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IMPACTO ESPERADO

Esse trabalho aborda uma forma alternativa de rastreamento da doenca de Fabry em
mulheres utilizando-se da associagdo da atividade da enzima a-GAL com a dosagem plasmatica
de lyso-GL3.

Frente ao grande numero de pacientes que evoluem para doenca renal crénica sem
etiologia corretamente determinada e ao subdiagndstico da doenca de Fabry entre mulheres, o
impacto esperado desse estudo envolve um método de rastreamento mais assertivo, mais barato
e menos subjetivo, facilitando o diagnostico dessa enfermidade dentre as consideradas

populagdes de risco.



EXPECTED IMPACT

This work addresses an alternative way of screening Fabry disease in women using the
association of a-GAL enzyme activity with plasma lyso-GL3 dosage.

Given the large number of patients who progress to chronic kidney disease without a
correctly determined etiology and the underdiagnosis of Fabry disease among women, the
expected impact of this study involves a more assertive, cheaper, and less subjective screening

method, facilitating the diagnosis of the disease among at-risk populations.



RESUMO

Avaliacdo da efetividade de um método alternativo para rastreamento da doenca de
Fabry na populacédo feminina com doenca renal

Introducdo: A doenca de Fabry (DF) € uma enfermidade rara de armazenamento lisossdmico
ligada ao cromossomo X que pode afetar multiplos 6rgéos, incluindo os rins. O principal
objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da combinacéo da atividade da enzima a-GAL e
dos niveis plasmaticos de lyso-GL3 para triagem de DF em mulheres com doenca renal crénica
(DRC).

Materiais e Métodos: Mulheres com DRC em tratamento conservador, estagios 3 a 5, ou em
didlise, estagio 5D, foram selecionadas em centros renais de todas as regides do Brasil. Critérios
de exclusdo: menores de 18 anos e diagnostico conhecido de DF. As pacientes foram
submetidas a analise bioquimica da atividade da enzima a-GAL e dos niveis plasmaticos de
lyso-GL3. Foi realizado o sequenciamento do gene GLA quando a atividade da enzima a-GAL
se apresentou abaixo e/ou os niveis de lyso-GL3 se mostraram acima dos seus respectivos
intervalos de referéncia. Analises de sensibilidade e especificidade foram realizadas para
avaliar o desempenho dessa abordagem bioguimica combinada para o diagndéstico de DF.
Resultados: De outubro de 2020 a abril de 2023 foram realizadas 1.874 coletas. Baixa atividade
de a-GAL foi encontrada em 65 (3.5%) dos casos e aumento de lyso-GL3 foi encontrado em
68 (3.6%) dos casos. A idade mediana foi de 54 [42 — 65] anos. Todos os casos de a-GAL baixa
e/ou lyso-GL3 aumentado foram submetidos a analise genética, sendo encontrados 7 casos com
variantes positivas para a DF, o que representa 0,37% do total de casos avaliados. 6 pacientes
apresentam variantes de significado incerto (VUS), sendo 4 casos de R118C, 1 caso de A143T
e outro com T430G. Apenas 1 paciente foi identificada como portadora de variante patogénica,
I1319T, sendo justamente o Unico caso diagnosticado com ambos 0s exames alterados. Das
outras 6 pacientes portadoras de variantes para a DF, 5 foram identificadas atraves da baixa
atividade enzimatica e 1 através do lyso-GL3 aumentado. A melhor relacdo entre sensibilidade
e especificidade foi obtida com a dosagem isolada de a-GAL. Quando ambos os exames foram
alterados, os valores preditivos positivo e negativo foram melhores, porém a sensibilidade foi
baixa.

Conclusdo: Os resultados apresentados sugerem que a combinacdo desses biomarcadores
parece ser uma abordagem efetiva para o diagnostico da DF. Alem disso, a prevaléncia de
variantes alteradas foi relevante, atestando a importancia do rastreamento da DF nessa

populagéo de risco.



ABSTRACT

Evaluation of the effectiveness of an alternative method for screening Fabry disease in the
female population with kidney disease

Introduction: Fabry disease (FD) is a rare X-linked lysosomal storage disease that can affect
multiple organs, including the kidneys. The main objective of this study was to evaluate the
effectiveness of combining a-GAL enzyme activity and plasma lyso-GL3 levels to screen for
FD in women with chronic kidney disease (CKD).

Materials and Methods: Women with CKD undergoing conservative treatment, stages 3 to 5,
or on dialysis, stage 5D, were selected from renal centers in all regions of Brazil. Exclusion
criteria: under 18 years of age and known diagnosis of FD. The patients underwent biochemical
analysis of the a-GAL enzyme activity and plasma lyso-GL3 levels. Sequencing of the GLA
gene was performed when the activity of the a-GAL enzyme was below and/or the levels of
lyso-GL3 were above their respective reference ranges. Sensitivity and specificity analyzes
were performed to evaluate the performance of this combined biochemical approach for
diagnosing FD.

Results: From October 2020 to April 2023, 1,874 collections were carried out. Low a-GAL
activity was found in 65 (3.5%) of cases and increased lyso-GL3 was found in 68 (3.6%) of
cases. The median age was 54 [42 — 65] years. All cases of low a-GAL and/or increased lyso-
GL3 were subjected to genetic analysis, and 7 cases were found with positive variants for DF,
which represents 0.37% of the total cases evaluated. 6 patients have variants of uncertain
significance (VUS), 4 cases of R118C, 1 case of A143T and another with T430G. Only 1 patient
was identified as carrying the pathogenic variant, 1319T, being precisely the only case
diagnosed with both tests altered. Of the other 6 patients carrying FD variants, 5 were identified
through low enzymatic activity and 1 through increased lyso-GL3. The best relationship
between sensitivity and specificity was obtained with the isolated measurement of a-GAL.
When both tests were changed, the positive and negative predictive values were better, but
sensitivity was low.

Conclusion: The results presented suggest that the combination of these biomarkers appears to
be an effective approach for diagnosing FD. Furthermore, the prevalence of altered variants

was relevant, attesting to the importance of screening for FD in this at-risk population.



SUMARIO

O LN 10 ] 516107\ JE T 16
2. REVISAO DA LITERATURA . ......oooevieteeesseeteseeessesiiesees s es s snss s 18
3. OBJETIVOS DO ESTUDO ......ooviiveceeeeeeeeeessiessesssesseesssssessss s sssssssess s snssssssnens 23
4. MATERIAIS E METODOS .....ooovviveeveeieseeiesiesssssessaessssssssssssssssssesssssssssessssssssennses 24
4.1. TIPO DE ESTUDO ......oooiiecieeieeeeeseesissessssies s sessaessess s s st ssss s nssnsennsns 24
4.2. PARTICIPANTES DO ESTUDO.......ooomvurieeeneeeeeoesiissesiossessesssssssssesssssesssesssssesssenens 24
4.3. DOSAGENS BIOQUIMICAS .......coooieieeceeieeteteeeeeeete et en st 24
8.4, ANALISE GENETICA ..ot eeeeee e eeeeee et 25
4.5, VARIAVEIS ANALISADAS ........oooveeveeeeseeeseeseosseisssssossesssesssssssssessssssssssssasessesnees 26
4.6. ANALISES DE ACURACIA E GRUPOS .......cooveieieeeeeeieeeeeteeteses e enis s sesie s ienen s 26
4.7. DIAGNOSTICO DE DOENGA DE FABRY ...oooiviriersisreiseeesseesessesssessiossesssssassenees 26
4.8. CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL .....ovvrveriieresiesreesseesseseessesssesseossesssssesssesees 27
4.9. ANALISE ESTATISTICA ..ottt 27
4.10. FINANCIAMENTO......oooveteeeeeeeeseeseeeseseesssessessseesesssess s es st ssss s s 28
5. RESULTADOS ......oovievieeeseeeeieeses e seseessesss s ses s s s an s st ss s ssnn s 30
B. DISCUSSAD.........ooiiicieieeeeeeee e tee ettt 43
7. CONCLUSAD ..ottt st 47
8. REFERENCIAS .......oovoveeveeeeeseeseesees s esee s ss st s s nnansennses 48

9. AINEXODS ... s 54



SUMARIO DE FIGURAS

1. Figura 01. Delineamento do estudo em pacientes do sexo feminino com DRC
submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de a-GAL e
JWSO-GL3. ..ottt et et e e ae e aenreareeneens 28

2. Figura 02. Distribuicdo das dosagens de a-GAL (histograma de frequéncia) em
pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento
da DF através da dosagem de a-GAL € lySO-GL3. ......ccooeiieiiiieiece e 30

3. Figura 03. Distribuicdo das dosagens de lyso-GL3 (histograma de frequéncia) em
pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento
da DF através da dosagem de a-GAL € lySO-GL3. ......ccooeiiiiiiieiece e 31

4. Figura 04. Combinagdo entre dosagem de a-GAL, lyso-GL3 e diagnostico de DF em
pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento
[0 = T D PSPPSR 34

5. Figura 05. Relagdo entre dosagem de a-GAL, lyso-GL3 e presenca de DF em pacientes
do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF

através da dosagem de a-GAL € 1ySO-GL3. ......cocoiiiiiiiiiiinicee e 35



SUMARIO DE TABELAS

1. Tabela 01. Andlise global dos resultados em pacientes do sexo feminino com DRC
submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de a-GAL e
A0 L S SUTPS 29

2. Tabela 02. Métricas de acuracia em pacientes do sexo feminino com DRC submetidas
a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de a-GAL e lyso-GL3.32

3. Tabela 03. Matriz de confusdo mostrando a combinacao entre predito e observado em
pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento
da DF através da dosagem de a-GAL € lySO-GL3. ......ccoveiiiiiiieiiie e 33

4. Tabela 04. Comparacéo entre os pacientes com e sem DF em pacientes do sexo feminino
com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de
O-GAL B 1YSO-GL3. ..o e 36

