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RESUMO

A Doenca de Fabry (DF) é uma doenca lisossémica de depdsito ligada ao
cromossomo X. E causada pela deficiéncia da enzima a-Galactosidase A, codificada
pelo gene GLA localizado na regidao Xqg21.33-Xg22. A progressao da doenca leva a
danos vasculares, renais € em diversos outros tecidos. Os pacientes podem
apresentar a forma classica ou as variantes renal, cardiaca e neurolégica. Homens
afetados geralmente apresentam atividade muito reduzida da enzima. Entretanto,
devido a inativacao aleatoria do X, mulheres portadoras apresentam uma grande
variabilidade na expressao clinica, podendo ser assintomaticas ou apresentar
formas moderadas ou graves da doenca. Logo, o diagndstico bioquimico de
mulheres €, na maioria das vezes, inconclusivo. Portanto, o diagnéstico molecular é
fundamental para tratamento e aconselhamento genético. A DF apresenta alta
heterogeneidade alélica e a maioria das mutagbdes é privada. O objetivo principal
desse estudo foi analisar o gene GLA em 301 amostras de pacientes latino-
americanos, originarias do Brasil (n=277), México (n=14) e Colémbia (n=10). Em 51
pacientes foram encontrados quatro polimorfismos ndo patogénicos: c.-12G>A
(n=13), ¢.370-77_81delCAGCC (n=10), c.-10C>T (n=6) e p.A292D (n=3).
Associacoes entre eles também foram encontradas; sendo a mais comum c.-10C>T
em combinacao com ¢.370-77_81delCAGCC (n=9). Ao total foram diagnosticados 50
pacientes com 12 mutacdes patogénicas ja descritas: ¢.30-32delG, ¢.195-1G>C,
p.R112S, p.R118C, p.M187T, p.C202Y, c.718_719delAA, p.V269M, p.D313Y,
p.R342Q , p.R356W e p.R342X. Em 14 pacientes de uma familia brasileira, foi
encontrada a mutacdo nova c.467C>A (p.A156D), predita como possivelmente
patogénica. A atividade enzimatica em heterozigotas dessa familia ficou abaixo do
normal em plasma e muito abaixo do normal em leucécitos. Comparando-se a
sensibilidade e especificidade do diagnéstico bioquimico em papel filtro de mulheres
(n=70, 15 heterozigotas), leucdcitos e plasma (n=19, 11 heterozigotas) com a Curva
ROC, atividade em plasma se mostrou muito mais eficiente, com valores de 91% e
100%, respectivamente. Esse ensaio também foi o Unico que se mostrou capaz de

nao gerar falso-positivos e gerou apenas 27% de falso-negativos.

Palavras chave: Doenca de Fabry; a-Galactosidase A; mutac¢des; polimorfismos; sensibilidade;

especificidade.



1. INTRODUCAO

A Doenca de Fabry (DF), também conhecida como Doenca de Anderson-
Fabry, € um erro inato do metabolismo de glicoesfingolipideos. E causada pela
deficiéncia da galactohidrolase lisossomal a-Galactosidase A (Figura 1) (a-Gal A, EC
3.2.1.22) (Masson et al., 2004).

A a-Galactosidase A € uma enzima homodimérica e cada monémero é
composto por dois dominios (Figura 1), sendo que o dominio 1, N-terminal, contém o
sitio ativo (Garman & Garboczi, 2004). Ela catalisa a hidrolise de residuos terminais
de a-D-galactosil (galactose) em glicolipidios e glicoproteinas (Figura 2),
predominantemente globotriaosilceramida (Gb3) nos lisossomos (Sugawara et al.,
2008). Devido a deficiéncia total ou parcial de a-Galactosidase A, os esfingolipidios
neutros contendo uma a-galactose terminal, principalmente globotriaosilceramida
(Gb3), acumulam-se gradualmente por todo corpo desde a infancia, causando uma
doenca multisistémica. (Masson et al., 2004).

Figura 1: Estrutura da a-
Galactosidase A. (a) Estrutura
do mondmero. A extremidade
N-terminal esté colorida de azul
e a C-terminal, de vermelho. A
enzima possui 2 dominios. O
dominio 1 contém o sitio ativo
onde o ligante galactose é
representado em a amarelo. (b)
e (c) Duas visbes do dimero de
a-Galactosidase A, forma na
qual a enzima ¢é ativa.
(Adaptado de Garman &
Garboczi, 2004)

Os depositos sao armazenados em corpos de varias vesiculas ou em massas
intracitoplasmaticas resultando na disfungao celular ou degeneracao (Perrot A, et al.,



2002). O acumulo nas células endoteliais resulta em oclusées dos vasos sanguineos
e estado pré-trombético; nas células renais, proteindria e faléncia renal.
Cardiomiopatia e disfuncdo do musculo estriado podem resultar do depdsito nas
células musculares. Variados tipos celulares, como células musculares lisas, células
das glandulas sudoriparas, macréfagos, astrocitos e neurbnios ganglionares
gastrointestinais sao afetados (Masson et al., 2004).

