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RESUMO

Introducéo: A doenca de Fabry (DF) é um erro inato do metabolismo caracterizado
pela deficiéncia da enzima a-galactosidase A. O objetivo priméario deste trabalho foi
avaliar o perfil genético e fenotipico da doenca de Fabry em pacientes submetidos a
hemodialise. Métodos: Estudo de coorte observacional para determinar a incidéncia
de variacOes genéticas e alteracdes fenotipicas para DF em pacientes em hemodialise
no Vale do Paraiba e na Zona Leste de S&o Paulo. O teste genético para o gene GLA
foi realizado para homens e mulheres (maiores de 12 anos) em todos o0s pacientes
das clinicas de hemodialise entre janeiro de 2016 a dezembro de 2019 como protocolo
de rastreio. Resultados: Os casos foram provenientes de exames de triagem do caso
indice entre pacientes portadores de doenca renal crénica resultando em 17 familias,
totalizando 82 pacientes em estudo. A classificacdo da variante mais prevalente foi a
variante de significado incerto (54%) seguido da variante patogénica (46%). Foram
descritos 5 pacientes em duas familias com dois tipos de variantes ainda nao
previamente descritos na literatura com comportamento patogénico. Na comparagao
entre os tipos de variantes a presenca de variante patogénica foi associada a maiores
niveis de lysoGB3, menores valores da atividade da alfa-GAL e maior frequéncia de
sintomas relativos a DF. Conclusao: Caracterizamos uma extensa populacdo de
pacientes com variantes para DF com riqueza de detalhes de genética, clinica e de
biomarcadores. Acreditamos que este estudo possa auxiliar na melhor caracterizagéao
da populacéo brasileira com DF e nos tipos mais frequentes de variantes.

Palavras-chave: Doenca de Fabry; Insuficiéncia Renal Crénica, lysoGBS3;

biomarcadores.



ABSTRACT

Introduction: Fabry disease (FD) is an inborn error of metabolism characterized by a
deficiency of the enzyme a-galactosidase A. The primary objective was to evaluate the
genetic and phenotypic profile of Fabry disease in the population undergoing
hemodialysis. Methods: An observational cohort study to determine the incidence of
genetic variations and phenotypic changes in patients undergoing hemodialysis
therapy in Vale do Paraiba and East Zone of S&o Paulo. Genetic testing for the GLA
gene was performed for men and women in all hemodialysis clinic patients over 12
years of age between January-2016 to December-2019 as a screening protocol.
Results: The sample result from screening tests of the index case among patients with
chronic kidney disease, resulting in 17 families totaling 82 patients in the study. The
most prevalent variant was the variant of uncertain significance (54%) followed by the
pathogenic variant (46%). Five patients in two families were described with two types
of variants not previously described in the literature with pathogenic behavior. When
comparing the types of variants, the presence of a pathogenic variant was associated
with higher levels of lysoGB3, lower values of alpha-GAL activity and higher frequency
of symptoms related to FB. Conclusion: We characterized an extensive population of
patients with FB with a wealth of genetic, clinical and biomarker details. We believe
that this study can help to better characterize the Brazilian population with FD and the

most frequent types of variants.

Key-words: Fabry Disease, Chronic Kidney Failure, lysoGB3; biomarkers.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Fabry € um erro inato do metabolismo caracterizado pela
deficiéncia da enzima a-galactosidase A (a-D-galactosido galactohidrolase; a-gal A)
(1) levando ao acumulo e deposicao de glicoesfingolipideo (Gb3) nos lisossomos (2).
A atividade deficiente de a-galactosidase A lisossémica (a-gal A) resulta no acumulo
progressivo de globotriaosilceramida (Gb3 ou GL-3) e glicoesfingolipideos
relacionados nos lisossomos de Varios tipos celulares, incluindo células endoteliais
capilares, renais, cardiacas e células nervosas (3). O acumulo nos lisossomos comeca
na infancia, ou mesmo ja no estagio fetal do desenvolvimento (4). No entanto,
diferente de outras doencas de depdsito lisossdomico (5), a maioria dos pacientes
permanece clinicamente assintomatica durante os primeiros anos de vida. Na Doenca
de Fabry, acredita-se que o armazenamento lisossbmico e a disfuncédo celular
desencadeiam uma cascata de eventos, tais como: o comprometimento do
metabolismo energético, lesdo de pequenos vasos, estresse oxidativo e isquemia
tecidual culminando com morte celular e o desenvolvimento de fibrose cardiaca e
renal irreversiveis (3). Os primeiros sintomas clinicos interferem no bem-estar e 0 no
desempenho e surgem na infancia, tipicamente entre a faixa de 3 a 10 anos de idade,
e geralmente € mais tardio nas mulheres do que nos homens (6).

Os exames de rastreio contribuem para o diagnéstico de casos ndo suspeitos
qguando realizados em populacdes de alta prevaléncia como doenca renal cronica,
pacientes com hipertrofia do ventriculo esquerdo sem etiologia definida e no acidente
vascular cerebral de etiologia incerta (7). Entretanto, podem ser identificadas variantes
de significado incerto e mesmo variantes benignas que ndo correspondem a patologia
e sdo encontradas na populacdo normal (8,9). A publicacdo dos resultados das
variantes genéticas com o seu correspondente fenotipo € uma das formas de
averiguar a patogenicidade, contribuindo para a formacdo dos bancos de dados de
mutacdes (10). No Brasil foram realizados inumeros testes de rastreio em pacientes
em hemodialise, porém com poucas publicacfes destes resultados (11,12). Dessa
forma, é de fundamental importancia conhecer o perfil genético, a incidéncia e o

resultado do tratamento especifico.
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2. OBJETIVO

O objetivo primario foi avaliar o perfil genético e fenotipico para a doenca de
Fabry na populacdo em hemodidlise do Vale do Paraiba e na Zona Leste de Sao Paulo

estendendo a analise aos familiares dos casos afetados.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte observacional para se determinar a incidéncia
de variacGes genéticas e alteracdes fenotipicas para doenca de Fabry em pacientes
em hemodialise no Vale do Paraiba e na Zona Leste de S&o Paulo. O trabalho foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu
(CAE: 45885721.0.0000.5411) e os pacientes assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido.

3.2. POPULACAO DE ESTUDO

Os pacientes que realizam hemodialise no Vale do Paraiba e na Zona Leste de
Sé&o Paulo foram submetidos a teste de rastreio para doenca de Fabry entre janeiro
de 2016 a dezembro de 2019 por indicacdo clinica, segundo protocolo dos centros.
Por se tratar de uma doenca genética, nos casos positivos a analise foi estendida para

os familiares observando o padréo de heranca ligada ao cromossomo X.

3.3. CRITERIOS DE INCLUSAO/EXCLUSAO

Os critérios de incluséo utilizados foram: todos os pacientes em terapia renal
substitutiva tipo hemodialise concordantes; os familiares dos pacientes com teste
genético positivo observando o padrdo de heranca ligado ao cromossomo X até a

terceira geracdo. Foram excluidos os pacientes com idade inferior a 12 anos.

3.4. PROTOCOLO DE RASTREIO E AVALIACAO DOS CASOS POSITIVOS

Nos homens foi realizado a dosagem da atividade enzimética da alfa-GAL e
nas mulheres foi realizado o teste de sequenciamento do gene GLA. Adicionalmente,
nos homens com atividade da a-GAL menor que o valor de referéncia (15,3 pumol/L/h)
foi realizado o teste genético para o gene GLA. Os casos de analise genética positiva

foram seguidos por médico especialista na doenca de Fabry para determinar a
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patogenicidade da variante através de analise clinica, familiar e dos exames
complementares. Foram realizadas andlises clinicas incluindo a pesquisa de sinais e
sintomas para Fabry, tais como histéria de dor neuropética e pesquisa de
angioqueratomas. Os pacientes foram submetidos ao exame de lampada de fenda
para pesquisa de cornea verticillata, analise da funcao renal através da estimativa de
filtracdo glomerular e proteinuria, avalicdo da funcéo cardiaca e massa ventricular por
ecocardiograma. As andlises clinicas, bioquimicas e genéticas foram estendidas aos

familiares do caso indice.