5. Tabela 05. Descricdo das variantes genéticas encontradas em pacientes do sexo
feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da
dosagem de a-GAL € 1YSO-GL3. .....ciiiiieiiie e 37



LISTA DE ABREVIATURAS

AVE: acidente vascular encefalico

DBS: dried blood spot

DF: doenga de Fabry

DM: diabetes mellitus

DRC: doenca renal cronica

DRPAD: doenca renal policistica autossdomica dominante
GL3: globotriaosilceramida

HAS: hipertenséo arterial sistémica

HD: hemodialise

HVE: hipertrofia ventricular esquerda concéntrica
IAM: infarto agudo do miocérdio

Lyso-GL3: globotriaosilesfingosina

MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
MS: Ministério da Saude

NGS: sequenciamento de nova geracao

RNM: ressonéncia nuclear magnética

SUS: Sistema Unico de Salide

TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido
TFG: taxa de filtragdo glomerular

TRE: terapia de reposi¢do enzimatica

TRS: terapia renal substitutiva

VPN: valor preditivo negativo

VPP: valor preditivo positivo

VR: valor de referéncia

VUS: variante de significado incerto

a-GAL: a-galactosidase A



1. INTRODUCAO

A doenca de Fabry (DF) é classificada dentro do espectro das enfermidades raras, sendo
caracterizada como uma doenca de deposito lisossomico com padrdo de heranca ligada ao
cromossomo X. E causada por variantes do gene GLA, que é o responsavel por codificar a
enzima lisossomal a-galactosidase A (a-GAL). A atividade marcadamente reduzida ou ausente
da enzima resulta no acumulo sistémico e progressivo de glicoesfingolipidios, sendo os
principais globotriaosilceramida (GL3) e seu metabolito globotriaosilesfingosina (lyso-GL3).
O envolvimento dos o6rgdos alvo pode levar a consequéncias graves e precoces associadas
principalmente a complicacg@es renais, cardiacas e cerebrovasculares.(1-3)

A prevaléncia estimada da DF é de aproximadamente 1:40.000 a 1:117.000
homens.(1,4) Muitos estudos abordam a prevaléncia naquelas populagdes consideradas de alto
risco para a doenca. Para pacientes em dialise, a prevaléncia varia de 0,20% a 0,99% em homens
e 0,05% a 0,33% em mulheres.(5-9) Entre os cardiopatas, a prevaléncia varia de 0,21% a 2,99%
em homens e 0,28% para 1,68% nas mulheres.(10-15) Para individuos com doenca
cerebrovascular, incluindo acidente vascular encefalico (AVE), a prevaléncia varia de 0,17% a
2,3% em homens e de 2,5% a 4,7% em mulheres.(16-20)

Em um estudo publicado recentemente utilizando-se de trabalhos de rastreamento das
populacdes de risco, apds uma reanalise das variantes, foram encontradas prevaléncias da DF
entre a populacdo em hemodialise (HD) de 0,15% entre mulheres e 0,21% em homens. De
acordo com essa mesma publicacdo, a prevaléncia absoluta entre pacientes em HD foi de 1 para
cada 667 e 476, respectivamente em mulheres e homens.(21) Frente aos dados apresentados e
ao crescente nimero de pacientes em didlise ao redor do mundo, fica clara a necessidade de
rastreamento continuo nessa populacao.

Nesse mesmo contexto, outro ponto que justifica a necessidade de se buscar a etiologia
de base dos pacientes que evoluem para a DRC (doenga renal cronica) é justamente o grande
namero de pacientes incidentes em TRS (terapia renal substitutiva) sem um diagnéstico de base
bem caracterizado. No Brasil, tomando como base os dados do Gltimo censo nacional publicado,
aproximadamente 11% dos pacientes adentram em dialise com diagnéstico indeterminado.
Somado a isso, muitos pacientes podem ter uma definicdo errébnea da etiologia, como por
exemplo nos casos de nefropatia hipertensiva secundaria e naqueles casos classificados como
glomerulopatia cronica, muitas vezes sem a realizacdo da biopsia renal.(22) Dados ao redor do
mundo relatam nameros similares aos do Brasil. Na Europa, dados oficiais mostram que 27%

dentre os pacientes em TRS ndo tem um diagndstico de base definido. Nos EUA, 22% dos
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pacientes pediatricos e 18% dos pacientes adultos iniciam diélise sem um diagnostico etioldgico
de certeza.(23)

Em um primeiro momento, podem surgir duvidas sobre os beneficios de se identificar a
DF em pacientes com acometimento grave, como por exemplo, aqueles ja em programa de
dialise, visto a enorme possibilidade do acometimento severo de outros 6rgaos além dos rins,
ndo so pela DF, mas pela propria DRC. No entanto, a importancia dos estudos de rastreamento
passa por permitir a identificacdo, a partir dos pacientes indice, de outros familiares muitas
vezes com menor idade e em estagios mais leves da doenca, populacdo em que se mostram 0s
melhores resultados a longo prazo do tratamento se instalados precocemente. Nesse contexto,
a triagem para DF em populacdes de alto risco parece ser a melhor estratégia custo-efetiva para
diagnosticar novos casos e intervir nos estagios iniciais da doenca.(24,25)

Embora classificada como rara, a DF acarreta grande vulnerabilidade dos individuos
acometidos devido ao elevado indice de complicaces e de comorbidades graves, que podem
ser minimizados ou até evitados caso se vislumbre o diagnostico e tratamento precoces.(26)

Frente a necessidade de maior assisténcia aos pacientes portadores de doengas raras, 0
Ministério da Satde (MS) em sua portaria n® 199 de 30 de janeiro de 2014, instituiu a politica
nacional de atencdo integral as pessoas com doencas raras no ambito do Sistema Unico de
Saude (SUS), tendo como objetivos reduzir a mortalidade, contribuir para a redugdo da
morbimortalidade e das manifestaces secundarias, e melhorar a qualidade de vida das pessoas,
por meio de acdes de promocao, prevencdo, deteccdo precoce, tratamento oportuno e redugao
de incapacidade.(27)

O presente estudo visa avaliar a efetividade de uma forma alternativa de rastreamento
da DF em mulheres dentre pacientes portadoras de DRC em tratamento conservador ou em
programa de didlise, utilizando-se da combinagao da analise da atividade enzimatica da a-GAL
com a dosagem plasmatica de lyso-GL3. O objetivo inclui também avaliar se a realizacdo
conjunta desses dois exames aumenta a deteccdo diagnostica da DF no sexo feminino.

Também é motivo de destaque que o desenvolvimento e validacdo de instrumentos de
afericdo de saude constam como tépico da secdo de desenvolvimento conceitual e metodoldgico
da Epidemiologia, assim como dos estudos sobre salde e qualidade de vida da agenda de
prioridades de pesquisa em Saude do MS em seu tdpico desenvolvimento de tecnologias e
inovacdo em saude da agenda 2018.(28)
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2. REVISAO DA LITERATURA

Embora ja estejam descritas mais de 1.100 variantes diferentes do gene GLA, nem todas
elas resultam em DF, sendo muitas consideradas benignas ou polimorfismos sem implicac6es
clinicas.(2,29)

Cada variante tende a ser especifica para cada familia, o que justifica parcialmente a
acentuada variabilidade na atividade enzimatica residual e, consequentemente, a diferenca no
quadro clinico.(3,30,31)

Duas apresentacOes clinicas sdo descritas. Pacientes com fenotipo classico podem ter
seus primeiros sintomas durante a infancia ou adolescéncia. As manifestacfes iniciais sao
acroparestesias, crises de dor intensa conhecidas como ‘crises de Fabry’ e sintomas
gastrointestinais. Outros sintomas podem aparecer mais tarde, como resultado da progressao
dos depdsitos sistémicos. Os angioqueratomas sdo descritos como lesGes dermatoldgicas
vermelho escuras, papulosas e ndo pruriginosas. O envolvimento das glandulas sudoriparas
pode levar a hipoidrose ou anidrose, que causa grande intolerancia as mudangas de temperatura.
A cornea verticillata é a principal alteracéo oftalmologica da DF e tem como causa 0s dep6sitos
de GL3 na cornea, porém sem comprometimento da acuidade visual. E um achado n&o
patognoménico da DF, estando relacionada também ao uso de medicamentos que agem
inibindo diretamente a acdo da enzima a-GAL, tais como amiodarona, cloroguina, ibuprofeno,
entre outros. Por sua vez, a perda auditiva € um achado comum. O déficit cognitivo pode ocorrer
como resultado de multiplos microinfartos cerebrais.(1,32)

Com o aumento da idade e a progressao dos depdsitos de GL3, a DF causa les6es em
orgdos-alvo, que podem culminar por volta da quarta década de vida em insuficiéncia cardiaca,
AVE e DRC. Esses fatores combinados reduzem a expectativa de vida em uma média de 25
anos para 0s homens e 10 anos para as mulheres.(33)

A outra forma de apresentacdo clinica envolve as variantes com o fen6tipo de inicio
tardio, no qual os sinais e sintomas classicos estdo ausentes ou aparecem de forma mais branda.
Estdo descritas as variantes cardiaca e renal, pois apresentam acometimento mais proeminente
no coragao e nos rins, respectivamente.(32,34) Nesse caso, a evolugdo mais grave dos 6rgaos
alvo ocorre mais tardiamente, por volta da quinta década de vida.

