncia ou até 30-35% de

atividade da aGal-A (30), assim como aumento em lisossomos de Gb3, que é
condicao “sine qua non” para o diagndstico de DF (43). O diagnéstico de DF, em
adultos, é realizado pela dosagem da enzima e do metabdlito, associado a
variante genética patogénica ou biépsia de 6rgao alvo acometido mostrando
depdsitos teciduais de Gb3, como bidpsia renal.
Por se tratar de uma doenca recessiva ligada ao X, em pacientes do sexo
feminino, o gendtipo heterozigdtico pode ter penetrancia incompleta. O carater
mais leve da doenca proporciona as mulheres atividade residual de enzima, por
esta razao a analise genética é padrao ouro para a realizagdo do diagndéstico
nas mulheres (44). A atividade enzimatica pode ser mensurada em células de
sangue periférico ou em teste de gota seca. No nosso estudo, todas as medidas
foram realizadas em teste de gota seca. A atividade enzimatica varia de paciente
para paciente e em um unico paciente, de érgéo para érgao, fazendo com que
0s niveis anormais de enzimas sejam diferentes para cada pessoa. Por causa
disso, o limiar enzimatico de patogenicidade é dificil de definir (45).

Em nossa coorte identificamos 4 (4,5%) pacientes com atividade diminuida
dos niveis plasmaticos da atividade da aGal-A. Trés pacientes com AlJ

oligoarticular tinham historia familiar e sintomas sugestivos de DF; somente um
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desses pacientes ndo apresentava dor com caracteristicas neuropaticas, lesées
de pele e sintomas gastrointestinais. Este paciente nunca sofreu de AVC,
miocardiopatia ou doenca renal cronica, e sua historia familiar ndo se mostrou
relevante para as alteragcbes previamente citadas, em pacientes jovens. Apds
realizacdo do teste genético somente um dos trés pacientes com alteracao
enzimatica confirmou diagnoéstico de DF. Os outros dois estdo sendo
acompanhados para, em avaliacbes subsequentes sermos capazes de
identificar doenga clinica.

A aGal-A defeituosa leva a acumulo dos substratos Gb3 e liso Gb3 dentro
dos lisossomos, atuando como padrées moleculares associados a danos ou
DAMPS (Damage-associated molecular pattern) ou aumentando a producao de
DAMP, ativando processo inflamatério, induzindo apoptose e secregcdo de
citocinas pré-inflamatérias mediada pelo receptor do tipo Toll 4 ou toll-like
receptor (TLR4) do sistema imune inato como IL-1B e (TNF-a) (25). Estes
diferentes mecanismos celulares contribuem para a expressao fenotipica da DF
(46). Essas citocinas sao traco caracteristico de doencas autoinflamatérias (47).

O reconhecimento dos metabdlitos acumulados como antigenos também
influenciam as células T exterminadoras naturais ou Natural Killers (NK) na
producéo e liberacdo de outras citocinas pro-inflamatérias como interferon-gama
(IFN-y), TNF-a e IL: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 e IL-17. Esta cascata inflamatéria
produz um estimulo continuo responsavel pela manutengcdo da resposta
autoimune explicando as caracteristicas autoimunes, como a presencga de auto
anticorpos, e autoinflamatérias na DF. No paciente index deste estudo, além de
sintomas clinicos classicos de DF (anidrose, acroparestesias, febre, intolerancia

ao calor e aos exercicios, dor abdominal, dispepsia, alteracbes cardiacas e
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cérnea Verticilata), também encontramos anticorpos anti nucleo (AAN) e
ribonucleoproteina (RNP), associados & artrite oligoarticular de tornozelos. E
importante ressaltar que este acumulo de substrato (Gb3 e liso-Gbs3) tem acao
moduladora da imunidade inata e adaptativa com possivel formagao de auto
anticorpos como descrito anteriormente na introdugéo e carater cumulativo, o
que justifica o acompanhamento dos outros dois pacientes com alteracao
enzimatica inicial, mesmo sem alteragbes genéticas identificadas.

Ao analisar os exames laboratoriais na Tabela 6, observamos uma frequéncia
de 12,32% de microalbuminudria nos pacientes com AlJ, incluindo o paciente com
DF. Considerando que a AlJ ndo causa comprometimento renal, este resultado
pode ser explicado pelo uso de antiinflamatérios ndo esteroidais no tratamento
da AlJ, o que ocorreu em 48 (53,93%) dos pacientes. No entanto a presenca de
auto anticorpos na nossa amostra AAN e FR se manteve de acordo com a
literatura, assim como a presenca do o marcador genético HLAB-27.