3.5. DEFINICOES

Todas as andlises de atividade enzimatica da alfa-GAL e testes genéticos foram
realizados por andlise de papel de filtro no laboratério CENTOGENE (AG;
Schillingallee 68; 18057 Rostock, Germany). A andlise do lysoGB3 foi realizada por
espectrometria de massa por cromatografia liquida. O valor de referéncia para o lyso-
GB3 foide 1, 8 ng/mL. A analise da alfa-GAL foi realizada pelo método da fluorimetria.
O valor de normalidade para atividade da alfa-GAL foi de 15,3 umol/L/h. O gene GLA
foi analisado por uma abordagem de sequenciamento de proxima geracao baseada
em amplicons. Os amplicons cobrem toda a regido codificante e as juncdes de splice
éxon-intron altamente conservadas. Uma cobertura minima de 20 vezes para cada
amplicén foi alcancada. Regibes ausentes ou regides com baixa qualidade sao
completadas com o sequenciamento classico de Sanger para atingir 100% de
cobertura. Regides ausentes ou regides com baixa qualidade sdo completadas com o
sequenciamento classico de Sanger para atingir 100% de cobertura. A sequéncia de
referéncia foi: GLA: NM_000169.2.

A classificacdo da variante foi realizada por consulta no banco de dados de
Fabry (http://fabry-database.org/). Desta andlise resultou a classificacdo em: variante
de significado incerto e patogénica segundo recomendacdes da ACMG (13). Nos
casos nao reportados foram feitas consultas adicionais na literatura (PubMed) e na
base de dados do ClinVar (https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar). Na auséncia de
variantes do gene GLA previamente relatadas estes pacientes foram reportados
segundo as caracteristicas que melhor definam aquela variante. Os casos foram
reportados como patogénicos devido a predicdo em silico da variante, sua frequéncia

populacional e presenca de caracteristicas clinicas de Fabry.
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A funcéao renal basal foi estimada pela férmula de CKD-EPI para os pacientes
maiores de 18 anos (14). Para os pacientes com idade entre 12 e 18 anos foi estimada
a filtracdo glomerular usando a formula de Schwartz (15). A proteindria foi realizada
em coleta de urina de 24hs.

O diagnoéstico de certeza para Doenca de Fabry foi definido segundo as
recomendacdes europeias (16) e o consenso Brasileiro de Fabry (17). Definimos
sintomas especificos da DF a presenca de angioqueratomas, cérnea verticillata ou dor
neuropatica. Dor neuropéatica foi definida como dor nas méos e / ou pés com inicio de
dor na infancia ou adolescéncia e / ou curso caracterizado por exacerbacfes
provocadas por febre, exercicio ou calor. O angioqueratoma preencheu 0s critérios
clinicos caso estivesse agrupado e presente em areas caracteristicas: area do tronco
de banho, labios e umbigo. A cérnea verticillata foi determinada por lampada de fenda
na auséncia de uso de drogas anfifilicas (ou seja, amiodarona, cloroquina).

As localizacbes geograficas das cidades de moradias dos casos indices e
familiares  foram obtidas pelas coordenadas do Google maps
(https://lwww.google.com.br/maps/preview). A populagéo de cada municipio foi obtida
no IBGE para o ano de 2021. Para o municipio de S&o Paulo foi considerada a sub-
regido de morada de cada familia (Penha e Grajal) sendo somadas a populacéo
destas duas sub-regides. Os calculos de incidéncia de DF foram feitos por 100.000

habitantes.

3.6. GRUPOS

Para as descricbes das caracteristicas genotipicas e fenotipicas os pacientes
formam divididos em sexo masculino e feminino. Foram realizadas andlises dos
pacientes agrupados por tipo de variante em dois grupos: variante de significado

incerto (VUS) e patogénica.

3.7. CALCULO DA AMOSTRA

Estima-se que foram realizados exames de rastreio em aproximadamente 1980
pacientes em hemodialise no periodo do estudo. A incidéncia estimada de Doenca de
Fabry nesta populacéo € estimada entre 0,25 e 0,5% (11,12). Segundo Laney et al
para cada caso indice estima-se o encontre de 5 familiares com DF (18). Assim
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estima-se 5 a 10 casos indices com diagnostico de Fabry e estendendo a analise para

os familiares estima-se um total de 25 a 50 pacientes.

3.8. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados numéricos foram descritos em mediana e percentis 25 e 75%. A
normalidade foi aferida pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados continuos foram
apresentados em numero e percentagem. Os dados faltosos foram descritos em todas
as tabelas. As analises de sensibilidade foram realizadas excluindo os pacientes
portadores de VUS.

Para as comparagdes entre os sexos foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
as variaveis continuas e o teste exato de Fisher para as categoéricas. Para a
comparacao entre os diferentes grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney para as
variaveis continuas e o teste exato de Fisher para as categoricas.

Para as analises de correlacao foi utilizado teste de correlacdo de Spearman.
Os coeficientes de correlacdo foram o rho de Spearman. Para os sintomas clinicos,
foram feitos graficos de correlacdo usando a network plot criado a partir um painel de
correlacdo no qual as variaveis que sado mais altamente correlacionadas aparecem
mais proximas e sdo unidas por setas. As setas séo coloridas por seu sinal (verde
para positivo e vermelho para negativo). A proximidade dos pontos é determinada
usando agrupamento multidimensional. Os graficos foram construidos com o pacote

ggplot2 e as andlises estatisticas realizadas com o software R versdo 4.0.1.

4. RESULTADOS

Obtivemos um total de 94 casos em estudo provenientes de 17 diferentes
familias. Excluindo os menores de 12 anos restaram 82 casos em analise. A familia
menos numerosa teve um caso e a mais numerosa 29 casos. Houve 9 familias com
variantes classificadas como patogénicas e 8 familias com variantes de significado
incerto (VUS) (Figura 1A).
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Figura 1. A. Namero total de casos e familias em estudo por tipo de variante no estudo de Fabry no Vale do
Paraiba e na Zona Leste de Sao Paulo; B. Numero total de casos por tipo de variante.

Todos os casos 82 casos foram provenientes de rastreio de pacientes em
hemodialise. Foram 13 casos indices (6 do sexo feminino) provenientes de pacientes
de hemodialise e 69 provenientes de rastreio familiar do caso indice. No total foram
descritas 10 variantes relacionadas ao gene GLA. Obtivemos 8 casos de variantes
patogénicas (C142R, M290I, c¢.396del, F113L, N224S, c.401A>G, M1V e c.155G>T)
e duas variantes classificadas como VUS (R118C, e A143T) (Figura 1B). Do grupo
das patogénicas duas variantes, ndo previamente descritas, puderam ser
classificadas como patogénicas (c.401A>G e c¢.155G>T). A variante M1V reportada
como VUS pode ser caracterizada como patogénica devido confirmacéo por histologia
do caso indice.

A localizacdo geografica mostra a presenca de 12 diferentes cidades
localizadas na regido do Vale do Paraiba e na Zona Leste de Sdo Paulo. A cidade
com maior numero de casos foi S&o Jose dos Campos (n = 22) e Guarulhos (n = 22).

O municipio com menor niumero de caso foi Taubaté (n = 1) (Figura 2, Tabela 1).
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Tabela 1. Localizacao geogréfica dos casos e tipos de variantes no estudo de Fabry do Vale do Paraiba

e Zona Leste de Sao Paulo.