(a)
Gale1-OR
Figura 2: Reagédo catalisada
H-OR pela enzima a-Galactosidase A.
(a) Reagdo geral. Uma
() galactose terminal é clivada de

um oligossacarideo,
glicoproteina ou glicolipidio,
produzindo a-galactose (Gal a-
1) e um alcool. (b) a-Gal A e
Doenga de Fabry. O substrato
globotriaosilceramida é clivado

o-GAL| % pela o-Gal A para gerar
H20 ] lactosilceramida. Na auséncia

Ceramids da enzima funcional,
HO 9 HG globotriaosilcermida acumula-

\ + CHOH
i o . se nos tecidos. (Adaptado de
Galact o o—" Garman & Garboczi, 2004)

GalB1-4GlcB1-1’Ceramida HO
Lactosilceramida

Galal-4GalB1-4Gicp1-1'Ceramida
Globotriaosilceramida

(substrato de Doenga de Fabry)

Coramide

Com relagédo a sintomas clinicos, a forma classica da doenca representa o
fendtipo mais grave e as variantes renal, cardiaca e neurolégica sao fenétipos mais
brandos restritos aos determinados sistemas. Derrames s&o o0s sintomas
neuroldgicos mais comuns. As formas cardiacas podem se manifestar como
disturbios de conducdo, hipertrofia ventricular sem hipertensdo e caridomiopatia
hipertrofica. As variantes renais sdo responsaveis por proteindria ou insuficiéncia
renal progressiva (Masson, 2004). De acordo com Clarke, 2007, uma atividade
residual de 5-10% é suficiente para prevenir o acumulo de globotriaosilceramida em

niveis clinicamente significativos.



A Doenca de Fabry € uma doenga ligada ao X. Por isso, homens afetados
(hemizigotos) geralmente apresentam atividade muito reduzida da enzima. Isso leva
a forma classica da doenca, que tem inicio clinico na infancia. E caracterizada por
angioqueratomas (lesdes cutaneas), acroparestesia (dor nas extremidades), coérnea
verticilata e hipoidrose (diminui¢cao da transpiracédo) (Desnick, in Scriver, 2001). Com
o tempo, os pacientes desenvolvem faléncia renal e cardiaca e complicacbes
cerebrovasculares, levando a morte precoce (Rozenfeld et al., 2006) Em alguns
casos 0s sinais e sintomas podem ser mais tardios, aparecendo somente apés a
segunda ou terceira década de vida (Desnick et al., 2001).

Mulheres heterozigotas podem ser completamente assintomaticas ou
apresentar manifestacoes leves, que em geral tem inicio mais tardio que em homens
(Mehta et al., 2010). Entretanto, elas podem apresentar formas moderadas ou
graves da doenga como resultado da inativagéo aleatéria desigual do cromossomo X
gue nao apresenta mutacao. A forma grave é idéntica a forma classica presente em

homens (Masson et al., 2004).

A prevaléncia mundial da doenga é de 1:40000 a 1:117000 homens nascidos
vivos para a forma classica da doenca (Meikle et al., 1999 e Desnick, in Scriver,
2001). Isso pode ser uma subestimativa da frequiéncia verdadeira devido a falta de
verificacdo e dificuldades para diagnéstico de casos leves ou atipicos,
principalmente os de inicio tardio (Nakao, 1995; Eng et al., 1997; Metha et al., 2010).

Com relacdo ao tratamento, uma alternativa disponivel aos pacientes de
Fabry, desde 2001, é a Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE). Ela tem se
mostrado eficiente para aliviar sintomas e desacelerar a progressdo da doenca
(Mehta et al., 2010). Existem duas enzimas comercialmente disponiveis: Agalsidase-
alfa cujo nome comercial é Replagal (Shire HGT Inc.) e Agalsidase-beta, conhecida
como Fabrazyme (Genzyme Corporation). A administracdo € feita a cada duas
semanas em doses de 0,2 e 1 mg/kg, respectivamente (Masson et al., 2004). Ambas
as enzimas tem sequéncia de aminoacidos idénticas, mas sdo produzidas em linhas
celulares diferentes: Replagal em uma linhagem humana produzida por engenharia
genética e Fabrazyme na linhagem Chinese hamster ovary (CHO). Em
consequéncia disso, possuem diferente composicao de carboidratos que resulta em
diferencas na distribuicdo tecidual e a resposta a dosagem (Garman & Garbozci,
2004). Nenhuma diferenga clara no efeito clinico foi demonstrada entre a



administracdo das duas enzimas em um estudo clinico randomizado e controlado,
usando-se a mesma dose ou a dose aprovada (Vedder et al., 2008). Para pacientes
com a variante cardiaca, existe um segundo tratamento disponivel, a infusdo de
lactose, que presumidamente auxilia na estabilizacdo da enzima a-Gal A mutante
(Mehta et al., 2010).

Além disso, o tratamento com chaperonas farmacol6gicas tem se mostrado
promissor para pacientes com mutacoes especificas que resultam em enzimas com
alteracao conformacional e/ou instaveis (Isii et al., 2007; Shin et al., 2008). As
chaperonas sao pequenos ligantes que podem ser administrado oralmente e se ligar
seletivamente a enzima, promover o dobramento correto e encaminha-la aos
lisossomos. Para DF, o uso da chaperona 17-deoxygalactojirimycin hydrochloride ja
demonstrou aumento na atividade de muitos mutantes de a-Galactosidase A e
reducéo de niveis urinarios de Gb3 em pacientes com mutacdes de troca de sentido
(Germain & Fan, 2009).

A a-Galactosidase A é codificada por um gene housepkeeping (GLA, MIM
No. 300644) localizado no braco longo do cromossomo X, na regido Xq21.33-Xg22
(Desnick, in Scriver, 2001). O gene GLA é composto por 12 kb divididos em sete
éxons (Kornreich, 1989; Eng et al., 1994) que variam de tamanho entre 92 a 291 pb
(Bishop et al., 1988) e seis introns que variam de 0,2 a 3,7kb (Bishop, 1988;
Kornreich, 1989). A traducdo do gene origina uma proteina precursora que €
processada a glicoproteina funcional de 398 aminoacidos que age como um
homodimero (Garman & Garboczi, 2004) (Figura 1).