A elevada taxa de envolvimento cardiaco na nossa coorte (Tabela 7) esteve
muito provavelmente relacionada a AlJ, a qual pode acometer todos as
estruturas cardiacas (pericardio, miocardio, endocardio, vasos coronarios,
valvulas e sistema de conducao) (48). Entretanto, a DF também pode causar
alteracbes cardiacas na faixa etaria pediatrica, incluindo distlrbios de conducao,
disfungdes valvares, arritmias na infancia, progredindo para HCVE em casos
mais severos (49). No nosso paciente com DF e AlJ foi observado prolapso de
valva mitral e HCVE, caracteristicos da DF. A doenca pode se apresentar em
intensidades variadas, de acordo com a variante encontrada. Existem variantes
do GLA associadas a inicio tardio da doenga com predominéancia de fendtipo

cardiaco ou predominantemente cardiaco (50).
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O sintoma musculoesquelético mais comumente e precocemente descrito na
DF é a acroparestesia, mas outros estudos tém descrito, ao longo dos ultimos
anos, diferentes apresentagbes musculoesqueléticas como doenca articular
cronica e doenca Ossea (artrites poli, oligo e monoarticulares, gota,
osteoporose), artrite degenerativa, artropatias neurolégicas como Charcot-
Marie-Tooth (51), nédulos de Heberden-simile (52) e também miosite (39).
Recentemente a coexisténcia de DF e doenca autoimune tem ganhado
visibilidade na literatura médica descrevendo doencas como lUpus eritematoso
sistémico (53, 52), artrite Reumatoide (54), hipotireoidismos autoimune (55),
Nefropatia por IgA (56) e poliangeite granulomatosa (57) associadas ao quadro
de DF.

Em publicacdo recente, um grupo brasileiro demonstrou 64,8% de erro
diagndstico em pacientes com DF, mais comumente confundidos com doencas
reumatolégicas, com média de 16 anos para a identificacdo do diagndstico
correto. Estes erros ou retardos do diagnostico se deve a alta prevaléncia (cerca
de 97,3%) de sintomas ou doencas reumatolégicas associadas a DF. As
manifestagcdes musculoesqueléticas mais comumente associadas em pacientes
com DF foram: osteopenia, osteoporose, baixa densidade mineral éssea,
fiboromialgia, linfedema, osteoartropatia neuropatica, dor lombar cronica,
osteoartrite de joelho e quadris, gota, clindactilia, sindrome do tunel do carpo. O
estudo também identificou as variantes R118C e A143T associadas a
manifestacdes reumatolégicas em 68,4% dos pacientes com DF no estado de
Sao Paulo (58).

Tendo em vista a populacado pediatrica um grupo portugués estudou uma

coorte de 292 pacientes com AlJ e sua associacao com DF, apds o inicio do
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nosso trabalho, entretanto eles ndo encontraram nenhuma variante patogénica
da doenca, porém observaram 4 pacientes com a variante D3713Y, uma variante
rara do GLA associada a atividade enzimdtica diminuida no plasma , mas niveis
lisossomais normais, ainda discutida na literatura se patogénica ou néo (59).
Também foi identificado um paciente com a variante missense R7118C,
encontrada em pacientes do Mediterraneo, associada a inicio tardio da DF, numa
frequéncia de 0,34% (1/292) (60).

Na nossa coorte, observamos uma variedade de sintomas clinicos
relacionados a DF nos pacientes com AlJ. Cerca de 52,80% dos pacientes
relataram acroparestesias, 30% relataram dificuldade de ganho de peso,
enquanto 42% das familias tinham histérico de AVC. Todas essas caracteristicas
podem estar associadas com artrite cronica e seu tratamento, mas também a
presenca de variantes especificas do GLA associadas a essas alteragbes
clinicas.