Cidade Variante Classe variante N°de casos Latitude Longitude
Aparecida M290I Patogénica 2 -22.84800 -45.22740
Guaratingueta c.396del Patogénica 3 -22.81620  -45.19350
Guarulhos A143T VUS 4 -23.45416  -46.53410
Guarulhos c.401A>G Patogénica 3 -23.45416  -46.53410
Guarulhos M1V Patogénica 6 -23.45416  -46.53410
Guarulhos M290lI Patogénica 5 -23.45416  -46.53410
Guarulhos R118C VUS 4 -23.45416  -46.53410
Itaquaquecetuba R118C VUS 2 -23.48660  -46.34890
Jacarei R118C VUS 12 -23.30550 -45.96700
Paraibuna Cl42R Patogénica 8 -23.38140  -45.66260
Pindamonhangaba F113L Patogénica 3 -22.92782  -45.45957
Séao Jose dos Campos R118C VUS 22 -23.17910 -42.88720
Séo Paulo c.155G>T Patogénica 2 -23.61824  -46.63520
Sao Paulo N224S Patogénica 2 -23.61824  -46.63520
Taubaté F113L Patogénica 1 -23.03090 -45.54830
Tremembé c.396del Patogénica 3 -22.96050 -45.54070

4.1. ANALISE DE INCIDENCIAS

Para as analises de incidéncia foram consideradas apenas as variantes

patogénicas. A incidéncia global da doenca de Fabry apresentou uma frequéncia de

0,16 casos por 100.000 habitantes, sendo menor em Taubaté (0,31 casos/100.000) e

maior em Paraibuna (5,46 casos/100.000).
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4.2. ANALISE DESCRITIVA DA POPULACAO

A populacdo em analise foi de 82 casos sendo 100% dos diagndsticos feitos
por exames de triagem. A idade mediana ao diagnéstico foi de 40 (25-52) anos com
predominio do sexo feminino (63%). A mediana da idade nas mulheres foi de 34 (22-
54) anos e nos homens de 45 (39-50) anos. No geral, a presenca de hipertensao foi
de 33%, de diabetes de 9% e a funcao renal mediana foi de 92 (69 — 103) mL/min. Do
total 54% dos casos foram variantes de significado incerto. Os sintomas de
angiogueratoma e cornea verticillata estiveram presentes em 9% dos casos. As
acroparestesias estavam presentes em 68% dos casos. Houve maior incidéncia de
angioqueratomas nos homens (21%) quando comparado com as mulheres (2%) (p =
0,008). Houve maior incidéncia de perda auditiva nos homens (25%) quando
comparado com as mulheres (0%) (p<0,001). Do total 54% estavam em tratamento
com terapia de reposicdo enzimatica. Os homens estavam em TRE em 69%

comparado a 46% nas mulheres (p =0.038) (Tabela 1).

4.3. ANALISE DESCRITIVA SENSIBILIZADA

Realizamos as analises da populacdo em estudo excluindo os casos de
variantes de significado incerto. Apds excluséo dos casos de VUS restaram 38 casos
em andlise (variantes patogénicas). A idade mediana foi de 41 (27-50) anos com
predominio do sexo feminino (60%). Nas mulheres a idade mediana foi de 35 (24-53)
anos e nos homens de 42 (40-50) anos. No geral a presenca de hipertenséo foi de
31%, de diabetes de 8,3% e a funcdo renal mediana foi de 97 (77 — 106) mL/min. Os
sintomas de angioqueratoma e cornea verticillata estiveram presentes em 20% dos
casos. Os angioqueratomas foram mais frequentes nos homens (40%) comparados
as mulheres (5%) (p = 0,027). A perda auditiva foi maior nos homens (27%)
comparado as mulheres (p = 0,027). A acroparestesias estavam presentes em 77%
dos casos. Do total, 74% estavam em tratamento com terapia de reposicao
enzimatica, sendo 93% nos homens e 61% nas mulheres (p = 0,13) (Tabela 2).



Tabela 2. Caracteristicas gerais, genétipo e fenétipo dos pacientes com variantes para Fabry do Vale

do Paraiba e da Zona Leste de Sao Paulo.

Variavel Patogénica (n =38)!  VUS (n=44)1 p-valor?

Idade (anos) 41 (27, 50) 38 (24, 53) 0,8

Sexo 0,6
Feminino 23 (61%) 29 (66%)
Masculino 15 (39%) 15 (34%)

Raca 0,6
Banco 36 (95%) 43 (98%)
Negra 2 (5,3%) 1(2,3%)

Tabagismo 0,7
Sim 4 (11%) 3 (7,0%)
Nao 32 (89%) 40 (93%)
Desconhecido 2 1

Hipertenséo arterial 0,7
Sim 11 (31%) 15 (35%)
N&o 25 (69%) 28 (65%)
Desconhecido 2 1

Diabetes Mellitus >0,9
Sim 3 (8,3%) 4 (9,3%)
Nao 33 (92%) 39 (91%)
Desconhecido 2 1

PAS (mmHg) 120 (110, 140) 120 (110, 130) >0,9
Dado faltoso 7 3

PAD (mmHg) 80 (70, 80) 80 (70, 80) 0,6
Dado faltoso 7 3

eGFR (mL/min) 97 (77, 106) 78 (59, 102) 0,11
Dado faltoso 10 12

Proteindria (mg/24h) 1 (0, 37) 60 (1, 88) 0,056
Dado faltoso 11 13

Genética

Variante tipo 0,008
Delecéo 6 (16%) 0 (0%)
Missense 32 (84%) 44 (100%)

Diagnéstico
Triagem 38 (100%) 44 (100%)

Sintomas

Cérnea verticillata 0,003
N&o 28 (80%) 42 (100%)
Sim 7 (20%) 0 (0%)
Dado faltoso 3 2

Angioqueratoma 0,003
Nao 28 (80%) 42 (100%)
Sim 7 (20%) 0 (0%)
Dado faltoso 3 2

Diarreia >0,9
Nao 32 (91%) 39 (93%)
Sim 3 (8,6%) 3 (7,1%)
Dado faltoso 3 2

Ortopneia 0,071
Nao 28 (80%) 40 (95%)



Variavel Patogénica (n = 38)* VUS (n = 44)? p-valor?
Sim 7 (20%) 2 (4,8%)
Dado faltoso 3 2

Palpitacbes 0,3
Nao 19 (54%) 28 (67%)
Sim 16 (46%) 14 (33%)
Dado faltoso 3 2

Hipoacusia >0,9
N&o 34 (97%) 40 (95%)
Sim 1 (2,9%) 2 (4,8%)
Dado faltoso 3 2

Acroparestesia 0,10
Nao 8 (23%) 17 (40%)
Sim 27 (77%) 25 (60%)
Dado faltoso 3 2

Hipoidrose 0,010
Né&o 9 (26%) 23 (55%)
Sim 26 (74%) 19 (45%)
Dado faltoso 3 2

Cefaleia 0,3
Né&o 16 (46%) 24 (57%)
Sim 19 (54%) 18 (43%)
Dado faltoso 3 2

Alteragcbes de humor 0,5
Nao 29 (83%) 37 (88%)
Sim 6 (17%) 5 (12%)
Dado faltoso 3 2

Dor abdominal 0,012
Né&o 19 (54%) 34 (81%)
Sim 16 (46%) 8 (19%)
Dado faltoso 3 2

Perda auditiva 0,7
Nao 31 (89%) 39 (93%)
Sim 4 (11%) 3 (7,1%)
Dado faltoso 3 2

Biomarcadores e Tratamento

lysoGB3 (ng/mL) 4 (2, 24) 1(1,2) <0,001
Dado faltoso 0 2

Alfa-GAL (mmol/h/L) 2,00 (0,83, 2,00) 7,50 (5,73, 8,78) <0,001
Dado faltoso 24 30

Tratamento TRE <0,001
Sim 28 (74%) 16 (37%)
Nao 3 (7,9%) 22 (51%)
Solicitado 7 (18%) 5 (12%)
Dado faltoso 0 1

20

2Teste de soma de postos de Wilcoxon; teste Qui-quadrado de Pearson; teste exato de
Fisher; PAS: presséo arterial sistolica; PAD: presséao arterial diastolica; eGFR: funcgao renal
estimada; VUS: variante de significado incerto; TER: terapia de substituicdo enzimatica.
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4.4. DESCRICAO DETALHADA DOS CASOS DE VUS

A maioria dos casos relatados foram variantes de significado incerto (VUS).
Foram 44 casos correspondendo a 52% do total. Os casos de R118C foram mais
frequentes (n = 40). Neste grupo a mediana de idade ao diagndéstico foi de 37 (21-53)
anos, com 65% de mulheres. Nao houve casos de sintomas de angiogueratomas ou
presenca de cérnea verticillata. Houve 55% de acroparestesias e 7,9% de casos de
perda auditiva. A funcéo renal mediana foi de 78 (60-103) mL/min e a proteinaria de
59 (1-87) mg/24h. A concentracdo mediana de lysoGb3 foi de 1,4 (1,2 — 1,6) ng/mL.
A atividade da alfa-GAL foi de 8,2 (6,7 a 8,8) mmol/h/L o que corresponde a 54% de
atividade do valor de referéncia. O caso indice foi uma paciente do sexo feminino em
hemodialise. Do total 12 pacientes (31% dos casos) estavam em tratamento com
terapia de reposi¢do enzimatica.