O envolvimento cardiaco se manifesta mais comumente por meio de hipertrofia
ventricular esquerda concéntrica (HVE), e pode se apresentar também como diagnostico
diferencial de arritmias, cardiomiopatia hipertréfica obstrutiva ou cardiomegalia idiopatica.(33)

O acometimento renal se da pelo acimulo de GL3 em todos os tipos de células

renais.(35-37) As manifestacdes glomerulares sdo as mais frequentes e séo semelhantes as da
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nefropatia diabética, com hiperfiltracdo nos estagios iniciais, albumindria, proteindria e
diminuicdo progressiva da taxa de filtragdo glomerular (TFG).(36) A evolucdo para DRC
terminal torna-se evidente por volta dos 40 aos 50 anos de idade, levando a necessidade de
TRS.(32,38)

Cabe aqui detalhar a classificacdo da DRC em estagios, que sdo baseados na TFG,
medida em mL/min/1.73 m?. Estagio 01 equivale a funcdo renal normal (TFG > 90). Estagio
02 representa um leve decréscimo na TFG (60-89). Estagio 03a representa uma queda leve a
moderada da TFG (45-59). Estagio 03b equivale a um decréscimo moderado a severo da TFG
(30-44). Estagio 04 define uma severa queda da TFG (15-29). Ja o estagio 05 representa a
faléncia renal (TFG < 15), e quando o paciente se encontra em diélise, é classificado como
estagio 05D.(39)

O espectro da apresentacdo clinica em mulheres é amplo. A heterogeneidade fenotipica
se deve, em parte, ao fenbmeno de lionizacdo, responsavel pela inativacdo aleatéria do
cromossomo X. A atividade enzimatica residual é consequentemente bastante variavel. Embora
algumas mulheres manifestem uma apresentacdo clinica classica, outras podem ser
assintomaticas, sendo que geralmente apresentam sinais e sintomas mais leves, com evolucéo
mais lenta.(40,41) Sdo descritos casos raros de mulheres homozigotas, com quadro clinico
semelhante ao fenotipo classico masculino.(42) Embora a DF seja potencialmente detectada em
um numero maior de mulheres por estar ligada ao cromossomo X, um estudo revelou que 88%
dos pacientes com DF que iniciaram dialise eram do sexo masculino, sugerindo uma
caracteristica clinica mais insidiosa nas mulheres.(43)

Quanto ao diagndstico da doenca, a primeira etapa visa estabelecer a atividade da
enzima a-GAL. O fendtipo cléssico é encontrado em homens com menos de 1% da atividade
enzimatica e é causado por diferentes tipos de rearranjos, defeitos de splicing e variantes sem
sentido. Por outro lado, individuos do sexo masculino com mais de 1% de atividade enzimatica
podem ter variantes missense ou splicing e mostrar um fenétipo de ‘inicio tardio’.(1,2) Em
mulheres, mesmo naquelas sintomaticas, a atividade enzimatica pode estar dentro da faixa
normal. Aproximadamente 33 a 50% das heterozigotas com alguma variante do gene GLA
apresentam atividade da a-GAL normal ou apenas ligeiramente diminuida.(44,45) 1sso se deve
ao fato de que o gene defeituoso pode ser compensado por uma cépia funcional do gene
equivalente no outro cromossomo X. Por esse motivo, esse teste ndo e suficiente para
diagnostico em mulheres.(44,45)

O teste confirmatério é a analise genética. E reservado para mulheres com suspeita
clinica ou laboratorial e para homens com baixa atividade enzimaética.(46,47) Recomenda-se

que os familiares dos pacientes indice sejam submetidos diretamente a analise genética. O
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heredograma familiar € de grande valor, pois permite o diagndstico de pacientes em estagios
iniciais da doenca. Em média, para cada paciente indice, mais cinco familiares sdo
diagnosticados; entretanto, em alguns estudos esse nimero é muito maior.(26,48)

Em relacdo ao tratamento da DF, antes do advento da terapia de reposicdo enzimatica
(TRE) que mudou a evolucéo natural da doenca, a abordagem visava apenas medidas de suporte
para minimizar os sintomas mais proeminentes. Mudangas no estilo de vida continuam sendo
recomendadas juntamente com outras medidas que consistem em medicamentos que podem
retardar o envolvimento de 6rgdos-alvo, como inibidores da enzima conversora da angiotensina
ou blogueadores dos receptores da angiotensina Il, que, além de otimizar o controle da pressdo
arterial diminui a proteindria e a progressdo da doenca renal.(2,3,49)

O tratamento especifico para DF é realizado com TRE ou migalastat. Atualmente,
existem duas enzimas disponiveis: agalsidase alfa (Replagal®) e agalsidase beta
(Fabrazyme®).(50,51) Ambas as proteinas sdo estrutural e funcionalmente semelhantes e séo
administradas por via intravenosa a cada 15 dias. JA& o migalastat (Galafold®), é um
medicamento pertencente a classe das chaperonas, que podem ser usados apenas em pacientes
portadores de variantes ‘amenable’, que sdo responsivas a droga. Atua ligando-se seletiva e
reversivelmente as formas mutantes a-GAL, 0 que facilita seu transporte adequado para 0s
lisossomos, onde ocorre a dissociacdo dessa ligacdo, resultando em aumento da funcgéo
enzimatica. E administrado por via oral, com boa distribuicio tecidual e, ao contrério da TRE,
atravessa a barreira hematoencefalica.(52-55)

O objetivo do tratamento especifico para a DF é reverter ou ao menos estabilizar as
alteracOes patoldgicas ja estabelecidas, e prevenir o acometimento dos 6rgdos alvo, evitando
com isso a disfuncdo progressiva que pode culminar com sequelas graves, irreversiveis e
incapacitantes.(2,3,56)

Baseado nas definices acima, o estabelecimento do diagndstico da DF é um desafio em
pacientes do sexo feminino devido a manifestacdo clinica mais branda e a atividade muitas
vezes normal da enzima a-GAL. Nesse sentido, a dosagem do lyso-GL3 é descrita como um
biomarcador diagndstico mais sensivel entre as mulheres.

Nesse contexto, um estudo europeu utilizou uma estratégia diferente para o rastreamento
da DF em mulheres, analisando em conjunto a atividade enzimatica de a-GAL com a dosagem
plasmatica de lyso-GL3. No total foram avaliadas 11.948 mulheres com suspeita da DF, porém
sem especificar claramente em que populacdo tal estratégia foi adotada. Como resultado, foi
evidenciada uma melhora substancial na detec¢do diagndstica em comparacdo com a atividade
enzimatica isolada. Os valores anormais para ambos 0s marcadores eram altamente suspeitos

de DF (97% de valor preditivo positivo [VPP], semelhante ao VPP encontrado em homens).
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Em casos com um valor bioquimico anormal, a lyso-GL3 elevada foi um indicador muito mais
importante do que a baixa atividade enzimatica (39% VPP versus 6% VPP). Casos com
resultados dentro dos valores de normalidade se mostraram improvaveis de se detectar a DF,
mesmo nas situacfes com alta suspeita clinica. O objetivo foi evidenciar o beneficio de
adicionar lyso-GL3 ao teste de diagnostico primario, ndo apenas para melhorar a taxa de
deteccdo de mulheres com DF, mas para evitar testes genéticos desnecessarios, que muitas
vezes levam a identificacdo de variantes benignas, sem importancia clinica. Na mesma amostra,
aproximadamente 60% das mulheres portadoras de DF ndo seriam identificadas caso fosse
utilizada apenas a medigdo da atividade da enzima a-GAL.(46)

Cabe aqui salientar que a analise genética sera sempre obrigatoria para confirmar ou
excluir a DF em qualquer paciente que apresente resultados bioquimicos alterados.

Em outro estudo disponivel sobre o mesmo tema, foi utilizado a razdo entre a-GAL e
lyso-GL3 como um novo critério bioquimico objetivando melhorar a eficiéncia diagndstica da
DF entre mulheres. Foi evidenciado 100% de sensibilidade na distingdo das pacientes com DF
em comparagdo com o grupo controle, enquanto a atividade da enzima a-GAL e a dosagem
plasmatica de lyso-GL3 isoladamente mostraram sensibilidade de 8,6% e 74,4%,
respectivamente.(57)

Em busca de informacdes financeiras relacionadas aos custos dos exames envolvidos
com o diagnostico da DF, foram feitas consultas formais ao laboratério DLE, que faz parte do
grupo Hermes Pardini S/A, um dos maiores grupos de medicina diagndstica do Brasil, com
sedes em S&o Paulo - SP e Rio de Janeiro - RJ. Confirmamos que a analise genética ainda é um
exame de elevado custo, sendo aproximadamente 30% mais caro em comparagdo com 0s
valores envolvidos na avaliagdo conjunta da atividade enzimatica da a-GAL com a dosagem de
lyso-GL3.

Outro ponto que merece destaque é a questdo da subjetividade envolvida em muitos
casos de rastreamento da DF em mulheres. Naquelas pacientes das consideradas populagdes de
risco, com o intuito de se evitar com que todas as pacientes se submetam a analise genética, €
possivel uma triagem inicial utilizando-se de dados clinicos, familiares, laboratoriais e
radioldgicos. No entanto, as informagdes referentes a dados familiares ou sintomas prévios nem
sempre sdo reportados com exatiddo, e exames laboratoriais e de imagem de qualidade duvidosa
infelizmente ainda fazem parte do cotidiano de muitas localidades. Com isso, encontrar um
método de rastreamento que seja mais assertivo, mais barato e menos subjetivo é de extrema

importancia para o diagnostico da DF.
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Baseado no exposto acima, o objetivo do presente estudo é a avaliacdo da efetividade de
uma forma alternativa de rastreamento da DF em mulheres utilizando-se da associacdo da

atividade da enzima a-GAL com a dosagem plasmaética de lyso-GL3.
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3. OBJETIVOS DO ESTUDO
PRIMARIO:

Avaliar a efetividade de um método de rastreamento da DF em pacientes do sexo
feminino com DRC, em tratamento conservador, estagios 3 a 5, ou que ja estejam em didlise,
estagio 5D, que combina a dosagem da atividade enzimatica a-GAL com a dosagem dos niveis
plasmaticos de lyso-GL3.