Como descrito nos resultados, além do paciente index com uma variante
patogénica, observamos duas outras pacientes do sexo feminino heterozigoticas
para alteracoes genéticas exbnicas do GLA. A primeira com AlJ pauciarticular,
apresentou a variante ¢.38C>T (p.Alai3Val). Esta alteracdo, nao descrita
anteriormente, foi localizada no exon 1, em nucleotideo ndo conservado e numa
posicao de aminodcido fracamente conservada, com pequenas diferencas fisico-
quimicas entre os aminoacidos alanina e valina de acordo com Alamut versao
2.4, que é um aplicativo de software de exploracédo de variagdes gendmicas que
reune informagdes genéticas e genbmicas de diferentes fontes em somente
uma. Anadlises de software pelo Polyphen-2, Mutation Taster e Align-GVGD

predizem esta variante como provavelmente benigna. Ela foi considerada de
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significado incerto pela Centogene e pelo banco genético VEP (Variant Effect
Predictor) Ensembl, OMIM. Em conclusdo, a paciente é portadora de uma
variante de significado incerto do gene GLA, nao suficiente para o diagndstico
da DF, principalmente devido a concentrag&o sérica normal do biomarcador liso-
Gb3. Nesta crianga porém, foi identificada a presenca de cérnea verticillata, o
gue suscita a necessidade de acompanhamento médico para reavaliacao futura.
Infelizmente, a tenra idade ainda € um obstaculo para estabelecer identificacdo
da DF ou de sintomas Fabry simile, e esses pacientes precisam de extensivo
seguimento para determinar de essas alteracées sdo patogénicas ou néo,
especialmente em pacientes do sexo feminino.

Na segunda paciente, também portadora de com AlJ pauciarticular, foi
identificada a variante ¢.48T>G (rs201449986) no exon 1 do GLA. Essa
alteracao, porém, foi considerada neutra pela troca de cédons que traduzem o
mesmo aminoacido por bancos genéticos como VEP ensembl, OMIM, Clinvar e
pelo proprio banco da Centogene. De acordo com “Sequence Project’

(http://evs.washington.ed/EVS/;) este alelo tem frequéncia de 1/6728.

No total identificamos 3 variantes exdnicas nos nossos pacientes: uma
patogénica, uma de significado incerto e, a ultima considerada neutra, com uma
incidéncia de DF em 1,12% da nossa amostra.

Outro ponto interessante no nosso trabalho foi a elevada frequéncia de
variantes intrébnicas nos pacientes com AlJ. Foram identificadas 6 variantes
intrdnicas, ¢.370-81 -77del, ¢.548-125C>G e ¢.548-162A>T, c.640-16A>G,
€.1000-22C>T, c.-10C>T e c.-12G>A, que sao sequéncias de DNA, intercaladas
aos exons que nao sao expressadas na proteina final, pois sado retirados no

processo de splicing), localizadas nos introns 2, 3, 4, 6 e na regidao 5’'UTR do
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exon 1, respectivamente e com suas frequéncias na populacao geral. Esta
ltima, refere-se a uma regido nao traduzida na molécula do RNA mensageiro
(mRNA), e um importante local de ligacédo, pois se estende até o coédon de
iniciagdo, que instaura a sintese proteica. Esta regido também é importante para
a regulacao da translacao e transcricao do RNA. Trés SNPs ¢.370-81_-77del
(rs5903184), c.-12G>A (rs3027585) e c.-10C>T (rs2071225), presentes no
nosso estudo sdo relativamente comuns a diferentes grupos étnicos, com
frequéncia do alelo menor de cerca de 10% na populacao britanica (61), e 12%
em populagdes latinas (OMIM), mas também comum aos Portugueses, uma das
populagdes de maior ascendéncia no Brasil) (62, 63).

Assim como a variante previamente descrita, outros polimorfismos de
nucleotideos unicos (SNP) isolados ou em haplétipos complexos intrénicos (HCI)
(combinagdo) também tém sido descritas como associados a sintomas clinicos
Fabry simile. A transmissdo genética em grupo de variantes intrénicas se
denomina Haplétipo ou haplétipos intrbnicos complexos. A associagdo de dois
SNPs do gene da oaGal-A ¢.1000-22C>T [rs2071228] e c¢.640-16A>G
(rs2071397) foram recentemente descritas a presenca de angioqueratomas e
acroparestesias em pacientes com cardiomiopatias hipertréficas sem
diagnéstico de DF (64). Andlises in vitro e in vivo também demostraram que
polimorfismos na regidao 5’UTR podem alterar a expressao do gene da aGal-A,
com possivel relevancia clinica, particularmente em pacientes do sexo
masculinos portadores de variantes do GLA associadas a elevada reducao de
atividade enzimatica (RAE) (65). O alelo c.-10T, encontrado em um terco dos
resultados positivos deste estudo, foi previamente associado a diminuicdo da