O outro grupo de VUS foi a variante A143T com 4 casos. A idade mediana
deste grupo foi de 40 (36-47) anos, com 75% de mulheres. A funcéo renal estimada
foi de 91 (73-93) mL/min e a proteinuria de 60 (30-234) mg/24h. N&o houve casos de
pacientes com sintomas de coOrnea verticillata ou presenca de angioqueratomas.
Sintomas de acroparestesias ocorreram em 100% dos casos. A mediana de lysoGB3
foi de 1,65 (1,58 — 1,72) ng/mL e a atividade da alfa-GAL foi de 3 (3,1 — 3,1) mmol/h/L.
Todos os casos estavam em terapia de reposicdo enzimatica. O caso indice foi uma
paciente do sexo feminino com TFG de 54 mL/min, proteindria de 407 mg/24h e
lysoGB3 de 1,8 ng/mL.

4.5. ANALISE ENTRE GRUPOS DE VARIANTES

Realizamos uma comparacao entre os 2 tipos de variantes (VUS e patogénica).
As caracteristicas de idade, sexo, presenca de comorbidades e funcdo renal foram
semelhantes entre os grupos. A presenca de delecéo foi mais frequente nas variantes
patogénicas comparadas a VUS: 16% versus 0% (p = 0,008). A presenca de sintomas
especificos da doenca de Fabry como angioqueratomas de cérnea verticillata foram
mais frequentes nas variantes patogénicas comparadas a VUS: 20% versus 0% (p =
0,003). Nao houve diferengas na presenca de acroparestesias entre 0os grupos. A
concentragdo de lysoGB3 foi maior nas variantes patogénicas 4 (2-24) ng/mL
comparadas a variantes VUS 1 (1-2) ng/mL (p<0,001). A atividade enzimatica de alfa-

GAL foi menor nas variantes patogénicas comparadas as variantes VUS (p<0,001). O
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tratamento com terapia de reposicdo enzimatica foi mais frequente nas variantes

patogénicas comparados a VUS: 74% versus 37%(p<0,001) (Tabela 2).

4.6. ANALISE DE CORRELACAO DOS SINTOMAS CLINICOS

Realizamos uma correlacdo entre os sintomas clinicos dos pacientes com
variantes de Fabry (n = 82). O diagrama representa graficamente as correlagdes entre
os sintomas (Figura 3A, Figura 1). Vemos uma correlacdo entre perda auditiva e
angioqueratomas. Os sintomas de dor abdominal, acroparestesias e hipoidrose

também apresentaram correlacao (Figura 3A, Figura 1).
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diarreia dor_abdominal
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cefalela acroparestesia

angioqueratoma

Figura 3. A. Correlacéo entre sintomas clinicos nos pacientes com variantes de Fabry do Vale do Paraiba e Zona
Leste de S&o Paulo (network plot); B. Correlagéo entre sintomas clinicos nos pacientes com variantes de Fabry do
Vale do Paraiba e Zona Leste de Sdo Paulo excluindo os casos de VUS (network plot). As correlagdes sao
sinalizadas pelas curvas e a intensidade numa escala visual de cores. As setas sdo coloridas por seu sinal (verde

para positivo e vermelho para negativo).
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Figura 4. Correlacédo entre sintomas clinicos na popula¢do com variantes de Fabry do Vale do Paraiba e da Zona
Leste de S&o Paulo.

Realizamos a mesma analise de correlacdo entre os sintomas clinicos dos
pacientes com variantes de Fabry excluindo os casos de VUS (n = 38). O diagrama
representa graficamente as correlagbes entre os sintomas (Figura 3B, Figura
suplementar 2). Vemos uma correlacdo entre perda auditiva, hipoacusia e
angiogueratomas. Os sintomas de dor abdominal, acroparestesias e hipoidrose

também apresentaram correlacdo (Figura 3B, Figura suplementar 2).
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Figura 5. Correlacéo entre sintomas clinicos nos pacientes com variantes de Fabry do Vale do Paraiba e da Zona

Leste de Sao Paulo excluindo os casos de VUS.
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4.7. ANALISE DOS BIOMARCADORES E ATIVIDADE DA ALFA-GAL
4.7.1. ANALISE DE LYSOGB3 NO BASELINE

A concentracfes medianas no sexo feminino foram respectivamente para o
grupo patogénico e VUS: 3,40 (1,45 - 5,05) ng/mL versus 1,40 (1,20 — 1,63) ng/mL
(p<0,001). A concentra¢cfes medianas no sexo masculino foram respectivamente para
grupo patogénico e VUS: 44 (5 - 58) ng/mL versus 2 (1 - 2) ng/mL, sendo o valor de
referéncia menor que 1,8 ng/mL (p<0.001) (Figura 6).
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Valor de referencia lysoG3b: 1.8 ng/ml

Figura 6.Concentracéo de lysoGB3 entre os grupos de variantes VUS e patogénicas nos pacientes com variantes

para Fabry do Vale do Paraiba e Zona Leste de S&o Paulo (estratificados por sexo).
4.7.2. ANALISE ATIVIDADE DA ALFA-GAL NO BASELINE

A andlise da atividade da alfa-GAL entre os grupos (somente nos pacientes do
sexo masculino) teve concentracdes medianas nos grupos de variantes patogénica e
VUS respectivamente: 2,00 (0,83 — 2,00) versus 7,50 (5,73 — 8,78) mmol/h/L, sendo o

valor de referéncia maior que 15,3 mmol/L/h (p<0,001) (Figura 7).
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Figura 7. Concentracao de alfa-GAL entre os grupos de variantes VUS e patogénicas nos pacientes com variantes
para Fabry do Vale do Paraiba e Zona Leste de S&o Paulo.

5. DISCUSSAO

Neste estudo descrevemos as caracteristicas genéticas e fenotipicas de 82
pacientes maiores de 12 anos com variantes para Doenca de Fabry no Vale do
Paraiba e na Zona Leste de Sdo Paulo. Todos os casos foram provenientes de
exames de triagem do caso indice entre pacientes de hemodialise resultando na
identificacdo de 17 familias, totalizando 82 pacientes. A classificacdo da variante mais
prevalente foi a variante de significado incerto (n = 44, 54%) seguido da variante
patogénica (n = 38, 46%). Foram descritos 5 pacientes em duas familias com variantes
ainda ndo previamente descritas na literatura apresentando comportamento
patogénico e incluidos nesta categoria. Adicionalmente uma variante VUS pode ser
classificada como patogénica com confirmagéo por bidpsia do caso indice (variante
M1V). Na comparacao entre os tipos de variantes a presenca de variante patogénica
foi associada a maiores niveis de lysoGB3, menores valores da atividade da alfa-GAL
e maior frequéncia de sintomas relativos a doenca de Fabry (cérnea verticillata e

angigueratomas).
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5.1. ANALISE DA POPULACAO

Dados deste estudo mostraram uma idade mediana ao diagndéstico de 34 anos
para as mulheres e 45 anos para os homens, com predominio do sexo feminino (63%).
Excluindo os pacientes com VUS a idade ao diagndstico foi de 35 anos para as
mulheres e 42 anos para os homens. Uma analise do registro do FOS mostrou idade
meédia nas mulheres ao diagndstico de 37 anos e nos homens de 34 anos, com um
total de 52% de mulheres (19). Em analise da coorte do REGISTY na América Latina
a idade média dos homens foi de 35 anos e das mulheres de 37, 8 anos com
percentagem semelhante entre os sexos (20). Notamos, na presente andlise, uma
maior idade ao diagndéstico nos homens e uma maior percentagem de diagnostico nas
mulheres. A idade ao diagndstico mais elevada pode ser explicada pela dificuldade
diagndstica da DF e pelas condi¢des do sistema de saude. Estudo de mulheres com
DF na América Latina mostrou uma idade elevada ao diagnéstico com 10 anos do
inicio dos sintomas ao diagnastico (20).