Ja foram descritas mais de 500 mutagdes no gene GLA até o momento
(Tabela 1). Dentre essas, apenas uma (p.D313Y) causa pseudodeficiéncia e uma
(c.1-30G>A) é relacionada com transcrigio aumentada. As demais mutacdes,
disponiveis para acesso publico no banco de dados HGMD (www.hgmd.cf.ac.uk) séo
descritas como tendo relacdo com a doenca. Apesar disso, algumas alteracoes
como g.1168G>A (c.-12G>A) e g.1170C>T (c.-10C>T) ja foram descritas como nao
tendo relagdo com a diminuigdo da atividade enzimatica, sendo consideradas
polimorfismos (Davies et al., 1993b).



Tabela 1: Mutagdes descritas no Human Gene Mutation Database (HGMD) até outubro de 2010
(Adaptado de http://www.hgmd.cf.ac.uk)

Tipo de mutacao Numero de mutacdes
Troca de sentido/ sem sentido 329
Splicing 26
Regulatéria 1
Pequenas delecdes 69
Pequenas insercoes 27
Pequenas insercdes e delegbes 8
Grandes delecoes 14
Grandes inser¢des/duplicacdes 1
Rearranjos complexos 3
Total (Acesso Publico) 478
Total (membros HGMD Professional 2010.3) 599

A maioria das mutacbes é privada, sendo identificadas apenas em familias
individuais. Porém, algumas excecdes como R227X, R227Q e N215S foram
encontradas em diversas familias; sendo, portanto, considerados eventos
mutacionais independentes (Asthon-Prola et al., 1999 e Mehta et al., 2010). Muitas
mutacdes resultam em um fenétipo classico da doenga. Contudo, cinco mutag¢des de
sentido trocado foram detectadas em hemizigotos com um fenétipo cardiaco
moderado (Eng et al., 1994).

O diagnéstico de DF é feito em geral pelo menos 3 anos (e em alguns casos
até 20 anos) depois do aparecimento dos sintomas (Mehta et al., 2004; Ramaswami
et al., 2006; Ries et al., 2003). Razdes para isso incluem a raridade da doenca e a
diversidade de sintomas ndo especificos (Mehta et al., 2010) Em homens afetados,
ensaios de a-Gal A mostram consistentemente atividade muito diminuida em
leucocitos e no plasma. Atividade enzimatica também pode ser medida em culturas
de fibroblastos de pele e células renais (Masson et al., 2004). Geralmente, niveis
abaixo de 20% sao considerados diagndsticos e niveis entre 20% e 35% levam a
suspeita de DF (Desnick, in Scriver, 2001; Kitagawa et al., 2008).

O diagnéstico pré-natal pode ser feito de maneira confiavel pela
demonstracao do defeito enzimatico em células fetais obtidas por amniocentese ou
amostra de vilosidades coridnicas em fetos do sexo masculino (Desnick in Scriver
2001). Ensaios enzimaticos sao uteis em hemizigotos, mas heterozigotas geralmente
tem niveis de atividade enzimatica levemente reduzidos ou normais devido a

inativacao aleaté6ria do X (Wilcox et al., 2008).



Resumidamente, o padrao ouro do diagnéstico de DF esta descrito na tabela

abaixo:

Tabela 2: Padréo ouro do diagnostico de Doenga de Fabry

Categoria Técnica utilizada

Atividade da a-galactosidase A em leucocitos ou plasma se a analise de leucécitos
nao for possivel

Homens
Sequenciamento do gene GLA e identificagdo da mutagéo patogénica ou teste para
todas as mutagdes familiares conhecidas
Sequenciamento de gene GLA e identificagdo da mutacao patogénica ou teste para
Mulheres ~ o . , o P SR o
uma mutagao familiar conhecida (medida da atividade enzimatica ndo € confiavel)
D;gé?r?asttéljo Sequenciamento de gene GLA e identificagdo de uma mutagéo familiar conhecida

Adaptado de Zarate & Hopkin, 2008

Tendo em vista a grande variabilidade nos niveis enzimaticos em
heterozigotas com DF, conseqliiéncia da inativacdo aleatéria do cromossomo X, o
diagnéstico bioquimico € inconclusivo.  Portanto, o diagnéstico molecular é
fundamental para tratamento e aconselhamento genético.

Além disso, a identificacdo da mutacdo familiar em hemizigotos facilita o
diagnéstico de parentes possivelmente afetados. Também é importante salientar que
o diagndstico molecular pode contribuir para estudos de correlacao gendétipo/fenétipo
e para a avaliacdo dos resultados da terapia de reposicdo enzimatica (Pereira,
2005).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar o gene da a-Galactosidase A (GLA) em pacientes com suspeita de

Doenca de Fabry através de amostras de sangue.

2.2. Objetivos especificos

- Amplificar os sete éxons do gene GLA,;
- Analisar o gene da GLA por seqlenciamento automatizado;

- Analisar as alteracbes encontradas e comparar a sensibilidade e
especificidade do diagndstico genético com o bioquimico em mulheres, calculando

os valores preditivos positivo e negativo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Origem da amostra e critério de inclusdo dos pacientes

As amostras utilizadas neste estudo, coletadas de junho de 2009 a novembro
de 2010, sao originarias de trés paises latino-americanos: Brasil (224 mulheres e 53
homens), Coldmbia (10 mulheres e 2 homens) e México (12 mulheres e 2 homens).
O critério de inclusao dos pacientes no estudo foi a suspeita do médico solicitante de
que o paciente tenha Doenca de Fabry baseado em critérios clinicos ou histéria
familiar positiva. Assim, quando houve essa suspeita, 0 proprio médico enviou
sangue coletado do paciente em papel filtro ou tubo com EDTA para o Servico de

Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, por correio.