atividade da aGal-A em leucdcitos (62,63), e também a uma possivel correlacao
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com lesdes neuroldgicas como acidente vascular cerebral, ataque isquémico
transitorio, lesdo de substancia branca e neuropatia de fibras finas (de causa
desconhecida), com neuropatia periférica (66), assim como em pacientes com
DF (65). Em nosso estudo, esta variante teve uma associagao estatistica positiva
a dificuldade de ganho de peso, alteracdes de camara anterior, cdérnea e de
acuidade visual, lembrando que a nossa populacdo é composta de criancas e
adolescentes seria necessario um longo periodo de observagéo para avaliar os
mesmos danos, ressaltando o possivel efeito cumulativo do substrato para
eventual dano de 6rgéo alvo. O alelo ¢.-10T, se localiza na regido ndao-codificante
5’ tem sido associada a uma diminuigdo da expressao da aGal-A (63), alterando
no gene promotor o local de ligagao a proteina nuclear (67). Estudos ainda séo
necessarios para determinar o real papel desta variante no GLA, mas dados
interessantes recentes sugeriram que niveis reduzidos de atividade da enzima,
porém acima do valor considerado como insuficiéncia para causar DF, podem
ser fator de risco na fisiopatogénese da doenca de Parkinson (68). Existem
inUmeras descri¢cdes do alelo c¢.-10T e manifestagdes Fabry-simile (63).

A variante intrénica mais frequente na nossa coorte foi a ¢.71000-22C>T
(rs2071228) em 24 (44,44%) dos 54 pacientes testados. Localizada no intron 6
essa variante é fenotipicamente associada com cardiomiopatia, Fabry,
Cardiomiopatia hipertréfica pelo banco VEP ensembl. Esse alelo também esta
associado a alguns haplétipos intrénicos complexos (HIC) que parecem traduzir
alteracéo enzimatica com acumulo de glicoesfingolipides (67). Existem inimeros
relatos de grupos de alelos causando alteragbes Fabry simile e DF per se.
Gervas-Arruga et al, estudaram um HIC (c.-10C > T, ¢.369 + 990C > A, ¢.370-

81 _370-77delCAGCC, c.640-16A > G, ¢.1000-22C > T) no gene do GLA
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associados a acumulo de glicoesfingolipides e sintomas Fabry-simile. Foram
avaliados os niveis enzimaticos em células (fibroblastos e leucocitos), no plasma
e a expressao quantitativa da enzima. Os resultados sugeriram padrao alterado
de expressado do gene estudado, porém sem alteragédo suficiente de niveis de
enzima em plasma, leucdcitos e fibroblastos de pele, porém com acumulo de
glicoesfingolipides em fibroblastos e em células tubulares renais e glomerulares
(67).

Em outro estudo citando o CIH -10C>T, ¢.370-77 -81del, ¢.640-16A>G,
¢.1000-22C>T no GLA, os autores descrevem uma paciente com manifestacdes
sistémicas, de inicio precoce de DF portadora deste haplétipo sem a presenca
de anormalidades exénicas, sugerindo que essas variantes isoladamente,
localizadas em regido promotora e intrénica regulatéria, podem causar DF (69).
Em nossa casuistica tivemos 8 (14,8%) dos 54 testes realizados que
apresentaram este mesmo haplétipo 1 (-10C>T, ¢.370-77_-81del, ¢.640-16A>G,
¢.1000-22C>T), incluindo o paciente com DF e a paciente com a variante de
significado incerto que apresentava cérnea Verticilata, mas uma vez
demonstrando ser mister o acompanhamento da mesma. Dentre os outros HIC
observados apenas o haplétipo 3 teve associagdo positiva com alteragdes
Valvares (p=0,031).

Nao foi observada associagdo de acroparestesias/neuropatias periféricas
com as HIC, apesar da incidéncia de cerca de 50% na nossa amostra, lembrando
gque somente um numero limitado de pacientes realizaram o teste genético
influenciando a possiveis associagdes positivas entre as variantes encontradas

e 0s sintomas e sinais clinicos relatados.
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Observamos DF como uma doenca associada a AlJ em 1,12% da nossa
amostra, porém o reduzido niumero de pacientes deve ser considerado limitagao
do estudo. Apenas incluimos 50% das nossas criangas com AlJ em
acompanhamento, em muito devido a problemas logisticos (auséncias nas
consultas, avaliacdo clinica incompleta). Os representantes legais foram
informados sobre o tema do estudo, e preencheram o questionario clinico no
momento do consentimento, evitando pesquisas sobree o assunto e diminuindo
a possibilidade de queixas direcionadas sugestivas de DF. Outra limitacao desse
estudo foi a ndo realizacao de teste genético em todos os pacientes da coorte.
Apesar de podermos inferir que pacientes do sexo masculino com niveis
enzimaticos normais nao apresentam variantes patogénicas exdnicas, 0 mesmo
ndo se aplica as variantes intrénicas ou Haplétipos do GLA, os quais também
podem interferir nos niveis de atividade da aGal-A no futuro. N6s também nao
tivemos acesso aos registros médicos dos familiares dos nossos pacientes para

explicar melhor a alta incidéncia de eventos familiares vasculares.
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6. CONCLUSAO

A frequéncia de DF nesta coorte de pacientes com AlJ foi de 1,12%.