O numero de mulheres afetadas pela doenca de Fabry apds o diagndstico de
um caso indice foi aproximadamente o dobro do numero de homens afetados. Este
namero reflete o padréo de heranca ligado ao cromossomo X da doenca de Fabry e
sugere que a incidéncia da doenca de Fabry nas mulheres pode ser estimada em
1/20.000, comparada a incidéncia tradicional de 1/40.000 nos homens (18). De
maneira semelhante um estudo de rastreio em pacientes com doenca renal cronica
em terapia de hemodidlise no Brasil demonstrou uma incidéncia de 66, 1% em

mulheres muito semelhante ao presente estudo (21).

5.2. VARIANTES PATOGENICAS

Neste estudo 38 variantes foram classificadas como patogénicas (c.155G>T,
c.396del, c.401A>G, C142R, F113L, M1V, M290l, N224S). Dois destes casos
(c.401A>G, c.155G>T) nao previamente descritos puderam ser classificados como
patogénicos. A variante M1V descrita na literatura como VUS pode ser classificada
como patogénica devido a importante reducéo da atividade enzimatica e aos elevados
niveis de lyso-GB3. O paciente caso indice realizou bidpsia renal que foi compativel
com DF.

A presenca de sintomas classicos da doenca de Fabry foram mais elevados

nos pacientes com variantes patogénicas. A presenca de angioqueratomas e cornea
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verticillata ocorreu em 20% e a perda auditiva ocorreu em 11%. Estes pacientes
apresentaram menores valores de alfa-GAL e valores mais elevados de lyso-GB3 em
comparacao aos pacientes com VUS. Uma percentagem mais elevada de sintomas
cladssicos de angioqueratomas e cornea verticillata foram descritos em homens com
fendtipo classico em comparagcédo ao presente estudo (3). Na presente analise, no
entanto, encontramos uma elevada percentagem de mulheres o que pode explicar
uma menor frequéncia de sintomas classicos de DF. Possivelmente trata-se de
pacientes do sexo feminino sem o fenétipo classico da DF. Na visao de alguns autores
o fendtipo classico nas mulheres é definido como a presenca da variante patogénica
associado a uma caracteristica classica de DF como dor neuropatica, angigueratoma
ou cornea verticillata (22). Ressalta-se ainda que neste grupo temos uma elevada
frequéncia de dor neuropatica (77%) o que poderia caracterizar estes pacientes como
fendtipo classico. Em contraponto a dor neuropatica traz uma maior subjetividade na

avaliacdo em comparacao aos outros dois sinais classicos da DF.

5.3. DESCRICAO DAS VUS

A maioria dos casos relatados se encaixa em casos de variantes de significado
incerto (VUS). Foram 44 casos correspondendo a 53% do total. Como o desenho
deste estudo foi através de exame de rastreio em pacientes de hemodialise e seus
familiares é esperado um encontro maior deste tipo de variante. As variantes tipo VUS
sdo mais frequentes em comparacdo as variantes patogénicas (7). Desta forma,
estudos que avaliam pacientes de rastreio apresentam elevada percentagem de
variantes do tipo VUS. A definicdo da doenca de Fabry nos casos de VUS requer
avaliacdo clinica, laboratorial e histoloégica mais detalhada para caracterizar a
patogenicidade da variante (9, 15, 16).

No presente estudo a variante do tipo VUS mais frequente encontrada foi a
R118C que ocorreu em 40 pacientes ou 49% do total de casos reportados. A variante
R118C pode estar associada a uma reducdo da atividade enzimatica da alfa-GAL e
alguns autores relatam associacdo com um fenoétipo tardio de doenca de Fabry,
cursando com niveis elevados de lysoGB3 (25). Outros autores advogam que esta
variante ndo causa fenétipo clinico de doenca de Fabry (26). No presente estudo
interpretamos a R118C como casos de fendtipo tardio pela presenca de sintomas
(perda auditiva, hipoacusia e acroparestesias). Entretanto, ndo foi possivel uma

confirmacéo histologica e/ou bioquimica.
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O outro grupo de VUS foi a variante A143T (n = 4). Estes pacientes
apresentaram aumento discreto da lysoGB3 e sintomas de acroparestesias. O caso
indice apresentou indicios de acometimento renal. Adicionalmente um caso do sexo
masculino apresentou 30% de reducao da atividade da alfa-GAL. Existem relatos de
cardiopatia na presenca da variante A143T associada a fenoétipo tardio e confirmada
por bidpsia do miocardio apresentando depdsitos de GB3 (27). Outros autores,
entretanto, advogam que a A143T ndo € patogénica (28).

Ressaltamos que é imprescindivel a confirmagdo do diagnostico definitivo da
DF antes de instituir terapia especifica. O diagndstico definitivo da DF nos casos de
VUS frequentemente requer a realizacdo de biépsia renal (7,15,16). A realizacéo de
terapia especifica como a terapia de reposicdo enzimatica sem confirmacdo do
diagnostico definitivo ndo € apropriada e pode gerar custos e dnus desnecessarios

para o governo e para o paciente.

5.4. COMPARACAO ENTRE VARIANTES

Nas variantes patogénicas encontramos uma maior percentagem de sintomas
da DF como angioqueratomas, cornea verticillata, dor neuropatica em comparacao as
variantes VUS. Estes pacientes apresentam menores valores de atividade da alfa-
GAL e valores mais elevados de lysoGB3. Estes dados sdo compativeis com a
literatura que mostram que pacientes com variantes patogénicas tem maior chance

de apresentarem fenétipo classico (7).

5.5. CORRELACAO ENTRE SINTOMAS CLINICOS

Realizamos andlises de correlacbes mostrando as associacdes entre 0s
sintomas relacionados a DF. A perda auditiva foi associada a presenca de
angiqueratomas tanto na populacédo de variantes de Fabry (rho = 0,37) quanto na
analise sensibilizada excluindo os casos de VUS (rho = 0,49). Os angioqueratomas
foram associados com palpitacées respectivamente: todas as variantes de Fabry
(rho=0.21) e excluindo as VUS (rho=0,26). Podemos também notar um agrupamento
tanto em todas as variantes de Fabry quanto na andlise sensibilizada dos sintomas
acroparestesia, dor abdominal e hipoidrose.

A frequéncia de sintomas de DF esta claramente reportada especialmente nos
pacientes de fendtipo classico (3). Entretanto, a presente andlise agrega a forma como

estes sinais e sintomas se agrupam. Desta maneira, a analise gréafica contida neste
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estudo pode ajudar no entendimento de como o0s sintomas se correlacionam.
(Figura 3).

6. LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo apresenta algumas limitagdes por sua natureza retrospectiva e a
ocorréncia de dados faltosos. Optamos por reportar o nimero de dados faltosos nas
tabelas. Em contraponto, houve pequeno numero de dados faltosos sendo de 6% para
0s sintomas, 12% para dados de funcao renal e 4% para comorbidades relacionados
a familiares dos casos de triagem. Outra limitacdo do estudo foi a ndo avaliacado da
albumindria que precede a proteindria nas manifestacfes renais da DF.

Nesta andlise ndo conseguimos reportar dados de avaliagdo cardiologica ou
neuroldgicas. Nado ha dados de histologia disponiveis para os casos de VUS em
especial para a variante R118C e para a variante A143T. Nao podemos, portanto,
atribuir de forma definitiva o diagndstico de Doenca de Fabry para os pacientes com

variantes VUS neste estudo.