SECUNDARIO:
Estimar a prevaléncia de DF entre pacientes do sexo feminino com DRC no Brasil.

Avaliar as caracteristicas clinicas e demograficas das pacientes diagnosticadas com DF

nesse estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDO

Estudo transversal colaborativo multicéntrico para avaliar a sensibilidade e
especificidade da combinagdo de dois exames (dosagem da atividade da enzima a-GAL e
dosagem de lyso-GL3) para o diagnostico definitivo da DF em pacientes do sexo feminino.
Foram convidados a participar do estudo 30 centros brasileiros de TRS em todas as regifes
geograficas do Brasil (Amazonas, Bahia, Goias, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, S&o
Paulo), sendo que todos aceitaram voluntariamente a entrar no estudo. O convite para participar
do estudo foi realizado através do grupo de estudos de Fabry que se reline mensalmente no
Brasil. Este grupo constituido por nefrologistas experientes em rastreio da DF foi convidado a
participar deste projeto denominado estudo PETRA. O projeto de pesquisa foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (CAAE:
53348721.0.0000.5411).

4.2. PARTICIPANTES DO ESTUDO

Pacientes do sexo feminino, portadoras de DRC em tratamento conservador ou em
programa regular de didlise, provenientes de diferentes servicos de nefrologia do Brasil,
obedecidos os critérios de inclus&o.

Critérios de inclusdo: mulheres com DRC estagios 3 a 5, ou 5D em didlise, que aceitaram
voluntariamente assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Critério de exclusdo: menores de 18 anos, pacientes com diagndstico de DF j& conhecido,

e aquelas que ndo aceitaram assinar o TCLE.

4.3. DOSAGENS BIOQUIMICAS

Foram coletadas amostras de sangue por puncdo capilar através de lanceta. Apds isso, 0
sangue foi pingado em papel filtro - método DBS (dried blood spot) devidamente identificado
para cada paciente. Apos correta secagem das amostras em ar ambiente, os Kits foram lacrados
e enviados em compartimentos individuais, devidamente identificados para o laboratorio DLE,

localizado na cidade de Sdo Paulo — SP.
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A atividade enzimatica da a-GAL foi realizada por ensaio de Cromatografia Liquida /
Espectrometria de Massas em Tandem (LC-MS/MS). Os valores de referéncia (VR) foram
considerados normais para adultos como superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h.

A dosagem do lyso-GL3 foi realizado pelo método da Espectrometria de massa. O VR

considerado normal foi de até 2 ng/mL, com limite de deteccao de 0,2 ng/mL.

4.4, ANALISE GENETICA

Foi realizado o sequenciamento do gene GLA em busca de variantes relacionadas a DF nos
casos em que:

1. A dosagem da atividade enzimatica foi abaixo do VR e/ou

2. A dosagem de lyso-GL3 foi acima do VR.

Neste caso, as amostras foram processadas para a analise molecular em busca de variantes
da DF pelo método de sequenciamento de nova geracdo (NGS). Em caso de resultado negativo
foi realizado o teste da analise de delecGes e duplicacdes no gene GLA pelo método Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).

4.4.1. METODO PARA REALIZACAO DO SEQUENCIAMENTO DO DNA

O DNA foi extraido de forma automatizada pelo equipamento QIA symphony
(QIAGEN), sendo posteriormente fragmentado e submetido a captura com a utilizacdo de
sondas customizadas e kit de preparo de biblioteca XTHS (Agilent).

O NGS foi realizado na plataforma NovaSeq 6000 (illumina). As sequéncias geradas
foram alinhadas contra o genoma de referéncia GRCh37 / Hgl19 e processadas em pipeline
desenvolvido para chamada de variantes de nucleotideo Unico (SNV) e pequenas insercoes e
delecBes (indels) com cobertura minima de 20 fragmentos superior a 98%.

A classificacdo das variantes obedece as diretivas do Colégio Americano de Genética
Médica e Gendmica - (ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics), sendo
classificados como: patogénica, provavelmente patogénica (probabilidade maior que 90% de
ser patogénica), de significado incerto (VUS, do inglés Variant of Unknown Significance),
provavelmente benigna (probabilidade maior que 90% de ser benigna) e benigna.(58)

A nomenclatura segue as recomendacOes atualizadas da Sociedade de Variacdo do
Genoma Humano (HGVS: Human Genome Variation Society).(59)

No presente trabalho, ndo foram reportadas variantes benignas e provavelmente

benignas.
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Nos casos de teste molecular NGS negativo foram realizadas analise de MLPA.
Extracdo de DNA, seguida de amplificacdo (PCR) pela técnica de MLPA para deteccdo
de deleces e duplicacbes no gene GLA. A sensibilidade analitica para este teste foi superior a

99% em casos de deteccao de delecbes e duplicacbes no gene GLA.

4.5. VARIAVEIS ANALISADAS

Foram analisados dados demograficos, dosagem da atividade da a-GAL e do lyso-GL3.
Para os casos de suspeita de DF, com genética positiva, foram levantados dados adicionais tais

como historia clinica e exames complementares.

4.6. ANALISES DE ACURACIA E GRUPOS

Para a avaliagdo da acurécia dos métodos em diagnosticar DF foram formados trés
grupos:

Grupo o-GAL: pacientes com dosagem de a-GAL abaixo do VR (1,68 mcmol/L/h).

Grupo lyso-GL3: pacientes com dosagem de lyso-GL3 acima do VR (2 ng/mL).

Grupo com ambos os exames alterados: pacientes com dosagem de a-GAL abaixo do
VR e com dosagem de lyso-GL3 acima do VR.

Os pacientes com DF foram aquelas com variantes genéticas patogénicas ou
possivelmente patogénicas identificadas no sequenciamento do GLA. Nesse trabalho, todos os
casos de VUS também foram considerados como pacientes com DF por inicialmente ndo
conseguirmos definir com exatid&o a respeito da patogenicidade dessas variantes.(57)

4.7. DIAGNOSTICO DE DOENCA DE FABRY

Os critérios para um diagnostico definitivo da DF incluem a presenca de variante no
gene GLA combinado com pelo menos um sintoma especifico (dor neuropética, cérnea
verticillata, angioqueratoma) e/ou aumento de lyso-GL3, e/ou um membro da familia afetado
com o diagndstico ja definido. Dor neuropatica foi definida como dor nas méos e/ou pés com
inicio de dor na infancia ou adolescéncia e/ou curso caracterizado por exacerbacdes provocadas
por febre, exercicio ou calor. O angioqueratoma preenche os critérios clinicos caso esteja
agrupado e presente em areas caracteristicas, tais como o tronco, regido conhecida como ‘cal¢ao

de banho’, labios e umbigo. A cornea verticillata é determinada por lampada de fenda na
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auséncia de uso de drogas anfifilicas (por exemplo amiodarona e cloroquina). Os critérios acima

estdo descritos no Consenso Brasileiro da DF.(60)

4.8. CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

Estimamos que pelo menos 3.000 participantes deveriam ser incluidos para a triagem.
A incidéncia estimada da DF nesta populacéo é estimada em 0,25%.(21). Assim, estimava-se

que 8 pacientes com diagndstico de DF seriam suficientes para validar o teste.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados coletados estdo armazenados de forma eletrénica. Os participantes foram
identificados apenas pelas suas iniciais e um cddigo de identificacéo.

As variaveis quantitativas, continuas ou ordinais, foram descritas por suas medidas de
tendéncia central (médias ou medianas) e pelas respectivas medidas de dispersdao (desvio
padrdo, variacdo interquartil ou valores minimo e méaximo), enquanto as nominais ou
qualitativas por seus valores absolutos, percentagens e proporcfes. Para comparacdo das
variaveis continuas, utilizamos o teste t de Student ou o teste de Mann-Whitney. Na comparacgéo
dos dados categdricos, utilizamos os testes de Fisher ou do qui-quadrado.

Foi realizada andlise de sensibilidade e especificidade para a combinacdo das analises
bioquimicas com os sinais diagndsticos da DF.

Foram utilizados nesta anélise:

Acuracia: A acurécia é a medida geral de quao bem o seu modelo ou teste classifica
corretamente 0s casos, considerando tanto os verdadeiros positivos quanto os verdadeiros
negativos. A formula € Acuracia = (Verdadeiros Positivos + Verdadeiros Negativos) / (Total
de Amostras).

Sensibilidade (ou taxa de verdadeiros positivos): E a proporcéo de verdadeiros positivos em
relacdo a todos os casos positivos verdadeiros. A formula é Sensibilidade = (Verdadeiros
Positivos) / (Verdadeiros Positivos + Falsos Negativos).

Especificidade (ou taxa de verdadeiros negativos): E a propor¢do de verdadeiros negativos
em relacdo a todos os casos negativos verdadeiros. A formula é Especificidade = (Verdadeiros
Negativos) / (Verdadeiros Negativos + Falsos Positivos).

Curva ROC (Receiver Operating Characteristic): A curva ROC é um grafico que representa

a relacéo entre a sensibilidade e a taxa de falsos positivos (1 - especificidade) para diferentes
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valores de limite de classificacdo. Ela ajuda a visualizar o desempenho de um modelo ou teste
diagnostico.

Recall (ou taxa de verdadeiros positivos): E outra forma de medir a sensibilidade. E a
proporcdo de verdadeiros positivos em relacdo a todos os casos positivos verdadeiros. A
formula é Recall = (Verdadeiros Positivos) / (Verdadeiros Positivos + Falsos Negativos).

Precisdo: E a proporgéo de verdadeiros positivos em relagio a todos os casos classificados
como positivos pelo modelo. A férmula é Precisdo = (Verdadeiros Positivos) / (Verdadeiros
Positivos + Falsos Positivos).

F1-Score: O F1-Score é uma medida que combina precisao e recall em uma unica métrica.
E especialmente Gtil quando vocé deseja equilibrar a importancia da precisdo e da sensibilidade.
A formula é F1-Score = 2 * (Precisdo * Recall) / (Precisdo + Recall).