3.2. Andlise molecular

4.2.1 Coleta das amostras e extracdo de DNA

As amostras foram coletadas em papéis filtro (FTA® Elute ou FTA® Classic)
ou em tubos com EDTA. O DNA total das amostras em EDTA foi extraido com o kit
EasyDNA (Invitrogen, EUA); o das amostras em FTA® Classic, com o reagente FTA
Purification Reagent WB120204, (Whatman, EUA); e o das amostras FTA® Elute,
com agua. Todas as extragdes foram realizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante.

3.2.2 Amplificagédo por PCR

Os sete éxons do gene GLA foram amplificados através de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) no termociclador com gradiente de temperatura Veriti, da

AppliedBiosystems.
O programa de amplificagao usado € composto das seguintes etapas:

1) 1 ciclo - 5 minutos a 95°C (desnaturacgéo)



2) 35 ciclos -
a. 45 segundos a 95°C (desnaturacao)
b. 45 segundos a 48°C-59°C, de acordo com o primer (anelamento)
c. 1 minuto e 30 segundos a 72°C (extensao)

3) 1 ciclo - 10 minutos a 72°C (extensao final)

A temperatura de anelamento de cada par de primers e o tamanho dos amplicons
estao descritos na Tabela 3. Com excec¢ao dos primers para o éxon 2, para o qual foi
utilizado o primer descrito por Pereira (2005), todos os demais foram desenhados
com o software Primer3 (v. 0.4.0), disponivel em http://frodo.wi.mit.edu/primer3/, e
analisados com o software [DT OlygoAnalyser 3.1, disponivel em
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/. As reacgdes foram feitas
com um volume final de 25ul, de acordo com a Tabela 4.

Tabela 3: Caracterizagao dos primers utilizados para amplificagédo do gene GLA por PCR.

Tamanho do Temperatura

Exon Primer Sequéncia 5'> 3' amplicon  de anelamento
1+ GGA TCA CTA AGG TGC CGC
1 7

! 1- TCC CGT TGA GAC TCT CCA GT 531pb S7°C
or CTT GTG ATT ACT ACC ACA CT*

2 367pb 48°C
2. AAC AAG CTT CTG TAC AGA AGT GC*
34 ATG ATT TTG GGG GTT TGT G

3 487pb 56°C
3-  AAT GAA CTG AAA GAG AAG AGA TGG
44 GAC AGA CTG AAC GCC ATC TCA

4 301pb 59°C
4 CGT TGG ACT TTG AAG GAG ACC

. 5 TCA AGA GAA GGC TAC AAG TGC 45008 oo
5 CAA ACA AGA GAG GAG GAA ACA P
6+  TCAAGG TAA ATA CAG GTA AAG TTC

454

® 6 AGTAAC ATC AAG AGC AAG GGA A S4pb 56°C

ST TTT CCC TTG CTC TTG ATG TTA C -~ o
7. TCA GCC TCC CAA AGT GCT P

(*Pereira, 2005)
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Todos os reagentes foram adquiridos da empresa Invitrogen. A verificacdo da
amplificacdo dos fragmentos foi realizada em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio.

Tabela 4: Reagentes utilizados para amplificagéo por PCR dos 7 éxons do gene GLA

Reagentes Volume (em ul)
Agua 16,65
dNTP 2mM 2,5
Tampao NH4 1X 2,5
MgCI2 50mM 1,25
Primer forward 20pM 0,5
Primer reverso 20pM 0,5
Taqg DNA polimerase5U/ul 0,1
DNA 100ng 1
Total 25

3.2.3 Purificacao e seqlenciamento dos amplicons

Os amplicons foram purificados com as enzimas Exonuclease | (Exo 1) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) da GE Healthcare,. Ap6s a verificacdo em agarose,
foram adicionadas 3,33 U de cada enzima a 6ul do produto de PCR. Em seguida, a
reacao foi aquecida a 37°C por 30 minutos e a 80°C por 15 minutos.

O produto de PCR purificado foi entdo quantificado em gel de agarose 1,5%
por comparacdo com Low Mass Reader (Invitrogen). Entre 45-60ng DNA foram
usados para sequenciamento, juntamente com 1ul de primer forward ou reverso e
agua qg.s.p 6ul. Os primers utilizados foram os mesmos do PCR, com concentracéo
de 4 pM.

O sequenciamento dos amplicons foi realizado de forma automatizada pelo
seqlenciador ABI310 Genetic Analyser com a utilizacdo do reagente BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems).

3.2.4 Analise dos sequienciamentos e efeito de mutacbes novas

Os seqlUenciamentos foram analisados com o programa Chromas Lite
(Technelysium Pty Ltd) para detectar e identificar a presenca de mutagdes no gene
GLA. As sequéncias foram comparadas com a sequéncia de referéncia X14448.1,



11

disponivel em www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/31755, através do programa Nucleotide
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Todas as alteragdes foram confirmadas com o

sequenciamento da fita reversa.

A analise do possivel impacto da mutagdo nova encontrada na estrutura e
funcdo da a-Galactosidase A foi realizada através do software Polyphen-2
(Polymorphism Phenotyping v2), disponivel em
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/.