Entretanto, observamos a presencga de variantes do GLA em cerca de metade
(26 pacientes) dos pacientes testados (54 pacientes), dentre as quais variantes
intrénicas. Algumas dessas variantes descritas como causadoras de alteracdes
leves na atividade da aGal-A porém, insuficientes para causar a DF. Essas
variantes estdo associadas na literatura a manifestacbes moderadas isoladas
como neuropatias periféricas, AVCs, lesdo de substancia branca e até
associacao com a fisiopatologia da doenca de Parkinson, porém algumas dessas
combinacdes estdo descritas como causadoras de DF. E necessario um alto
indice de suspeigao para o diagndstico na infancia devido a inespecificidade dos

sintomas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os reumatologistas pediatricos devem estar atentos que a DF pode se
apresentar com sintomas similares as doencas autoimunes classicas, mas
também podem ser coexistentes. Precisamos ser cuidadosos com pacientes
com AlJ e sintomas de “disautonomias” (dor persistente ou difusa em
extremidades, gastroparesia, dor abdominal, auséncia de suor e arritmias), e ser
mais detalhista com historia familiar, procurando por infartos, acidente vascular
cerebral, morte subita em idade precoce (<50a), e doenca renal terminal levando
a transplante. Essas informagdes sdo cruciais para o diagnéstico da DF, e a
identificacdo da doencga precocemente € uma estratégia custo-efetiva que pode
evitar transplante renal e morte precoce (10). No futuro, esperamos ser capazes
de realizar atividade enzimética e teste genético em todos os pacientes

suspeitos.
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9. ANEXOS

ANEXO 1- Parecer consubstanciado do Comité de Etica e Pesquisa.

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO ENTRE CONDICOES AUTOIMUNES
COM A DOENCA DE FABRY Pesquisador: Luciana Branddo Paim Marques
Area Tematica: Versao: 3

CAAE: 37270414.0.0000.5042
Instituicao Proponente: Hospital Infantil Albert Sabin - CE Patrocinador
Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 916.538
Data da Relatoria: 11/12/2014

Apresentacao do Projeto: A doenca de Fabry (DF) € uma desordem de heranga
ligada ao X, caracterizada como erro inato de metabolismo decorrente da
deficiéncia da enzima alfa-galactosidase A. Este defeito leva ao acumulo do
substrato globotriaosilceramida nos lisossomos dos diferentes tecidos, causando
quadro clinico (Schiffmann, 2000; Gupta, 2005). Os sintomas da doenga podem
se manifestar desde os primeiros anos de vida, mas em geral, o diagnostico é
realizado por volta da 3a ou 4a década. A sintomatologia da DF é variada e
inespecifica, englobando alteragbes no sistema nervoso: acroparestesia
(Hoffmann B et al 2007), acidentes vasculares cerebrais, lesdo de substancia
branca, dolicoectasia vértebro-basilar s neuropatias periféricas, alteragdes
auditivas: zumbido, disacusia, cérnea verticilata, alteragdes cardiacas: hipertrofia
ventricular concéntrica esquerda (HVCE), alteragdes valvares, arritmias, morte
subita (Linhart A, 2007, Linhart A et al, 2007, Chimenti 2004, Metha, 2004,
Kampmann C 2008, MacDermont et al, 2001, Metha et al. 2009, Hughes DA et
al, 2008, Hughes DA et al, 2011), altera¢des de trato gastrintestinal: distenséo
abdominal, diarreia, dispepsia, dor abdominal pdsprandial, sensagédo de
plenitude, altera¢des renais. As doengas autoimunes podem apresentar-se de
forma semelhante a DF, dificultando o diagndstico concomitante dessa patologia.
Dai, este estudo se propde a avaliar a frequéncia de Doenga de Fabry (DF) em
pacientes pediatricos com diagnostico de Condi¢cdes autoimunes. Durante a
consultade rotina no ambulatorio de reumatologia pediatrica do Hospital Infantil
Albert Sabin — Ce, Endereco: Rua Tertuliano Sales, 544. Bairro: Vila Unido
CEP: 60.410-790, UF: CE Municipio: FORTALEZA. Telefone: (85)3101-4212
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Fax: (85)3101-4212. E-mail: cep@hias.ce.gov.or HOSPITAL INFANTIL
ALBERT SABIN - CE