Acuréacia Balanceada: A acuracia balanceada leva em consideragéo as taxas de verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos, ponderando igualmente ambas as classes (positiva e
negativa). Ela é especialmente Gtil quando as classes sao desequilibradas. A formula é Acurécia
Balanceada = (Sensibilidade + Especificidade) / 2.

Valor Preditivo Positivo (VPP): O VPP, também conhecido como precisdo positiva, é a
proporcéo de verdadeiros positivos em relacdo ao numero total de casos classificados como
positivos pelo modelo. A formula é VPP = (Verdadeiros Positivos) / (Verdadeiros Positivos +
Falsos Positivos).

Valor Preditivo Negativo (VPN): O VPN ¢ a proporc¢éo de verdadeiros negativos em relacao
ao numero total de casos classificados como negativos pelo modelo. A férmula é VPN =
(Verdadeiros Negativos) / (Verdadeiros Negativos + Falsos Negativos).

Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) sdo considerados significativos. Nas analises

utilizamos o software R.

4.10. FINANCIAMENTO

Os custos previstos no presente estudo foram subsidiados pelo laboratério SANOFI, através
da disponibilizagdo dos kits de coleta das amostras, do envio das amostras por sedex, e da
avaliacdo laboratorial, aqui englobando a avaliagdo da atividade da enzimaa-GAL, dos niveis
plasmaticos de lyso-GL3, e da analise genética em busca de variantes do gene GLA.

Cabe aqui salientar que a SANOFI n&o participou e ndo interferiu em nenhuma etapa desse
trabalho, sendo apenas fonte financiadora dos itens citados acima. Outro ponto de destaque é

que os respectivos médicos que acompanham as pacientes diagnosticadas com a DF tém e teréo
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a liberdade e autonomia de decidir sobre o melhor tratamento a ser dispensado em cada caso,

sem qualquer tipo de interferéncia externa.
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5. RESULTADOS

O periodo do estudo englobou os meses de outubro de 2020 a abril de 2023. O numero
total de casos analisados foi de 2.010 pacientes, que foram submetidas a coleta de a-GAL e
lyso-GL3. Apos a exclusdo das mulheres que tiveram erro no processo da coleta das amostras
(n=115) e as menores de 18 anos (n=21), resultou numa amostra final de 1.874 pacientes (figura
01).

Figura 01. Delineamento do estudo em pacientes do sexo feminino com DRC submetidas

a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de a-GAL e lyso-GL3.

Pacientes Sexo feminino TRS
Outubro/2020 a Abril/2023
n=2010

Dosagem alfa-GAL
Dosagem lyso-Gb3

Erro Coleta Amostras
n=115

Idade menor 18 anos
n=21

n=1874

Atividade diminuida da enzima a-GAL foi encontrada em 65 pacientes (3.5% dos
casos), € 0 numero de casos com niveis aumentados de lyso-GL3 foi de 68 pacientes (3.6% dos
casos). A idade mediana foi de 54 [42 — 65] anos. Todos 0s casos com baixa atividade da enzima
a-GAL e/ou lyso-GL3 aumentado foram submetidos a andlise genética em busca de variantes
para a DF. Desta forma os 68 casos de lyso-GL3 aumentado somados aos 65 casos de a-GAL
reduzida foram submetidos a analise molecular no gene GLA (n=132). Cabe aqui explicar que
a soma dos nimeros acima (68 casos de lyso-GL3 aumentado com 65 casos de a-GAL) ndo
totaliza 133 pacientes pois tem uma paciente que apresentou ambos os exames alterados, sendo

que ela se encontra dentro dos dois grupos.
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Apds analise do gene GLA, foram identificadas 7 mulheres com variantes para a DF, o
que representa 0,37% do total de casos avaliados. A tabela 1 representa um resumo dos casos
avaliados.

Tabela 01. Analise global dos resultados em pacientes do sexo feminino com DRC
submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de a-GAL e
lyso-GL3.

Caracteristica n=1874
Idade (anos) 54 (42-65)
a-GAL (mcmol/L/h) 3.54 (2.64-4.67)
baixa 65 (3.5%)
normal 1.809 (96.5%)
Lyso-GL3 (ng/mL) 0.80 (0.50-1.40)
elevado 68 (3.6%)
normal 1,806 (96.4%)
DF ausente 1.867 (99.6%)
DF presente* 7 (0.4%)

a-GAL.: valores normais foram superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h.
Lyso-GL3: até 2 ng/mL.

*Paciente com variantes genéticas encontradas para DF.

Valores expressos em mediana e percentis 25 e 75%; numero e percentagem.
DF: doenca de Fabry.
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Na figura 02 podemos verificar a distribuicdo das dosagens de a-GAL, onde a maior
parte das concentracGes apresenta valores normais (cor laranja). Uma fragdo menor das

pacientes apresentou concentracdes reduzidas de a-GAL (cor cinza).

Figura 02. Distribuicéo das dosagens de a-GAL (histograma de frequéncia) em pacientes
do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através
da dosagem de a-GAL e lyso-GL3.
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Eixo x: valores de a-GAL (valores normais foram superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h - linha
tracejada); eixo y: niUmero de casos.
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Quanto as distribuicdes das dosagens de lyso-GL3, a maioria das pacientes
apresentaram concentragdes normais (cor laranja). Uma menor percentagem das pacientes

apresentou concentragdes acima da normalidade (cor cinza).

Figura 03. Distribuicdo das dosagens de lyso-GL3 (histograma de frequéncia) em
pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da

DF através da dosagem de a-GAL e lyso-GL3.

400 1

Lyso

. elevado

naormal

count

=
-
]
[¥%]

Lyso-GB3 (ng/ml})

Eixo x: valores de lyso-GL3 (valores normais foram inferiores a 2 ng/mL - linha tracejada),
eix0 y: numero de casos.
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5.1. METRICAS DE ACURACIA

Analisando as métricas de acuracia temos trés grupos: a-GAL reduzida, lyso-GL3
elevado e ambos alterados (o-GAL reduzida e lyso-GL3 aumentado). Os valores estdo

apresentados na tabela 02.

Tabela 02. Métricas de acuracia em pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a

uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de a-GAL e lyso-GL3.

a-GAL Lyso-GL3 Ambos alterados*

Accuracy 0.968 0.962 0.997
Kappa 0.161 0.047 0.249
AccuracyLower 0.959 0.952 0.993
AccuracyUpper 0.975 0.970 0.999
AccuracyNull 0.996 0.996 0.996
AccuracyPValue 1.000 1.000 0.449
McnemarPValue 0.000 0.000 0.041
Sensitivity 0.857 0.286 0.143
Specificity 0.968 0.965 1.000
Pos Pred Value 0.092 0.029 1.000
Neg Pred Value 0.999 0.997 0.997
Precision 0.092 0.029 1.000
Recall 0.857 0.286 0.143
F1 0.167 0.053 0.250
Prevalence 0.004 0.004 0.004
Detection Rate 0.003 0.001 0.001
Detection Prevalence  0.035 0.036 0.001
Balanced Accuracy 0.913 0.625 0.571

a-GAL: valores normais foram superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h.
Lyso-GL3: valores normais foram inferiores a 2 ng/mL.
*Ambos alterados: a-GAL reduzida e lyso-GL3 elevado.

A baixa atividade da enzima a-GAL teve maior sensibilidade e especificidade
comparadas as demais medidas (lyso-GL3 isolado ou ambos alterados). O VPN da atividade da
a-GAL foi elevado de 99%, porém o VPP foi de 9,2%. Analisando apenas lyso-GL3 elevado,
a especificidade foi baixa e o VPP também foi baixo (2,9%), sendo, portanto, considerado
inferior a dosagem de a-GAL. Houve apenas um caso de ambos alterados (a-GAL reduzida e
lyso-GL3 elevado), entretanto o VPP foi de 100%, com VPN de 99,7% sendo considerado o

melhor método. Vale ressaltar que apesar de ambos os valores alterados apresentarem melhores
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valores de VPP e VPN a sensibilidade foi baixa, sendo a melhor relagdo entre sensibilidade e
especificidade obtida com a dosagem isolada de a-GAL. A matriz que mostra a combinagéo
entre predito e observado pode ser vista na tabela 3 (matriz de confuséo).

Tabela 03. Matriz de confusdo mostrando a combinacao entre predito e observado em
pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da

DF atraves da dosagem de a-GAL e lyso-GL3.

DF ausente  DF presente

a-GAL baixo

DF ausente 1808 1
DF presente 59

Lyso-GL3 elevado

DF ausente 1801 5
DF presente 66 2
Ambos alterados*

DF ausente 1867 6
DF presente 0 1

*ambos alterados: a-GAL reduzida e lyso-GL3 elevado.
DF: Doenca de Fabry.

Estes resultados podem ser visualizados graficamente na figura 04. Nesta figura vemos
que o encontro de a-GAL e lyso-GL3 normais tem um VPN de 100% (nenhum paciente
apresentava DF). Por outro lado, a-GAL e lyso-GL3 alterados teve VPP de 100% (todos os
casos com DF). Combinages de a-GAL baixa com lyso-GL3 formam um grupo intermediario
de VPP e VPN.
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Figura 04. Combinacdo entre dosagem de a-GAL, lyso-GL3 e diagndstico de DF em

pacientes do sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da
DF.