3.3 Avaliacdes de sensibilidade, especificidade e céalculo de valores preditivos

A avaliacdo da sensibilidade e especificidade do diagndstico bioquimico em
comparacao ao genético (padrdao ouro) em mulheres foi realizada através da andlise
da Curva de Caracteristicas de Operacdao do Receptor (Curva ROC- Receiver
Operating Characteristic). Para tanto, foi utilizado o programa SPSS Statistics v.19
(IBM Company). Os dados de atividade enzimatica em papel filtro, leucécitos e
plasma foram obtidos das fichas das pacientes a partir de exames realizados no
Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Além disso, o Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN)
também foram calculados usando-se como limiar os valores de referéncia utilizados
pelo Servico de Genética Médica e os valores gerados pela analise da Curva ROC
de cada ensaio bioquimico. Para tanto, as amostras foram calculadas de acordo com
a tabela abaixo.

Tabela 5: Classificagao das amostras para célculo dos valores preditivos

Diagnéstico genético

Resultado do teste (Padrao Ouro) Total
Positivo Negativo
: " " Total de testes
Positivo Verdade(l'rof; positivo Falso(gc))smvo 0ositivos
Diagnéstico (A+B)
bioquimico
N . Falso negativo Verdadeiro negativo Total de_testes
egativo negativos
(©) (D) C+D)
Total de testes Total de testes Total
Total positivos negativos (A+B+C+D)
(A+C) (B+D)

(Adaptado de Waldman e Rosa, 1998)
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Foram considerados diagnésticos genéticos positivos aqueles apresentaram
mutacdes patogénicas ou possivelmente patogénicas. Para o diagnostico
bioquimico, aqueles que obtiveram valores abaixo dos valores de referéncia e dos
valores gerados pela analise da curva ROC para cada ensaio em questao

Os calculos do VPP e VPN foram realizados de acordo com as férmulas

abaixo:

Valor preditivo positivo = A+B

D

Valor preditivo negativo = CiD

3.4. Aspectos éticos

Este trabalho foi realizado no ambito de um programa de diagndstico de DF
oferecido pelo Servigo de Genética Médica do HCPA. Os médicos participantes
deste programa solicitam exames diagnésticos para seus pacientes baseados em
critérios clinicos. Estes médicos sdao 0s responsaveis por informar sobre os
procedimentos e realizar o aconselhamento genético dos pacientes e seus
familiares. O uso destes dados para pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do HCPA (GPPG 09-428).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de junho de 2009 a novembro de 2010 foram analisadas
301 amostras de pacientes com suspeita Doenca de Fabry sendo 244 de mulheres e
57 de homens. As amostras eram provenientes de pacientes de 3 paises latino-
americanos: Brasil (n= 277), México (n= 14) e Colébmbia (n=10). Aproximadamente
57% dos pacientes pertenciam a familias com mutacdes previamente identificadas e
tiveram apenas o éxon da a-Galactosidase A afetado pela mutagdo familiar
analisado. A Tabela 6 descreve o numero de pacientes diagnosticados com ou sem
mutacao familiar descrita, agrupados por pais analisado.

Tabela 6: Freqiéncia de pacientes latino-americanos com suspeita de Doenga de Fabry analisados
neste estudo, agrupados por pais, presenca de mutagao conhecida e resultado da analise molecular.

Pacientes Brasil México Colombia Todps 0s
paises

Com mutagao Normais 121 4 2 127

descritana  Com mutagdo patogénica 43 0 5 48

familia Total 164 4 7 175

Sem mutagéo Normais 104 6 0 110

descritana  Com mutagao patogénica 9 4 3 16

familia Total 113 10 3 126

Normais 225 10 2 237

ngos Com mutagao patogénica 52 4 8 64
pacientes

Total 277 14 10 301

Ao total foram diagnosticados 64 pacientes com mutagdes patogénicas ja
descritas ou mutac¢des novas possivelmente patogénicas, sendo que 2 desses
pacientes também apresentaram polimorfismos nao patogénicos. Dentre os 237

pacientes normais, 51 apresentaram polimorfismos ndo patogénicos (Figura 3)
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Figura 3: Alteracdes encontradas em pacientes com suspeita de DF.

Com relagéo aos polimorfismos encontrados em 51 pacientes (Figura 4), os
mais comuns foram c.-12G>A (n=13), ¢.370-77_81delCAGCC (n=10) e c.-10C>T
(n=6). Associacdes entre eles também foram encontradas; sendo a mais comum c.-
10C>T em combinagédo com ¢.370-77_81delCAGCC (n=9)
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Figura 4: Polimorfismos encontrados em pacientes com suspeita de DF latino-americanos (n=51).

As alteragoes patogénicas ja descritas na literatura e encontradas neste grupo

de pacientes estao listadas na Tabela 7.
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Tabela 7: Alteracoes patogénicas encontradas no gene GLA de pacientes com suspeita de Doenga
de Fabry.

Alteracdo na

Localizacdo Alteracdao no cDNA Referéncia

proteina
Exon 1 c.30-32delG p.L120X Ashton-Prolla et al. (1999)
intron 1 c.195-1G>C - Chen et al. (1998)
Exon 2 c.334C>A p.R112S Shabbeer et al. (2005)
Exon 2 c.352C>T p.R118C Spada et al. (2006)
Exon 4 c.560C>T p.M187T Shabbeer et al. (2006)
Exon 4 C.605G>A p.C202Y Eng et al. (1997)
Exon 5 c.718_719delAA p.S248X Davies et al. (1994)
Exon 6 c.805G>A p.V269M Shabbeer et al. (2006)
Exon 6 c.937G>T p.D313Y Eng et al. (1993); Yasuda et al.(2003)
Exon 7 c.1025G>A p.R342Q Ploos van Amstel et al. (1994)
Exon 7 c.1066C>T p.R356W Bernstein et al.(1989)
Exon 7 c.1024C>T p.R342X Davies et al. (1996)

Nenhuma mutacdo patogénica foi encontrada em mais de um pais. Em
contrapartida, trés polimorfismos p.A292D, ¢.1-12G>A e ¢.370-77_81delCAGCC

foram encontrados em pacientes brasileiros e mexicanos

As amostras colombianas pertenciam a um grupo familiar (n=8) e a dois
outros individuos nao relacionados. Nenhum polimorfismo foi identificado e 80% dos
pacientes foram diagnosticados com mutacdes patogénicas.