7. CONCLUSOES

Este estudo caracterizou uma extensa coorte de pacientes com variantes para
Doenca de Fabry (DF) genética e fenotipicamente. Pacientes com variantes
patogénicas associaram-se a uma maior ocorréncia de sintomas de Fabry, maiores
niveis de lysoGB3 e menores valores de alfa-GAL. Encontramos uma elevada
proporcao de variantes de significado incerto (54%) devido a natureza do estudo de
rastreio. Foram descritas as caracteristicas dos pacientes com VUS que requer uma
avaliacao mais detalhada para confirmar o diagndstico definitivo de DF. Descrevemos
duas novas variantes pouco relatadas que foram consideradas patogénicas. Este €,
ao nosso conhecimento, o primeiro estudo brasileiro caracterizando uma extensa
populacdo de pacientes com variantes para DF (n = 82) com grande riqueza de
detalhes de genética, clinica e de biomarcadores. Acreditamos que este estudo possa
auxiliar na melhor caracterizacédo da populacao brasileira com DF e nos tipos mais

frequentes de variantes encontradas no nosso meio.



30

REFERENCIAS

1. Brady RO, Gal AE, Bradley RM, Martensson E, Warshaw AL, Laster L.
Enzymatic defect in Fabry’s disease. Ceramidetrinexosidase deficiency. N Engl
J Med. 1967;276(21):1163-7.

2. Sweeley CC, Klionsky B. Fabry’s disease: classification as a sphingolipidosis
and partial characterization of a novel glycolipid. J Biol Chem.1963; 238:3148—
50.

3. Germain DP. Fabry disease. Orphanet J Rare Dis. 2010; 5:30.

4. Popli S, Leehey DJ, Molnar ZV, Nawab ZM, Ing TS. Demonstration of Fabry’s
disease deposits in placenta. Am J Obstet Gynecol.1990;162(2):464-5.

5. Neufeld EF. Lysosomal storage diseases. Annu Rev Biochem. 1991; 60:257—
80.

6. Hopkin RJ, Bissler J, Banikazemi M, Clarke L, Eng CM, Germain DP, et al.
Characterization of Fabry disease in 352 pediatric patients in the Fabry
Registry. Pediatr Res. 2008;64(5):550-5.

7. Ortiz A, Germain DP, Desnick RJ, Politei J, Mauer M, Burlina A, et al. Fabry
disease revisited: Management and treatment recommendations for adult
patients. Mol Genet Metab. 2018;123(4):416-27.

8. Smid BE, van der Tol L, Cecchi F, Elliott PM, Hughes DA, Linthorst GE, et al.
Uncertain diagnosis of Fabry disease: consensus recommendation on
diagnosis in adults with left ventricular hypertrophy and genetic variants of
unknown significance. Int J Cardiol. 2014;177(2):400-8.

9. Van der Tol L, Smid BE, Poorthuis BJHM, Biegstraaten M, Deprez RHL,
Linthorst GE, et al. A systematic review on screening for Fabry disease:
prevalence of individuals with genetic variants of unknown significance. J Med
Genet. 2014;51(1):1-9.

10.Germain DP, Shabbeer J, Cotigny S, Desnick RJ. Fabry disease: twenty novel
alpha-galactosidase A mutations and genotype-phenotype correlations in
classical and variant phenotypes. Mol Med Camb Mass. 2002;8(6):306—12.



31

11.Silva CA, Barreto FC, Dos Reis MA, Moura Junior JA, Cruz CM. Targeted
Screening of Fabry Disease in Male Hemodialysis Patients in Brazil Highlights
Importance of Family Screening. Nephron. 2016;134(4):221-230. doi:
10.1159/000448740. Epub 2016 Aug 31. PMID: 27576502.

12.Porsch DB, Nunes ACF, Milani V, Rossato LB, Mattos CB, Tsao M, et al. Fabry
disease in hemodialysis patients in southern Brazil: prevalence study and
clinical report. Ren Fail. 2008;30(9):825-30.

13.Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, et al. Standards
and guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint consensus
recommendation of the American College of Medical Genetics and Genomics
and the Association for Molecular Pathology. Genet Med Off J Am Coll Med
Genet. 2015;17(5):405-24.

14.Levey AS, Stevens LA, Schmid CH, Zhang YL, Castro AF, Feldman HlI, et al. A
new equation to estimate glomerular filtration rate. Ann Intern Med.
2009;150(9):604-12.

15.Schwartz GJ, Mufioz A, Schneider MF, Mak RH, Kaskel F, Warady BA, et al.
New equations to estimate GFR in children with CKD. J Am Soc Nephrol JASN.
2009;20(3):629-37.

16.Biegstraaten M, Arngrimsson R, Barbey F, Boks L, Cecchi F, Deegan PB, et al.
Recommendations for initiation and cessation of enzyme replacement therapy
in patients with Fabry disease: the European Fabry Working Group consensus
document. Orphanet J Rare Dis. 2015; 10:36.

17.Silva CAB, Andrade LGM de, Vaisbich MH, Barreto F de C. Brazilian consensus
recommendations for the diagnosis, screening, and treatment of individuals with
fabry disease: Committee for Rare Diseases - Brazilian Society of
Nephrology/2021. J Bras Nefrol Orgao of Soc Bras E Lat-Am Nefrol. 2022;
S0101-28002022005017400.

18.Laney DA, Fernhoff PM. Diagnosis of Fabry disease via analysis of family
history. J Genet Couns. 2008;17(1):79-83.



32

19.Beck M. Demographics of FOS — the Fabry Outcome Survey. Em: Mehta A,
Beck M, Sunder-Plassmann G, organizadores. Fabry Disease: Perspectives
from 5 Years of FOS [Internet]. Oxford: Oxford PharmaGenesis; 2006 [citado 3
de margo de 2022]. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK11581/

20.Villalobos J, Politei JM, Martins AM, Cabrera G, Amartino H, Lemay R, et al.
Fabry disease in latin america: data from the fabry registry. JIMD Rep. 2013;
8:91-9.

21.Sodré LS de S, Huaira RMNH, Colugnati FAB, Carminatti M, Braga LS de S,
Coutinho MP, et al. Screening of family members of chronic kidney disease
patients with Fabry disease mutations: a very important and underrated task. J
Bras Nefrol Orgao of Soc Bras E Lat-Am Nefrol. 2021;43(1):28-33.

22.Arends M, Wanner C, Hughes D, Mehta A, Oder D, Watkinson OT, et al.
Characterization of Classical and Nonclassical Fabry Disease: A Multicenter
Study. J Am Soc Nephrol JASN. 2017;28(5):1631-41.

23.Shabbeer J, Yasuda M, Luca E, Desnick RJ. Fabry disease: 45 novel mutations
in the alpha-galactosidase A gene causing the classical phenotype. Mol Genet
Metab. 2002;76(1):23-30.

24.Filoni C, Caciotti A, Carraresi L, Cavicchi C, Parini R, Antuzzi D, et al. Functional
studies of new GLA gene mutations leading to conformational Fabry disease.
Biochim Biophys Acta. 2010;1802(2):247-52.

25.Talbot A, Nicholls K. Elevated Lyso-Gb3 Suggests the R118C GLA Mutation Is
a Pathological Fabry Variant. JIMD Rep. 2019; 45:95-8.

26.Ferreira S, Ortiz A, Germain DP, Viana-Baptista M, Caldeira-Gomes A,
Camprecios M, et al. The alpha-galactosidase A p. Arg118Cys variant does not
cause a Fabry disease phenotype: data from individual patients and family
studies. Mol Genet Metab. 2015;114(2):248-58.

27.Valtola K, Nino-Quintero J, Hedman M, Lottonen-Raikaslehto L, Laitinen T,
Maria M, et al. Cardiomyopathy associated with the Ala143Thr variant of the a-
galactosidase A gene. Heart Br Card Soc. 2020;106(8):609-15.