Fabry
1 (100%)

DF negativo
59 (92%)

Fabry
5 (8%)

baixa
65 (3%)

normal
64 (98%)

normal elevado
1809 (97%) 67 (4%)

normal .
1742 (96%) DF negativo
1742 (100%)

Alfa-GAL lyso-Gb3 Diagnostico

DF negativo
66 (99%)

A relagdo entre dosagem de a-GAL, lyso-GL3 e presenca de DF pode ser vista na figura
05. Seis pacientes apresentaram niveis reduzidos de a-GAL associado ao diagnostico de DF
representados na cor vermelha no canto esquerdo do grafico (abaixo da linha tracejada vertical).
Dois pacientes apresentaram lyso-GL3 elevado e diagnostico de DF (cor vermelha acima da
linha tracejada horizontal). Apenas um paciente apresentou ambos os valores elevados. Este

caso encontra-se nesta faixa do quadrante acima das linhas tracejadas horizontais e verticais.
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Figura 05. Relacéo entre dosagem de a-GAL, lyso-GL3 e presenca de DF em pacientes do
sexo feminino com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da
dosagem de a-GAL e lyso-GL3.
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a-GAL: valores normais foram superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h (linha tracejada vertical).
Lyso-GL3: valores normais foram inferiores a 2 ng/mL (linha tracejada horizontal).

Doenca de Fabry (DF) negativo: cinza; pacientes com diagnostico de DF estdo identificadas em
vermelho, sendo que os nimeros de cada paciente se relacionam com a ordem numérica da
entrada da paciente na lista de pacientes do estudo.

5.2. COMPARACAO ENTRE GRUPOS

Foi realizada uma comparagéo entre os grupos com DF (n=7) e os pacientes sem DF
(n=1867). A idade mediana n&o foi diferiu entre os grupos. A atividade da a-GAL foi menor
nos pacientes com DF sendo 1.15 versus 3.55 mcmol/L/h em pacientes ndo Fabry, p<0.001.
Lyso-GL3 apresentou tendéncia a maiores valores no grupo com DF 1.5 versus 0.8 ng/mL no
grupo néo Fabry, p=0.087, tabela 04.
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Tabela 04. Comparacao entre os pacientes com e sem DF em pacientes do sexo feminino
com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de
a-GAL e lyso-GL3.

DF ausente, N = 1,867 DF presente, N =7 p-value

Idade (anos) 54 (42, 65) 60 (48, 62) 0.7
a-GAL(mcmol/L/h) 3.55 (2.65, 4.67) 1.15 (1.06, 1.40) <0.001
Categoria a-GAL <0.001

baixa 59 (3.2%) 6 (86%)

normal 1,808 (97%) 1 (14%)
Lyso-GL3 (ng/mL) 0.80 (0.50, 1.40) 1.50 (0.79, 2.05) 0.087
Categoria Lyso-GL3 0.024

elevado 66 (3.5%) 2 (29%)

normal 1,801 (96%) 5 (71%)

a-GAL.: valores normais foram superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h.
Lyso-GL3: valores normais foram inferiores a 2 ng/mL.
Valores expressos em mediana e percentis 25 e 75%; nimero e percentagem.

5.3. VARIANTES GENETICAS

Foram identificadas 7 pacientes com variantes positivas para a DF. Foram encontrados
6 casos de VUS, sendo 4 casos de R118C, 1 caso com A143T, e outro caso com T430G. Apenas
1 paciente foi identificada como sendo portadora de uma variante patogénica, 1319T (tabela
05).

A paciente com variante patogénica apresentou ambos os exames alterados (a-GAL
baixa e lyso-GL3 elevado). Das outras 6 pacientes portadoras de variantes para a DF, 5 foram
identificadas através da baixa atividade enzimatica e 1 através do aumento do lyso-GL3 (tabela
05).
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Tabela 05. Descricdo das variantes genéticas encontradas em pacientes do sexo feminino
com DRC submetidas a uma nova forma de rastreamento da DF através da dosagem de
a-GAL e lyso-GL3.

Idade o-GAL  Lyso-GL3

(anos) (mcmol/L/h) (ng/mL) Variante Completa / Resumida* Classificacédo”
63 1.34 1.50 €.352C>T;p.(Arg118Cys) - R118C VUS
28 2.61 2.30 €.352C>T;p.(Arg118Cys) - R118C VUS
62 1.13 0.50 ¢.352C>T;p.(Arg118Cys) - R118C VUS
ol 1.46 0.50 C.427G>A;p.(Alal43Thr) - A143T VUS
47 1.15 1.80 €.352C>T;p.(Arg118Cys) - R118C VUS
87 0.84 1.08 .1288T>G;p.(Ter430GluextTer?) - T430G VUS
61 0.99 2.60 €.956T>C;p.(11e319Thr) - 1319T patogénica

a-GAL: valores normais foram superiores ou iguais a 1,68 mcmol/L/h.
Lyso-GL3: valores normais foram inferiores a 2 ng/mL.

Locus: NM_000169.3 (GLA).

# Classificacdo de acordo com a Associacdo Americana de Genética Médica.

5.4. PREVALENCIA DA DOENCA DE FABRY

Foram analisadas 1.874 pacientes do sexo feminino, sendo encontrado 7 casos com
variantes positivas para a DF, resultando numa prevaléncia inicial de 0,37%. Cabe aqui salientar
gue apenas uma paciente possui variante com potencial patogénico comprovado. As outras 6
pacientes apresentam VUS, portanto com a possibilidade de serem portadoras da DF, o que
depende da avaliacdo individualizada das variantes encontradas juntamente com os dados

clinicos, laboratoriais e familiares.
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5.5. DESCRICAO DAS PACIENTES IDENTIFICADAS
Abaixo estdo descritas as pacientes com variantes positivas para a DF, seguindo a

mesma ordem apresentada na tabela 05.

PACIENTE 01

Paciente de 63 anos de idade, portadora da VUS ¢.352C>T;p.(Arg118Cys), ou simplesmente
R118C. A suspeita da DF foi baseada nos baixos niveis da enzima a-GAL (1,34 mcmol/L/h).
Os niveis de lyso-GL3 foram normais (1,50 ng/mL). A paciente realiza HD desde 2015, e entrou
em programa de dialise com diagnostico etioldgico da DRC associado a hipertenséo arterial
sisttmica (HAS), litiase renal de repeticdo e infec¢do do trato urinério de repeticdo. Os rins
atualmente estdo atrofiados, com a presenca de multiplos cistos. Sem histérico de cardiopatia
ou AVE. Nega sintomas caracteristicos da DF, e ndo apresenta angiogueratomas. Quanto ao
historico familiar, sua mae faleceu apds episodio de AVE, com idade do ébito ndo informado.
Apos confeccdo do heredograma, foi identificado até o presente momento 1 irma portadora da
mesma mutacdo, também sem sintomas associados a DF, e um sobrinho (filho dessa mesma
irmd) com 35 anos de idade, com diminuicdo da atividade enzimatica (1,07 mcmol/L/h) e lyso-
GL3 aumentado (4,3 ng/mL). Os exames desse paciente, que foram realizados logo apds o
diagnostico da DF, evidenciaram funcdo renal normal, auséncia de microalbumindria,
ressonancia nuclear magnética (RNM) cerebral e cardiaca normais. Nega sintomas

caracteristicos da DF, estando até 0 momento assintomatico.

PACIENTE 02

Trata-se de paciente de 28 anos, portadora da VUS ¢.352C>T;p.(Arg118Cys), ou simplesmente
R118C. A suspeita da DF foi baseada nos niveis aumentados de lyso-GL3 (2,30 ng/mL), com
atividade normal da enzima o-GAL (2,61 mcmol/L/h). E portadora de DRC em programa
regular de HD desde 2021, porém com etiologia atrelada a nefropatia diabética, sendo portadora
de diabetes mellitus (DM) insulino dependente desde 2005, quando tinha 10 anos de idade.
Nega sintomas atrelados a DF. Sua made, portadora da mesma variante, nega sintomas
associados a DF, estando assintomatica, e ndo apresenta alteracfes nos exames laboratoriais e
de imagem realizados. A paciente possui outros 3 irmaos, sendo 2 mulheres e 1 homem, todos
com exames normais e sem sintomas caracteristicos da DF. Apresenta 1 primo por parte da
familia materna, que foi submetido a transplante renal, porém nao sabe referir sobre diagnostico

de base ou outros dados clinicos.
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PACIENTE 03

Paciente de 51 anos, portadora da VUS ¢.427G>A;p.(Alal43Thr), ou simplesmente A143T. A
suspeita da DF foi atrelada a atividade reduzida da enzima a-GAL (1,13 mcmol/L/h). Os niveis
de lyso-GL3 foram normais (< 0,50 ng/mL). Paciente encontra-se em esquema regular de HD
desde 2014, sendo que a etiologia da DRC foi associada a presenca de doenca renal policistica
autossdmica dominante (DRPAD), inclusive com histérico familiar, com irmao e mae que
evoluiram para HD supostamente pelo mesmo motivo. Nega queixas associadas a DF, e nega

casos familiares de AVE ou infarto agudo do miocéardio (IAM).

PACIENTE 04

Paciente de 63 anos de idade, portadora da VUS ¢.352C>T;p.(Arg118Cys), ou simplesmente
R118C. A suspeita da DF foi baseada nos baixos niveis da enzima a-GAL (1,46 mcmol/L/h).
Os niveis de lyso-GL3 foram normais (< 0,50 ng/mL). A paciente em questdo iniciou esquema
de HD em 2017, e no momento encontra-se transplantada renal desde margo de 2023. N&o fazia
seguimento regular com nefrologia previamente, e entrou em TRS com quadro de uremia, sem
diagnostico etioldgico bem definido, porém referia quadro de HAS associado. Nega sintomas
classicos associados a DF, e ndo sabe referir sobre historico familiar. Durante periodo de HD,

apresentava quadro de ansiedade exacerbada e dores difusas, porém mal definidas.