No nucleo familiar foi detectada a mutagao ¢.195-1G>C (IVS1-1G>C, Figura
5a) (Chen et al., 1998) encontrada em 80% das amostras. Nos individuos nao
relacionados foram detectadas as mutacdes ¢.334C>A (p. R112S, Figura 5b)
(Shabbeer et al., 2005) e ¢.1024C>T (p.R342X, Figura 5c¢) (Davies et al., 1996).

As amostras mexicanas eram provenientes de 2 individuos nao relacionados
e 3 familias: M1 (n=4), M2 (n=5) e M3 (n=3) (Tabela 8). Apenas na familia M1 foram

detectadas mutagdes patogénicas.

A mutacao c.718_719delAA (Figura 6a, Davies et al., 1994), detectada no
éxon 5, consiste da delecao de duas adeninas do cédon 228 e gera um cddon de
terminagdo prematuro no residuo 248 da proteina. Também foi encontrada a
mutacao ¢.937G>T (p.D313Y, Figura 6b), descrita primeiramente como patogénica
(Eng et al., 1993). Entretanto, um estudo posterior (Yasuda et al., 2003) revelou que
essa alteracao gera uma proteina estavel no pH acidico lisossomal (pH 4.5) com
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intron 1 Exon 2
a) e N b)
TTCANTGAGAAG CCTCAGNGCTTTCCT

I

c) GGAAHGACCTC

T

—_ — ——t

Figura 5: Eletroferogramas do gene GLA: a) a mutagéo ¢.195-1G>C (IVS1-1G>C) em

heterozigose; b) mutacdo ¢.334C>A (p. R112S) em heterozigose; ¢) mutagao ¢.1024C>T

(p.R342X) em heterozigose
60% da atividade enzimatica normal. Porém, causa uma pseudodeficiéncia no
plasma por ter estrutura instavel no pH neutro plasmatico (pH7.4). Dessa forma,
seria necessaria a ocorréncia de uma segunda mutagdo causativa da doenca, fato
verificado em duas heterozigotas, as quais apresentaram as mutagdes p.D313Y e

c.718_719delAA.

Tabela 8: Alteracdes no gene GLA diagnosticadas em pacientes mexicanos com suspeita de DF.

Familia n Alteracao Portadores

M1 4 p.D313Y 1
c.718_719delAA 1
p.D313 e >

c.718_719delAA
M2 5 p.A292D 1
nenhuma 4
M3 3 c.-12G>A 1
c.370- "

77_81delCAGCC
nenhuma 1
Individuos néo relacionados 2 nenhuma 2

Total 14



17

a) b)

AGTATA|NAGNHTNTNN|CTTCAGAAGGAC

Figura 6: Eletroferogramas do gene GLA. a) mutagao c¢.718_719delAA em heterozigose; b)
mutagéo ¢.937G>T (p.D313Y) em heterozigose

Com relacao a polimorfismos, foi detectada uma variante na regido 5 nao
traduzida (5° UTR), c.-12G>a (Figura 7a). Além disso, o polimorfismo ¢.370-
77_81delCAGCC foi detectado no intron 2, 77 pares de base antes do éxon 3
(Figura 7b).

Exon 1

a
)CGNTCACCGTG ACAAT GCAG

b)

TTCCCC|HGGHHTGGHI|

Figura 7: Eletroferogramas do gene GLA: a) polimorfismo c.-12G>A em heterozigose; b)
polimorfismo ¢.370-77_81delCAGCC em heterozigose.

As amostras brasileiras (Figura 8) foram as mais numerosas, representando
92% do total. O numero de homens e mulheres analisados foi de 53 e 224,
respectivamente. Cerca de 58% dos pacientes eram provenientes de familias com
mutacoes ja diagnosticadas. Os pacientes que apresentaram mutacdes patogénicas
ou provavelmente patogénicas representaram 19% (n=52) da amostra. A freqiiéncia
de homens afetados com a doenca foi 0,23 e a de homens portadores de
polimorfismos foi 0,08. As freqiiéncias de heterozigotas portadoras de DF, estimadas

a partir das freqiéncias masculinas, sao de 0,35 e 0,15 respectivamente.
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Figura 8: Freqliéncia de pacientes brasileiros com suspeita de Doenca de Fabry portadores ou néo de
mutacgbes patogénicas diagnosticados com e sem mutagao familiar descrita (n=277).

Além dos polimorfismos encontrados em amostras mexicanas, c.-12G>a e
c.370-77_81delCAGCC, outra variante polimérfica foi detectada em amostras
brasileiras na regiao 5’ nao traduzida (5 UTR), c.-10C>T (Figura 9), presente em 20
individuos.

Exon 1

GTHACCGTG ACA[AT GCA G

!