33

28.Lenders M, Weidemann F, Kurschat C, Canaan-Kuhl S, Duning T, Stypmann J,
et al. Alpha-Galactosidase A p.A143T, a non-Fabry disease-causing variant.
Orphanet J Rare Dis. 2016;11(1):54.



Apéndice

Apresentacdo no Congresso Brasileiro de Nefrologia (CBN 2022)
Carta de aprovacgéo no Jornal Brasileiro de Nefrologia (JBN)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

P w0 N PE

Parecer do Comité de Etica (CEP)

34



35

.(:1.,11 S 00 Gy
I MO 0p DG

—— dNoYD e
C wWIdo OJURWIISEN Op BZZY Ol9dsuW IQ

R S AT

P T T
oo roveree

“ L0 oy 8 T W
[Z0% $

g
i

P o 0 (O
ﬂ::nmmaw 0000Y 'H 980f 4Q 012N eUIIA 9BasaW opleaso g

€69606855=P0/ |BA/1Q"WO0" 161 "MMM//.ANY B8SSeoe ‘Jepijea eieq

220z 9p oiquiayes ap pz

"0S/sliodouenol4 wa (jngonus)) sllodouewo|4 ap sagduaauon 8p OJjUa) OU ‘ZZ0Z 8P OIqWILes ap pZ e |LZ
3p OplIod0 eibojoljeN wa wabewssju] ap oJis|iselg ossaibuo) XX o eibojoloN ap oJla|iseig-osn 0ssaJbuo) [1I1X
‘e1bojoljaN op oulajisesg ossaibuon IXXX OjusA® ou ‘|eJo oedejussaidy spepijepow eu opejussaide 10) ‘JAVHANY
3d IN3A0ON OAVLSNO SINT ‘YSOLIF4 Yyy3Zag VIO3d YNVIA ‘ONVIONT VAIVd 3a 0ad¥vNa3 ‘zin1
OIOV4 T3ONVIN OYOr ‘VAH3IVY1 VHIAXIAL VISSVO INVISOYN ‘ZV¥d VA O¥OAO03HL OQTVASO :S8.10jne sop

OINVd OYS 3d 31S37 VNOZ 3 va|ViVvd
0a 3TVA 04 OYIVINdOd VN ANEV4 3d VANIOA va OJIdILON34 3 OJILINTD TI4¥3d

oyjeged; o enb soweayiuey

J3S-SITOdONVIYOTH « INSOALNID » ZZ0Z 30 O¥EWILIS IA ¥Z V 12
RIBOJ0IJON We wadewajul ap onsjisery 0S$aIBU0)) XX
LIBOJOIAN Bp 0.I9|ISLIG-0SNT 08S3IBUOD |(IX

VIOOTOd43N 3d OdI3TIsvyg
OSSHaDNCI XXX




36

Brazilian Journal of Nephrology - Decision on Manuscript ID JBN-2022-0107.R2 Yahoo/Entrada v
Miguel Riella <onbehalfof@manuscriptcentral.com> P seq., 19 de dez de 2022 3s 17:40 ¥
Para: gustavomodelli@yahoo.com.br

19-Dec-2022
Dear Dr. Andrade:

Itis a pleasure to accept your manuscript entitled "Perfil genético e fenotipico da doenca de Fabry na populacéo do Vale do
Paraiba e Zona Leste de Sao Paulo” in its current form for publication in the Brazilian Journal of Nephrology. The comments of the
reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot of this letter.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Brazilian Journal of Nephrology, we look forward to your
continued contributions to the Journal.

Sincerely,
Dr. Miguel Riella
Editor-in-Chief. Brazilian Journal of Nephrology

Associate Editor
Comments to the Author:
(There are no comments.)



37

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Perfil genético
e fenotipico para a doenga de Fabry na populagdo em terapia de substituicdo renal do Vale
do Paraiba e Zona Leste de Sdo Paulo”, que serd desenvolvido por mim Osvaldo Theodoro
da Paz, médico nefrologista e do Professor (a) Luis Gustavo Modelli de Andrade da
Faculdade de Medicina de Botucatu -UNESP.

Solicito seu consentimento para consultar seu prontudrio médico para coletar outras
informagodes la contidas como idade, caracteristicas da sua doenga e exames de laboratério
e imagem referentes a consultas feitas anteriormente pelo (a) Senhor (a).

Seu beneficio em participar serd ajudar futuros pacientes a conhecer melhor o perfil da
Doenga de Fabry na populagdo brasileira e a resposta ao tratamento.

Fique ciente de que sua participagdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apés ter dado
seu consentimento para participar da pesquisa, vocé poderad retira-lo a qualquer momento,
sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Serd garantido o direito & assisténcia integral e gratuita a vocé em caso de quaisquer
danos decorrentes da participagdo nessa pesquisa e pelo tempo que for necessdrio. Vocé
tem direito de buscar indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes desta pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor,
o qual 01 via sera entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apés o término da
pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 2° a 67
feira das 8:00 as 12.00 e das 13.30 as 17horas, na Chdacara Butignolli s/n® em Rubido
Jdnior - Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo
descritos:

Apds terem sido sanadas todas minhas dividas a respeito deste estudo, CONCORDO em
participar de forma voluntdria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardos
através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados
desse estudo poderdo ser publicados e revistas cientificas.

Botucatu, / /




Pesquisador Participante da Pesquisa

Nome Luis Gustavo Modelli de Andrade

Enderego: Av. Mario Rubens Montenegro s/n. Ambulatério Tx. Rubido Jr. Botucatu/SP
Telefone: 14 3811.6547

Email: Gustavo.modelli@unesp.br

Nome Osvaldo Theodoro da Paz

Enderego: Av. Mario Rubens Montenegro s/n. Ambulatério Tx. Rubido Jr. Botucatu/SP
Telefone: 14 3811.6547

Email: medicosvaldopaz@yahoo.com.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil genético e fenotipico para a doenca de Fabry na populacdo em terapia de
substituicdo renal do Vale do Paraiba e Zona Leste de Sédo Paulo

Pesquisador: OSVALDO THEODORO DA PAZ

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 45885721.0.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Clinica Médica
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 4.725.634

Apresentacédo do Projeto:
Trata-se de resposta do pesquisador aos questionamentos e apontamento constantes no Parecer n°
4.698.992, de 07 de maio de 2021.

Segundoinformac¢bd6escontidasnodocumento
PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO 1705101.pdf, a doenca de Fabry € um erro inato do
metabolismo caracterizado pela deficiéncia da enzima -galactosidase A levando ao acumulo e deposicao de
glicoesfingolipideo (Gb3) nos lisossomos. A atividade deficiente de -galactosidase A lisossémica (-gal A)
resulta no acumulo progressivo de globotriaosilceramida (Gb3 ou GL-3) e glicoesfingolipideos relacionados
(galabiosilceramida) nos lisossomos de vérios tipos celulares, incluindo células endoteliais capilares, renais
(poddcitos, células tubulares, glomerulares endoteliais, mesangiais e intersticiais), cardiacas (cardiomiocitos
e fibroblastos) e células nervosas.

Desta forma, o objetivo primario deste estudo sera avaliar o perfil genético e fenotipico para a doenca de Fabry
na populacéo em terapia de substituicdo renal. O objetivo secundario sera avaliar o efeito dotratamento apds
12 e 24 meses com terapia de reposicdo enzimatica dos casos de Doenga de Fabry com indicacdo de

tratamento.

Trata-se de um estudo de coorte observacional para se determinar a incidéncia de variacdes
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genéticas e alteracdes fenotipicas para doenca de Fabry em pacientes em terapia de substituicao renal no
Vale do Paraiba e Zona Leste de Sdo Paulo. Os pacientes com teste genético positivo serdo seguidos pelo
periodo minimo de 12 meses para avaliar a presenca de sinais e sintomas de doenca de Fabry e para
avaliar a resposta ao tratamento de reposicdo enzimatica nos casos com indicacdo de tratamento.