PACIENTE 05

Paciente de 47 anos de idade, também portadora da VUS ¢.352C>T;p.(Arg118Cys), ou
simplesmente R118C. A suspeita da DF se baseou nos niveis reduzidos de atividade da enzima
a-GAL (1,15 mcmol/L/h). Os niveis de lyso-GL3 apresentaram valores dentro na normalidade
(1,80 ng/mL). O inicio do seu acompanhamento nefroldgico foi com 40 anos de idade devido
sinais de glomerulopatia crbnica, com proteindria e queda importante da TFG. Baseado na
apresentacdo inicial ja avancada da nefropatia, ndo foi submetida a biopsia renal. Pela piora
progressiva do quadro, iniciou esquema regular de HD em 2022, com 46 anos de idade. Nega
sintomas caracteristicos da DF e também nega sinais ou comorbidades associadas a DF em seus

familiares.
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PACIENTE 06

Paciente de 87 anos de idade, portadora da VUS c¢.1288T>G;p.(Ter430GluextTer?), ou
resumidamente T430G. A DF foi suspeitada pelos niveis reduzidos de atividade da enzima a-
GAL (0,84 mcmol/L/h). Os niveis de lyso-GL3 apresentaram valores normais (1,08 ng/mL).
Iniciou esquema de HD com 85 anos, sem etiologia claramente definida. A paciente negou
queixas ou sinais que possam ser atribuidas a DF. Negou dores articulares e sensibilidade ao
calor e ndo apresenta angiogqueratomas. N&o possui alteragdes de exames cardiacos, tais como
HVE. Possui 2 primos com histérico de doenca renal, porém sem informagdes relevantes quanto

a etiologia. Negou outras particularidades.

PACIENTE 07

Paciente de 61 anos de idade, foi a Unica paciente do estudo que foi diagnosticada com uma
variante classificada como patogénica, ¢.956T>C;p.(11e319Thr), ou simplesmente 1319T. E
atestando a patogenicidade da variante, foi criada a suspeita de DF por ambos 0S exames
alterados, os niveis de atividade da enzima a-GAL estavam reduzidos (0,99 mcmol/L/h) e os
niveis de lyso-GL3 estavam aumentados (2,60 ng/mL). Tal paciente encontra-se em tratamento
conservador, com DRC estagio 3 no momento (TFG estimada em 59 ml/min). Das pacientes
diagnosticadas também foi a Unica que ndo se encontra em TRS. Ja estava em uso de ramipril
e atorvastatina devido proteindria e dislipidemia, respectivamente. Referia quadro de
parestesias e sensacdo de peso em membros inferiores quando criancga, porém com melhora
espontanea, a qual ndo sabe precisar com exatiddo o tempo. Negou a presenca de outros
sintomas tipicos de DF quando era jovem. No momento queixa-se de dores intermitentes em
regido abdominal, atreladas a problemas de digestdo, inclusive com suspeita clinica de
sindrome do intestino irritavel. Exames cardiologicos foram realizados, com ecocardiograma
evidenciando disfuncdo diastolica de ventriculo esquerdo, eletrocardiograma mostrando
bloqueio de ramo direito. Foi identificado um filho com DF, inicialmente ja com niveis
aumentados de lyso-GL3 (6,60 ng/mL) e com disfuncéo renal, com creatinina de 2,3 mg/dL,
motivos pelos quais ja foi prescrito o inicio de TRE. RNM cardiaca e cerebral foram realizadas
e ndo apresentaram alteragdes. Apresenta também sinais de depressdo, sem outros sinais ou
sintomas que pode se associar a DF. O heredograma ainda nao foi todo caracterizado, com

possibilidade de se encontrar outros familiares portadores da variante.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo utilizando uma abordagem alternativa de rastreamento para DF foram
analisadas 1874 pacientes do sexo feminino com DRC em tratamento conservador, estagios 3
a5, ou 5D em didlise. Todas as pacientes foram submetidas as dosagens de a-GAL e lyso-GL3.
Nos casos em que havia variagcdes da normalidade de ambos ou qualquer um dos biomarcadores
foi realizada a andlise genetica em busca de variantes do gene GLA (n=132). Do total de
pacientes avaliadas ap0s sequenciamento genético, foram encontradas 7 mulheres com
variantes genéticas.

Analisando os resultados encontrados, foram realizadas andlises estatisticas partindo da
premissa que todas as pacientes com variantes do gene GLA sdo portadoras da DF, porém com
a ciéncia que o numero desses casos inicialmente positivos pode variar apos continuidade das
investigacOes clinicas, laboratoriais, com exames de imagem e dados familiares. Cabe aqui
salientar a importancia que frente a casos de VUS, por ser um diagnostico ndo definitivo, é
recomendado um seguimento continuo multidisciplinar e com diversas especialidades
envolvidas em busca de alteracdes que possam servir ou evidenciar em algum momento a
presenca da DF.

Levando-se em conta todos os 7 casos encontrados como sendo DF, o VPN foi superior
a 99% para lyso-GL3, a-GAL ou a combinacdo de ambos alterados. Nesta analise o encontro
de ambos os valores alterados teve VPP de 100%. A anélise de a-GAL reduzida foi superior ao
lyso-GL3 elevado, apresentando maior sensibilidade e maior VPP. A prevaléncia de DF nesta
populagéo foi de 0,37%.

Encontramos um alto VPP (100%) e VPN (99.7%) para a combinacédo de a-GAL baixa
com lyso-GL3 elevado. Isto esta de acordo com o publicado em estudo similar, que encontrou
valores semelhantes para a combinacdo de ambos os biomarcadores alterados. Entretanto, para
a analise isolada de cada biomarcador os VPPs para a-GAL e lyso-GL3 foram respectivamente
9,2% e 2,9%. O mesmo estudo também encontrou baixo VPP, porém o lyso-GL3 teve maior
VPP comparado a atividade da a-GAL.(42) Os altos VPNs de cada um dos biomarcadores no
presente estudo (superior a 99%) poderiam ser usados para rastreio pois torna-se muito
improvavel o diagndstico de DF em caso de ambos os valores normais. Ja para o diagndstico
de DF, a combinacéo dos dois biomarcadores teve maior VPP.

Dentre os biomarcadores, a atividade da a-GAL reduzida teve melhor VPP e
sensibilidade comparado a dosagem de lyso-GL3. O melhor balanco entre sensibilidade e

especificidade foi obtido com a dosagem de a-GAL.
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Tem sido descrito que o lyso-GL3 é um biomarcador melhor para o diagnéstico da DF
em mulheres, especialmente porque mais de 60% delas com DF tém valores normais de a-
GAL.(61,62) Duas publicagdes também encontram maior sensibilidade na dosagem de lyso-
GL3.(46,57) Diferente destes resultados, encontramos maior sensibilidade e especificidade nas
dosagens de a-GAL. Ha a descricdo da relacdo entre a-GAL / lyso-GL3, sendo que valores
menores que 2.5 apresentaram sensibilidade e especificidade de 100% para detectar DF.(57)
Vale ressaltar que neste estudo o critério de DF incluiu apenas mulheres com fen6tipo cléssico.
No presente estudo foram incluidas mulheres de fenotipo tardio, o que pode explicar valores
mais baixos de lyso-GL3. Corroborando esta informacao, alguns autores reportaram menores
valores de lyso-GL3 em mulheres com fenétipo tardio.(63)

Quanto a viabilidade da aplicagdo destes dois biomarcadores para rastreio da DF,
acreditamos que eles possam ser usados para o diagnostico de exclusao devido ao elevado VPN.
Idealmente ambos os biomarcadores deveriam ser realizados devido a baixa sensibilidade,
porém nesta populacdo a atividade da a-GAL teve maior poder discriminatério, possivelmente
pela predominéncia de fendtipo tardio. Ambos os valores negativos praticamente excluem o
diagnostico de DF, e ambos positivos atestam o diagnostico. Em situacGes intermediarias, com
apenas lyso-GL3 elevado ou a-GAL reduzida, o teste molecular é necessario.

A prevaléncia de variantes genéticas para a DF nesta populacdo foi de 0.37%.
Considerando dados brasileiros, dois estudos de prevaléncia da DF entre a populagdo em HD,
um na Bahia e outro no Rio Grande do Sul, encontraram valores de 0.12% e 0.36%,
respectivamente, porém ambos incluiram apenas homens na analise.(26,64) No estudo da
regido do Vale do Paraiba em Sdo Paulo, incluindo homens e mulheres, a prevaléncia foi de
0.45% sem incluir VUS, e de 0.85% incluindo as variantes VUS.(65) Na nossa populacédo a
prevaléncia de 0.37% pode ser considerada elevada visto que foram avaliadas apenas mulheres,
mas em parte explicada pela inclusdo de casos de fenotipo tardio.

Um questionamento pertinente baseado nos resultados apresentados envolve a alteracéo
dos biomarcadores em pacientes que nao tem alteracdes genéticas para a DF. Em busca de
literatura sobre tal assunto, mesmo em estudos de rastreamentos, em que 0s nUmeros de casos
de atividade enzimaética e lyso-GL3 alterados sem o diagnéstico de DF sdo similares ao
encontrados nesse trabalho, pouco ou quase nada se discute a respeito de tal achado.

Uma justificativa plausivel, que pode explicar ao menos parcialmente essa
possibilidade, é fornecida pela prépria técnica de analise laboratorial do exame.(66) A atividade
enzimatica é padronizada para hematocrito (Ht) de 40, o que em média remete a niveis de
hemoglobina ao redor de 13 g/dL, valor geralmente ndo encontrado em pacientes dialiticas, que

contabilizam a ampla maioria de nossa amostra. Quando os niveis de Ht estdo abaixo desse
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patamar existe a possibilidade de a atividade enzimatica vir falsamente alterada. O que ainda
pode estar atrelado a isso é 0s casos de coleta do sangue das pacientes através do sistema de
didlise, o que pode diluir ainda mais o sangue das pacientes, mesmo sabedores que a
padronizacdo da coleta € sempre orientada para ser feita antes da HD em via sanguinea ainda
ndo diluida.