Figura 9: Eletroferograma do gene GLA com polimorfismo c.-10C>T em heterozigose

As mutagOes patogénicas encontradas foram provenientes, principalmente, de
8 grupos familiares de diferentes Estados, o que estd de acordo com a caracteristica
da DF de apresentar mutagdes privadas. Houve apenas um caso de uma amostra
da Bahia com a mesma mutacdo de um grupo familiar de Sao Paulo, c.467C>A
(p-A156D). A tabela a seguir descreve as alteragbes encontradas em pacientes

brasileiros distribuidas por nucleos familiares, quando possivel, e Estados.
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Tabela 9: Alteracoes no gene GLA diagnosticadas em familias de pacientes brasileiros com suspeita
de DF.

Alteraciao
Familia cDNA Exon Proteina n Portadores Origem Observagao
afetado
BIA c805G>A 6  pV269M 14 4 pr  Nucleofamiler B1 do Distrito
B1B  c¢.805G>A 6 p.V269M 99 12 Pl Nucleo familiar B1 do Piaui
B2 c.352C>T 2 p.R118C 3 BA 5irméas
c.30-
B3 32delG 1 p.L120X 4 3 RS
B4 ¢.1066C>T 7 p.R356W 10 6 AL
B5 c.605G>A 4 p.C202Y 2 2 MG Avo e neta
B6 c.560C>T 4 p.M187T 4 4 SP
B7 c.1025G>A 7 p.R342Q 11 3 SP
B8 c.467C>A 3 p.A156D 19 14 SP 1 caso ndo relacionado na BA
. Paciente sem parentesco
NR*1 c.467C>A 3 p.A156D 1 1 BA conheocido
Total 169 52

*NR: Nao relacionado.

A familia B1 foi o maior grupo familiar analisado, totalizando 113 amostras.
Essa familia possui um nucleo proveniente do Distrito Federal (n=14) e outro do
Piaui (n=99). Ambos, porém, apresentam a mesma alteragao genética. A mutacao
c.805G>A (p.V269M, Figura 10), localizada no éxon 6 é uma alteracao patogénica
descrita por Shabber et al.em 2006. Foi diagnosticada em 5 homens de um total de
37 e em 11 de 76 mulheres. Dessa forma, a freqiéncia de homens afetados nessa

familia foi de 14% e a freqiiéncia estimada de mulheres de 25,2%.

CLGT TAAT'T'GGC

Figura 10: Eletroferograma do éxon 6 do gene GLA com mutagao ¢.805G>A (p.V269M) em
heterozigose.

A mutacao patogénica ¢.352C>T (p.R118C, Figura 11) descrita por Spada et
al. (2006) foi diagnosticada em 3 de 5 irmas da familia B2 da Bahia.
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GGGATTCAGCTA

o

Figura 11: Eletroferograma do éxon 2 do gene GLA com a mutacéo ¢.352C>T (p.R118C) em
heterozigose

A familia B3 ja havia sido analisada em um estudo de Pereira et al.(2007), que
diagnosticou a mutagdo c¢.30-32delG (Figura 12) em 3 homens afetados e 3
portadoras. No presente estudo, dentre os 4 pacientes analisados 1 foi
diagnosticado como hemizigoto e 2 como heterozigotas. Essa mutagao patogénica,
descrita por Ashton-Prolla et al. em 1999, resulta da delecdo de uma guanina entre
as posigcées 30 e 32 do cDNA e introduz um codon de terminagdo prematuro no

residuo 120 da proteina.

TACATCTGG|HHHHHHHHHT

Figura 12: Eletroferograma do éxon 1 do gene GLA com mutagao ¢.30-32delG em heterozigose.

Dentre os membros da familia B4, originaria do Alagoas, foram diagnosticados
3 hemizigotos e 3 heterozigotas para a mutagéo ¢.1066C>T (p.R356W, Figura 13).

Essa mutacao foi descrita como patogénica por Bernstein et al. (1989).

ATAAACCAGGAG

Figura 13: Eletroferograma do éxon 7 do gene GLA com mutagao ¢.1066C>T (p.R356W) em
heterozigose.
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As duas pacientes da familia B5 de Minas Gerais, avdé e neta, foram
diagnosticadas como heterozigotas para a mutacao c.605G>A (p.C202Y, Figura 14),
descrita por Eng et al.(1997). O pai da neta foi diagnosticado bioquimicamente como

afetado pela doenca; o que esta de acordo com o esperado para uma doenca ligada

ao X. Outro familiar, um tio paterno, também foi diagnosticado como afetado

TAECT CC|THT|G 4 GTGG

- W A .

Figura 14: Eletroferograma do éxon 4 do gene GLA com a mutagéo ¢.605G>A (p.C202Y) em
heterozigose

Em Sao Paulo, foram analisadas 3 familias portadoras. Os 4 pacientes da
familia B6, 1 homem e 3 mulheres, foram diagnosticados com a mutacao patogénica
c.560C>T (p.M187T, Figura 15a), localizada no éxon 4 e descrita por Shabbeer et al.
(2006). Na familia B7, foi detectada a mutacao ¢.1025G>A (p.R342Q, Figura 15b)
(Ploos van Amstel et al., 1994) localizada no éxon 7 em 3 das 11 amostras
originarias de Ribeirao Preto.

a) b)

s accaclavgr ccTTa TGGGAACAACCTCTEC

_~ - [

Figura 15: Eletroferogramas do gene GLA com diferentes mutagées: a) ¢.560C>T
(p-M187T) em heterozigose, b) c.1025G>A (p.R342Q) em hemizigose.