Continuacao do Parecer: 916.538

serao identificados pacientes que tém LESJ e AlJ, no periodo de Nov de 2014 a
Nov de 2016. A esses pacientes sera solicitada a coleta de sangue em papel
filtro para realizagao de estudos bioquimicos e moleculares para identificagéo da
DF. Para os casos que forem identificados com a DF ser&o aplicados protocolos
clinico, testes de atividade das doencas autoimunes de base e 0s exames
laboratoriais de rotina para acompanhamento da DF. Os testes de atividade das
doencgas autoimunes utilizados serdo: hemograma completo, velocidade de
hemossedimentagao, proteina C reativa, dosagem de complemento C3, C4 e
CH50, anticorpo (AC) antinucleo (ANA), ac anti DNA, Anti-CCP, anti-Sm, anti-
RNP, anti-SSa, antiSSb, anticardiolipina IlgG e IgM, anticoagulante lupico e beta-
2-glicoproteina-1 1IgG e IgM, fator reumatoide, fungdo hepatica (TGO, TGP,
proteinas totais e fragdes, FA e gama GT), renal (Sumario de urina,proteinuria
de 24horas, ureia e creatinina) e tireoidiana (T4 livre, TSH). Os exames
laboratoriais de rotina para acompanhamento da DF s&o: RM de cranio (com
sequéncia T2 em flair), fundo de olho, avaliagdo auditiva(audiometria, BERA,
potencial evocado auditivo), ecocardiograma com doppler, eletrocardiograma,
RM cardiaca, US abdominal. O tamanho da Amostra no Brasil sera em torno de
500 pacientes diagnosticados as possiveis alteragbes da doenga ja instaladas.
Serao avaliados os Prontuaros com dados progressos dos pacientes, além de
protocolo clinico desenhado especificamente para a pesquisa, Childhood Health
questionary (CHQ), Systemic Lupus Erithematosus disease activity Index
(SLEDAI).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a associagao de doenga de Fabry (DF) em pacientes pediatricos
portadores de Condigdes autoimunes.

Objetivo Secundario:

- Avaliar manifestagdes clinicas da DF, nos pacientes que apresentem a
associagao com Condi¢gdes autoimunes.

- Avaliar atividade clinica da doenga autoimune, com instrumentos especificos
de atividade e qualidade de vida nos pacientes com DF.

- Avaliar perfil imunoldgico dos pacientes diagnosticados com DF.

Endere¢o: Rua Tertuliano Sales, 544

Bairro: Vila Unido CEP: 60.410-790

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3101-4212 Fax: (85)3101-4212 E-mail: cep@hias.ce.gov.br
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios: Projeto ressalta que a pesquisa
apresentara risco minimo de quebra de sigilo. A coleta de sangue nos sujeitos
da pesquisa sera o unico desconforto, podendo acarretar dor e hematoma
local. Os pacientes, segundo a pesquisadora, ndo correm riscos adicionais.
Quanto aos Beneficios, o paciente que for diagnosticado com a doenga de
Fabry podera receber a terapia adequada para esta patologia evitando
progressao e complicagdes letais da mesma.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa: Pesquisa relevante por
aprofundar conhecimento, na medida que busca a possibilidade de associagao
entre duas patologias importantes na pediatria, trazendo contribuicao para
diagnostico precoce. Oportunamente sera utilizado o ambulatério com acesso a
referidos pacientes, desde que seja esclarecido e pontuado o financiamento.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria: Os termos
do projeto e os que serao aplicados aos participantes da pesquisa em parte
estdo adequados,faltando o termo de assentimento completo, de acordo com a
Resolugao 466/2012.

Recomendagoées: Adequar o termo de assentimento a linguagem de criangas
e adolescentes, usando termos que possam traduzir os temos cientificos de
forma compreensivel s condi¢gdes cognitivas dos mesmos.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequag¢oées: Aprovado, sendo
necessaria a adequagao supracitada antes da coleta de dados.

Situagao do Parecer: Aprovado
Necessita Apreciagcao da CONEP: Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP: Aprovado, com recomendagdes na
reuniao do CEP HIAS de 16.12.14.