Os pacientes que realizam hemodialise no Vale do Paraiba foram submetidos a teste de rastreio para doenca
de Fabry entre Janeiro de 2016 a Dezembro de 2019 por indicagéo clinica segundo protocolo dos centros. O
teste genético para o gene da alfa-GAL foi realizado para homens e mulheres em todos os pacientes das
clinicas de hemodidlise que concordaram em participar, maiores de 18 anos.

Como trata-se de uma doencga genética a analise foi estendida aos familiares dos pacientes com teste genético
positivo observando o padrédo de heranga ligado ao cromossomo X até a terceira gera¢do. De acordo com 0s
esclarecimentos prestados no documento resposta_comite_etica.pdf, os familiares investigados com teste
genético positivo passaram a ser pacientes do servico com prontudrio registrado formalmente no mesmo
centro de dialise de seu caso indice (paciente da hemodiélise). Estes pacientes sdo seguidos em ambulatério
apesar de ndo realizarem hemodialise.

Serdo analisados os dados demograficos desta populacdo e de seus familiares e os dados de exames
laboratoriais dos pacientes submetidos a tratamento de reposi¢cdo enzimética. Estima-se a participacédo de
150 pessoas, sendo 25 com indicacao de tratamento e 125 sem indicacdo de tratamento.

O efeito do tratamento sera avaliado sobre a progresséo da fungéo renal (variagdo da estimativa da filtracdo
glomerular e proteinuria), progressdo da doenga cardiaca (variagdo da massa ventricular esquerda indexada)
e da doencga cerebral (episédios de acidentes vascular cerebral).

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com as informacbes retiradas do documento
PB_INFORMACOES_BASICAS DO _PROJETO_1705101.pdf, o objetivo priméario do estudo sera avaliar o
perfil genético e fenotipico para a doenca de Fabry na populacdo em terapia de substituicdo renal do Vale
do Paraiba e Zona Leste de Sao Paulo estendendo a andlise aos familiares dos casos
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afetados. Desta forma pode-se estimar a incidéncia de pacientes com Diagnéstico Definitivo de Doenca de
Fabry.

O objetivo secundario sera avaliar o efeito do tratamento apés 12 e 24 meses com terapia de reposicao
enzimatica dos casos de Doenca de Fabry com indicagdo de tratamento.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador, como se trata de uma analise retrospectiva de exames genéticos e exames clinicos
ja realizados, ndo hé riscos para os participantes da pesquisa. Todo o cuidado sera tomado com a coleta e
posterior analise de dados mantendo a confidencialidade e anonimato. Os casos ndo serdo identificados
nominalmente e nenhuma informacédo sensivel sera analisada seguindo a lei geral de protecdo de dados
(documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1705101.pdf).

Quanto aos beneficios, este estudo permitird conhecer a incidéncia da Doenga de Fabry em pacientes em
terapia de substituicao renal no Brasil. Adicionalmente serdo conhecidas as principais variantes genéticas no
Brasil e, para o grupo de pacientes em tratamento com reposi¢ao enzimatica, sera possivel avaliar a resposta
ao tratamento (documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1705101.pdf).

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa a ser conduzido pelo aluno de Mestrado Osvaldo Theodoro da Paz, sob
orientacdo do Professor Luis Gustavo Modelli de Andrade (documentos TermoDeAnuencialnstitucional.pdf e
Mestrado_Fabry Osvaldo.pdf).

O projeto refere-se a um estudo de coorte, observacional, retrospectivo, para se determinar a incidéncia de
variacdes genéticas e alteracdes fenotipicas para doenca de Fabry em pacientes em terapia de substituicdo
renal no Vale do Paraiba e Zona Leste de S&o Paulo

(documento PB_INFORMACOES_BASICAS DO _PROJETO_1705101.pdf).

O projeto esta orcado em R$500,00 provenientes de orgcamento proprio (documento
PB_INFORMACOES_BASICAS DO_PROJETO_1705101.pdf).

De acordo com Parecer do CEP n° 4.698.992, de 07 de maio de 2021, o projeto de pesquisa apresentava as

seguintes pendéncias:
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1) De acordo com a descrigdo da coorte, trata-se de "pacientes das clinicas de hemodialise que
concordaram em participar sem restricao de idade ou sexo" (documento
PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_1705101.pdf). Ha participantes com menos de 18 anos de
idade? Eles serdo incluidos no estudo? Em caso afirmativo, o pesquisador deve atentar para a necessidade
de TALE e TCLE direcionado aos responsaveis.

RESPOSTA: Pendéncia satisfatoriamente atendida. O pesquisador esclarece que nao serdo incluidos os
menores de 18 anos (Documento resposta_comite_etica.pdf) e, entdo, faz as modificacdes pertinentes no
projeto de pesquisa (Mestrado_Fabry Osvaldo_2021.pdf).

2) Ainda em relacé@o aos critérios de inclusdo, prevé-se a inclusdo de "familiares dos pacientes com teste
genético positivo observando o padrao de heranca ligado ao cromossomo X até a terceira geracéo"
(documento PB_INFORMACOES BASICAS DO_PROJETO_1705101.pdf). Entretanto, o TCLE fala da
coleta de dados apenas do paciente, sem men¢édo a coleta de informacdes de familiares. Que dados seréo
coletados dos familiares? Esses dados se encontram no prontuario do paciente/participante?

RESPOSTA: Pendéncia satisfatoriamente atendida. O pesquisador esclarece que os familiares investigados
com teste genético positivo passaram a ser pacientes do servico com prontuario registrado formalmente no
mesmo centro de dialise de seu caso indice (paciente da hemodialise). Estes pacientes sdo seguidos em
ambulatério apesar de néo realizarem hemodidlise. Desta forma entende-se por pacientes no termo de
consentimento os maiores de 18 anos, renais crénicos ou ndo, concordantes no estudo. Os mesmos dados
clinicos descritos na metodologia do caso indice (paciente de hemodialise) serdo coletados de seus
prontuarios (Documento resposta_comite_etica.pdf), ndo havendo necessidade de nova versdo do TCLE.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Foram apresentados os documentos obrigatérios:

- Projeto de Pesquisa na integra, com as alteracdes pertinentes diante do Parecer n® 4.698.992 do CEP
(documento Mestrado_Fabry Osvaldo_2021.pdf)

- Folha de rosto devidamente assinada (documento folha_rostro_assinada_2021.pdf)

- Termos de anuéncia institucional FMB (documento TermoDeAnuencialnstitucional.pdf) e Unica - Gest&o
Transparente (documento autorizacao_centro.pdf)
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- TCLE (documento TCLE_fabry.docx)

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Ap6s reunido Extraordinaria realizada pelo Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP, o projeto de pesquisa
apresentado encontra-se APROVADO.

Considerag@es Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacéo do Colegiado, em reunio Extraordinaria do Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP,
realizada em 20/05/2021, o Projeto de Pesquisa apresentado encontra-se APROVADO. Apés o término da
pesquisa, devera ser encaminhado o Relatério Final de Atividades.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 10/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1705101.pdf 12:26:14
Outros resposta_comite_etica.pdf 10/05/2021 | Luis Gustavo Modelli| Aceito
12:25:42 | de Andrade

Projeto Detalhado / | Mestrado_Fabry Osvaldo_2021.pdf 10/05/2021 | Luis Gustavo Modelli | Aceito

Brochura 12:24:19 |de Andrade

Investigador

Outros autorizacao_centro.pdf 16/04/2021 | Luis Gustavo Modelli| Aceito
14:03:02 |de Andrade

Outros TermoDeAnuencialnstitucional.pdf 16/04/2021 | Luis Gustavo Modelli| Aceito
14:02:41 | de Andrade

TCLE / Termos de | TCLE_fabry.docx 16/04/2021 | Luis Gustavo Modelli| Aceito

Assentimento / 14:01:52 | de Andrade

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha_rostro_assinada_2021.pdf 16/04/2021 | Luis Gustavo Modelli| Aceito
14:01:21 |de Andrade

Situacéo do Parecer:

Aprovado
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Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

BOTUCATU, 21 de Maio de 2021

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador(a))
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