No tocante ao encontro de lyso-GL3 aumentado nos pacientes que ndo tem DF, existem
algumas explicagfes em literatura que podem ao menos parcialmente explicar tal achado,
porém pela excepcionalidade dos dados encontrados, entendemos ser muito dificil uma relacéo
de causa e efeito nessa situacdo. Niveis minimamente elevados de lyso-GL3 podem ser
encontrados na deficiéncia de prosaposina, que é uma glicoproteina precursora de produtos de
clivagem conhecidas como saposinas, que se localizam principalmente no compartimento
lisossémico, onde facilitam o catabolismo de glicoesfingolipidios através do isolamento do
substrato lipidico do entorno da membrana, tornando-o mais acessivel as enzimas
degradativas.(67)

Podendo ainda justificar, mesmo que em minimas propor¢des, 0 aumento de lyso-GL3
na auséncia da DF, pode haver algum grau de deficiéncia da enzima ceramidase acida, descrita
por poder assumir o catabolismo alternativo de GL3 em situacdes em que o metabolismo se
encontra alterado.(68,69)

No tocante as pacientes descritas e que foram identificadas com variantes VUS a partir
desse rastreamento, é ponto de destaque e bastante perceptivel a necessidade de uma avaliacédo
individualizada, levando-se em conta parametros clinicos, familiares, laboratoriais e
radioldgicos em busca de dados que sustentem ou ndo o diagnostico da DF como etiologia do
acometimento renal e dos outros 6rgéos-alvo.

O dado que talvez mais ilustre esse ponto acima é a paciente ntimero 01. E portadora da
variante ¢.352C>T;p.(Arg118Cys), bastante conhecida e descrita em populacdes ao redor do
mundo, e que a maioria dos autores considera como benigna, ou seja, ndo causadora da DF. O
fato de um familiar homem dessa paciente, ainda jovem, com diminuicdo da atividade
enzimatica e ja com aumento de lyso-GL3, atesta que algum grau de patogenicidade tal variante
pode carregar. Se existe algum outro fator confundidor, abrandador ou estimulador, que faga
com que as alteracdes dos biomarcadores desse paciente tenham ocorrido, dificil atraves dessa
analise genética alguma afirmagéo, mas cabe sempre o beneficio de ao menos se buscar sinais
ou sintomas ou alteracgdes que possam detalhar individualmente cada paciente.

Como forma de se descobrir outros fatores genéticos que podem ser modificadores da

expressdo genética de cada variante, mesmo ndo fazendo parte dos nossos objetivos iniciais,
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pediremos ao laboratério DLE os dados genéticos brutos de todas as pacientes. Infelizmente
ndo tivemos tempo habil de mostrar tais dados nessa presente tese.

A mensagem que se destaca através do exemplo acima é para que todos os profissionais
envolvidos com a DF sejam 0s mais criteriosos e cuidadosos possiveis perante uma enfermidade
com algumas peculiaridades, sabedores que uma afirmagdo ou comprovacao nunca podem ser
tomadas como definitivas.

Este estudo apresenta algumas limitacdes. Ndo foram realizadas analises genéticas para
0s pacientes com a-GAL e lyso-GL3 normais. Estes casos foram inferidos como negativos para
DF baseado nos resultados dos biomarcadores e auséncia de caracteristicas clinicas para DF.
Uma avaliagdo ainda mais completa e continua dos casos com variantes atreladas a DF seria
recomendada incluindo avaliacdo da historia familiar e pesquisa de outras alteracdes genéticas,
tais como as variantes intrénicas, sabendo-se que alteracdes na regido dos introns podem

modificar a expressdo de gene GLA.(70)
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo contribui para a compreensdo do valor diagnostico dos
biomarcadores a-GAL e lyso-GL3 no contexto da DF em mulheres com DRC. A combinagéo
desses biomarcadores parece ser uma abordagem efetiva para o diagnostico da doenga, com
alto VPP e VPN, e a dosagem de a-GAL mostrou ser mais sensivel neste contexto especifico.
Além disso, tomando-se em conta a totalidade dos casos encontrados, aqui ndo excluindo a
situacdo das variantes VUS, a prevaléncia encontrada foi relevante, atestando a importéncia do

rastreamento da DF nessa populacéo.
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escritorio. O cronograma da pesquisa sera 18/11/2022 3 04/02/2023, a pesquisa devera iniciar apés a
aprovagao do CEP.
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Consentimento Livre e Esclarecido pelo fato de que n3o teremos acesso aos individuos cujos resultados
serdo avaliados. O desenvolvimento deste estudo implica em somente avakar os resultados ja obtidos pelos
medicos responsaveis pelos ndividuos por eles acompanhados.

Recomendagoes:

Apresentar relatorio final de atividades apos finalizag3o da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Apbs analise em REUNIAO ORDINARIA, o Colegiado deliberou APROVAGAQ do PROJETO de Pesquisa
apresentado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Cenforme deliberacdo do Colegiado, em REUNIAC ORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, realzada em 06/12/2021, do PROJETO de Pesquisa apresentado encontra-se APROVADO.
O projeto de pesquisa devera ter inicio somente apds aprovacio deste CEP.

Ao final da execucdo da pesquisa. o Pesquisador devera enviar o Relatorio Final de Atividades, na forma de
Notificagdo. via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Enderego: Cnacara Butignolt , zin

Bairro: Rubido Jurior CEP: 18.518-370
UF: 27 Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (1£)3380-1503 E-mall: cep@®mb.unesp.br
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Continuagho do Parecer 5152 533

Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas |[PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/11/2021 Acsto
do Projeto ROJETO 1858402 pdf 14:52:41
Outros TermoDeAnuenciainstituconal. paf 16/11/2021 |Luis Gustavo Modelli| Acsto

14:52:25 | de Andrade
Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada pdf 18/11/2021 |Luis Gustavo Modelli| Acsito
14:51:54 |de Andrade

TCLE /Termos de  |termo_dispensa_TCLE pof 16/11/2021 |Luis Gustavo Modelli| Aceto
Assentimento / 10:28:43 | de Andrade

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado ! |Projeto_cassiano.docx 12/11/2021 |Luis Gustavo Modelli| Aceito
Brochura 124358 |de Andrade
| Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BOTUCATU, 08 de Dezembro de 2021
Assinado por:
Trajano Sardenberg
(Coordenador(a))

Enderego: Chacara Butignolt , sin

Balrre: Rubio Junior CEP: 18.518-370

UF: 27 Munioiplo: BOTUCATU

Telefone: (12)3280-1503 E-mall: cep@rmb.unesp.br
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ANEXO 2 — CERTIFICADO DE APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARCIAIS DO

TRABALHO NO CONGRESSO BRASILEIRO DE NEFROLOGIA EM 2022.

@ W56 %

zw 3_ M _.‘.: : - _ e pepo

o.cwE_ummz op ezz o_wu.ms ua E:cwémm o:mnox a eunsseng ouuom r gsora

\V “ Y\_ rq ,s\:w uwkum{ ==

NﬂmhovmDHUBN&OGOMO:M)\CD.Eg.mwwmwkmcgsoo.;ﬁ&r_ ISSIVE UEpHeA BlBd

¢c0c °p olqusiss 8p ¢

"0g/sllodouelio]4

= boosy

OJaN BIIRIA mmm_os._ opjeasp 1qa

N AL )

ws (jnsonua)) sijodourlio]4 8p S80IUSAUOD 8P 0JJUSD BU ‘ZZ0OTZ 8P 0IqIS)Ss 8p $Z & |Z 8p 0plIod0 eibojossN ws
wabewisyug ap odisjiselg ossalbuo) XX @ eibojosaN ap ougjiseig-osn ossalbuo) (X ‘elbojolieN ap oJisjiselg
ossaibuo) |XXX OjusAs ou ‘eA|IS ebelg ojsnbny oueisse) 1od ‘[eio opdejusssidy spepliepow eu opejussalide 10}

"'STHIHTINI W3 A¥EVYH 30 YONIOA 30 OLNINVYIVLSYY VHVd OAILYNNILTY OAOLIN
NN 30 OYIVITVAY V 3¥E0S O¥IFTISYEE 0ANLSI NN 3a SIVIONVYd SOavLINs3y

JS-SITOdONVYIHOTd « TNSOULNID » 2202 30 OHEWILIS3A PZ V IC

VIOO0T10d43N 34 OdI31IsSvdd

oyjeqe} o anb soweosyis)

eiBOoj0eN We Wwabeuwisajul ap O18|1selg 0ssaibuo)) XIX
eIBo|04BN 3P C419|ISeIg-0sNT 055246U0D) (11X

&

OSSIIONOD IXXX &@7

58



ANEXO 3 — CERTIFICADO DE APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARCIAIS DO
TRABALHO NO CONGRESSO EUROPEU DE NEFROLOGIA EM 2023.

{ERA

IEADING BURCPEAMN NEF-ROLOGY

An inter-disciplinary approach established to disseminate knowledge
ond information amongst those interested in diolysis,
transplantation and renal diseases

Abstract Certificate

The abstract below, submitted to the
60th ERA Congress
(June 15-18, 2023),
has reached a percentile of
77.78/100

AN ALTERNATIVE METHOD FOR SCREENING FABRY DISEASE
IN WOMEN - PARTIAL RESULTS OF A BRAZILIAN STUDY.

by
Cassiano Augusto
SILVA
P
Ronald Gansevoort Christoph
Paper Selection Wanner
Committee Chair ERA
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ANEXO 4 — CERTIFICADO DE APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARCIAIS DO

TRABALHO NO CONGRESSO PAULISTA DE NEFROLOGIA EM 2023.
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ANEXO 5 - COMPROVANTE DE APROVACAO PARA APRESENTACAO DOS
RESULTADOS PARCIAIS DO TRABALHO NO CONGRESSO AMERICANO DE

NEFROLOGIA EM 2023.
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