Enderec¢o: Rua Tertuliano Sales, 544, Bairro: Vila Uniao CEP: 60.410-790.
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3101-4212 Fax: (85)3101-4212 E-mail: cep@hias.ce.gov.br .
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) senhor(a), sua filha esta sendo convidada a participar de um
estudo denominado: “Associacao doencgas autoimunes Com A Doenca De Fabry
(DF).”.

A DF é uma desordem hereditaria, que pode se manifestar desde os
primeiros anos de vida, mas em geral, o diagnéstico é realizado por volta da 32
ou 42 década. Os sintomas sdo variados e inespecificos, englobando varios
orgaos e sistemas.

Alguns estudos tém mostrado presenca de autoanticorpos e coexisténcia
de doencgas autoimunes como: lupus eritematoso sistémico, Artrite reumatoide e
nefropatia.

As doencgas autoimunes podem apresentar-se de forma semelhante a DF,
dificultando o diagnéstico dessas patologias.

Porque fazer este estudo?

Trata-se de um estudo em criancas e adolescentes com as doencas
autoimunes para avaliar se as pacientes com estas doencas podem ser
portadoras da DF em associacéo. A literatura tem mostrado uma larga incidéncia
de autoimunidade nos pacientes com DF.

Como sera feito o estudo?

Se concordarem em participar do estudo, as pacientes serdo avaliadas
clinicamente: com exame fisico e testes de atividade e qualidade de vida. Em
seguida farao o teste em papel filtro para analise molecular e bioquimica da DF.

Existem riscos para os participantes do estudo?
A dor durante a puncao é o unico desconforto. Seu filho (a) ndo corre
riscos de sua doenga piorar por causa do teste.

Quais os beneficios do estudo?
Para a paciente o beneficio é de descobrir se h4 uma doenga genética
associada a sua doenga autoimune.

Sou obrigado a participar do estudo?
O(a) senhor(a) tem o direito de ndo autorizar sua filha a participar deste
estudo ou mesmo parar de participar em qualquer momento que desejar sem
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que isso prejudique a continuidade do seu atendimento de qualquer maneira, ou
sofra qualquer tipo de adverténcia ou retaliagdo. E garantida a liberdade da
retirada de consentimento a qualgquer momento e deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na instituigéo.

A identidade da minha filha sera preservada?

Em nenhum momento durante a realizacdo do estudo, ou durante a
divulgacédo dos resultados do estudo, a identidade da sua filha sera revelada.
Todas as informagbes serdo mantidas em sigilo. Elas serdo mantidas anénimas
através do uso de um cédigo. Os dados anbénimos serdo mantidos em
segurancga, em um computador protegido por senha.

Quem é o responsavel pelo estudo?

A principal responssavel pelo estudo é a Dra. Luciana Brandédo Paim-
Marques, que pode ser encontrada no telefone (85) 31014283. Em qualquer
época do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa, para esclarecimento de eventuais duvidas. Eu, na qualidade de
pesquisadora, assumo o compromisso de utilizar o material coletado somente
para esta pesquisa.

Ressarcimento de despesas

N&ao ha despesas pessoais para a participante, em qualquer fase do
estudo, incluindo exames, consultas. Sendo a participacao voluntaria, nao tera
ressarcimento e nem compensacao financeira relacionada a sua participagao.

Informacoes adicionais

Nao esta prevista nenhuma forma de compensacado ou remuneracao
pela participagao no estudo, de acordo com a Lei Brasileira.

Em caso de duvidas, durante ou ap6s a participacao no estudo, vocé ou
qualquer membro de sua familia podera contatar os responsaveis pelo estudo,
pessoalmente ou por telefone, com Dra. Luciana Brandao Paim-Marques nos
telefones Tel (85) 31014263/ (85) 91782762. Vocé também podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin,
para fazer perguntas, sugestdes ou denuncias relacionadas a este estudo, pelo
telefone (85) 31014283.

Autorizacao para inclusao no estudo

Eu, , apos ler
este documento pessoalmente, e receber todas as informacdes necessarias e
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ter minhas duvidas esclarecidas, e tendo conhecimento de todos os meus
direitos, incluindo que receberei uma via deste documento, assinado e rubricado
em_ todas as paginas pelo participante e pelo pesquisador, autorizo
voluntariamente a inclusdo da minha filha no estudo.

Fortaleza, de de

Nome do responsavel Assinatura

nome do investigador assinatura
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ANEXO 3
TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo denominado:
“Associagdo doencgas autoimunes com a doenca de Fabry (DF)”. A DF é uma
desordem hereditaria, que pode se manifestar desde os primeiros anos de vida,
mas em geral, o diagnostico € realizado por volta da 32 ou 42 década. Os
sintomas sao variados e engloba varios orgaos e sistemas. Alguns estudos tém
mostrado presenca de autoanticorpos e coexisténcia de doencgas autoimunes
com DF como : lupus eritematoso sistémico, Artrite reumatoide e nefropatia.
Porgue fazer este estudo?

Trata-se de um estudo em criancas e adolescentes com as doencas
autoimunes (AlJ, LESJ, vasculites e etc...) para avaliar se as pacientes com
estas doencas podem, também, ser portadoras da DF. Estudos tém mostrado
uma incidéncia aumentada de autoimunidade nos pacientes com DF.

Como sera feito o estudo?

Se concordarem em participar do estudo, as pacientes serdo avaliadas
clinicamente: com exame fisico e testes de atividade e qualidade de vida. Em
seguida farao o teste em papel filtro para analise molecular e bioquimica da DF.
Existem riscos para os participantes do estudo?

A dor durante a puncéao € o unico desconforto.

Quais os beneficios do estudo?

Descobrir se hd uma doenga genética associada a sua doenca

autoimune.

Sou obrigado a participar do estudo?

N&o. Vocé ndo tem obrigacdo de participar. E garantida a liberdade da retirada
de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na instituicao.

A minha identidade sera revelada?

Em nenhum momento durante a realizagdo do estudo, ou durante a
divulgacéo dos resultados do estudo a sua identidade sera revelada. Todas as
informacdes serao mantidas em sigilo.

Quem é o responsavel pelo estudo?

A principal responsavel pelo estudo € a Dra. Luciana Branddo Paim-
Marques, que pode ser encontrada no telefone (85) 31014283. Em qualquer
época do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa, para esclarecimento de eventuais duvidas.

Informacoes adicionais

Nao esta prevista nenhuma forma de compensacado ou remuneracao
pela participagao no estudo, de acordo com a Lei Brasileira.

Em caso de duvidas, durante ou ap6s a participa¢ao no estudo, vocé ou
qualquer membro de sua familia podera contatar os responsaveis pelo estudo,
pessoalmente ou por telefone, com Dra. Luciana Brandao Paim-Marques nos
telefones Tel (85) 31014283. Vocé também podera entrar em contato com o
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Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin, para fazer
perguntas, sugestdbes ou denuncias relacionadas a este estudo, pelo telefone
(85) 31014283.

Termo de Assentimento

Eu, , aceito
participar desta pesquisa, entendendo que terei que furar o dedo para coleta de
exame em papel filtro.

Fortaleza, de de

Nome do paciente Assinatura
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Protocolo Clinico de investigacao de Doenca de Fabry

Nome do paciente:

NUm de Prontuério:

Data de Nascimento:

|dade: Sexo: [ ] Fem [] Masc. Idade de Inicio dos sintomas
Sintomas clinicos Nao | Sim Alteracoes Cardiacas. Néo | Sim
Intoleranciaaocalor | [1 | [ Data:
Fadiga Crénica ] [] Hipert.Ventricular ]
Zumbido O | O | | Conc(HVC)
Disacusia ] [ .Medigla de VE mm
Acroparesiesias ] [ D|Iataga9 da aorta L] L]
Sinais Clinicos BEEE Alteracio Valvar (1 [ [
Coérnea Vericilata L1 | O Qual?
e e | ——
Telangiectasias L] | [ Morte Subita O T
Alteracao de SNC Nao | Sim
AVC L1 | [ Alteracdes ~ .
QOutra Alt SNC Gastrigntestinais. Data: Nao | Sim
AIT (1| [ Distensdo abdominal ]| [
Alteracdo de SNP L1 | L[] Dispepsia L1 | [
Neuropatia periférica [] [] Diarreia L] L]
QUAL: Sens.plenitude gastrica L] | O
Alteracoes de RM de Cranio | [ ] [] Dificuldade ganho de peso L1 | [
Lesdo de Substancia Branca | [] | []
Dolicoectasia vértebro- (] (]
basilar Alteracoes Renais. Data: | Nao | Sim
OBS: Microalbumindria
Na Urinario
Historia Familiar Ndo | Sim Hemcl)z{iélise % %
AVC ] L]
AIT L] L]
Morte subita ] ]
Alt Renal ] L]
FABRY ] L]
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