Em 14 membros da terceira familia paulista, B8, uma alteracdo ainda nao
descrita foi encontrada no éxon 3: a mutagdo c.467C>A (p.A156D, Figura 16).
Outras duas mutacdes, ambas patogénicas, ja foram descritas nesse mesmo cédon,
p.A156V e p.A156T (Okumiva et al., 1995, e Eng et al., 1994). Com base no software
PolyPhen-2, esta troca de uma aminodacido pequeno e hidrofébico (alanina) por um
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de tamanho médio e acidico (aspartato) é possivelmente danosa a proteina, com
escore de 0.985 e sensibilidade e especificidade de 0.65 e 0.95 respectivamente.

Pode-se inferir, portanto, que se trata de uma variante patogénica.

TTGATCAGAC

Figura 16: Eletroferograma do éxon 3 do gene GLA com mutacéo ¢.467C>A (p.A156D) em
heterozigose.

O diagnéstico bioquimico de DF foi realizado em mulheres dessa familia
(Tabela 10). A andlise da atividade enzimatica da a-Galactosidase A em papel filtro
foi feita em 17 pacientes e a atividade no plasma e em leucécitos, em 7. Os valores
de referéncia para esses ensaios sdo respectivamente: 2,9 a 14,4 nmol/h/mL, 4 a 22
nmol/h/mL e 26 a 53 nmol/h/mg prot.

Tabela 10: Diagnéstico bioquimico de Doenga de Fabry. Valores de atividade enzimatica da
a-Galactosidase A em pacientes portadoras da mutag¢édo p.A156D e familiares ndo afetadas.

Atividade em papel filtro Atividade em plasma Atividade em leucécitos

normais heterozigotas normais heterozigotas normais heterozigotas

Validos 5 12 1 6 1 6

Ausentes 13 6 17 12 17 12
Média 5,08 4,38 7,40 3,12 39,00 10,73
Mediana 4,50 4,05 7,40 3,30 39,00 8,10
Moda 2,50° 3,10° 7 1,80% 39 5,60?
Desvio Padrao 2,60 2,65 1,15 6,04
Minimo 2,50 1,20 7 1,80 39 5,60
Maximo 8,20 10,00 7 4,30 39 22,00

a. Existem multiplas modas. Os valores indicados correspondem aos menores.

A média da atividade enzimatica da em papel filtro tanto de pacientes normais
quanto de heterozigotas ficou acima do valor minimo de referéncia. Com relagéao a
atividade em plasma, o valor médio ficou abaixo do valor de referéncia, mas préoximo
a ele. A atividade em leucdcitos também apresentou valores inferiores aos de

referéncia. Este mesmo padréo de atividade enzimatica muito baixa no plasma e em
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leucécitos, em comparagao aos valores de referéncia, também foi verificado em dois
homens dessa familia que obtiveram valores de 0,025 e 0,20 nmol/h/mL e 0,66 e 1,1
nmol/h/mg prot, respectivamente. O diagndstico genético desses dois individuos nao
foi realizado. Dessa forma, com base nos dados descritos acima, pode-se inferir,
que a mutacdo c.467C>A (p.A156D) esta relacionada com o desenvolvimento da

Doenca de Fabry.

Para comparacao da relacao entre o diagndstico genético e bioquimico, dados
bioquimicos disponiveis de 82 mulheres foram analisados. A atividade enzimatica da
a-Galactosidase A em papel filtro foi obtida para 70 pacientes, sendo 15
heterozigotas para mutagdes patogénicas e 55 normais. A atividade em plasma e em
leucécitos foi medida em um grupo de 19 pacientes, sendo 11 heterozigotas para

mutacdes patogénicas e 8 normais.

A Curva ROC para o diagnéstico bioquimico por dosagem de atividade
enzimatica em papel filtro (Figura 17) obteve uma area abaixo da curva (AUC - area
under curve) de 0,730 (IC 95% de 0.574 a 0.887, p<0,01). O ponto de corte referente
ao menor valor de referéncia desse ensaio (4 nmol/h/mL.) possui sensibilidade de
33,3% e especificidade de 90,9%. Se esse valor fosse alterado para 3,45 nmol/h/mL,
a sensibilidade do ensaio aumentaria 80%, passando a ser de 60%, o que significa
que mais pacientes portadoras seriam identificadas corretamente, ou seja, o nimero
de falsos-negativos diminuiria. Em contrapartida, a especificidade teria um
decréscimo de 16%, o que significaria um aumento de falsos-positivos.
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Figura 17: Curva ROC para diagndstico bioquimico de DF por atividade enzimatica
da a-Gal A em papel filtro. n=70, AUC= 0,730 (IC95% 0.574-0.887, p<0,05).

A curva ROC da atividade enzimatica em leucécitos (Figura 18) obteve
AUC de 0,920 (IC 95% de 0,794 a 1, p<0,005). O ponto de corte referente ao menor
valor de referéncia desse ensaio (26 nmol/h/mg prot) possui especificidade de 100%
e sensibilidade de 72,7%. Se esse valor fosse elevado para 31,5 nmol/h/ mg prot, a
sensibilidade aumentaria 25%, passando a ser de 90,9%. Essa mudanca, entretanto,

significaria um decréscimo de 12,5% na especificidade do ensaio.

Curva ROC - Atividade em Leucocitos
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Figura 18: Curva ROC para diagnostico bioquimico de DF por atividade enzimatica da a-Gal A em
leucécitos. N=19, AUC= 0,920 (IC95% 0.794 - 1, p<0,005).
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A curva ROC da atividade enzimatica em plasma (Figura 19) obteve AUC de
0,926 (IC 95% de 0.784 a 1, p<0,005). O ponto de corte referente ao menor valor de
referéncia desse ensaio (4 nmol/h/mL.) possui especificidade de 100% e
sensibilidade de 36,4%. Se esse valor fosse elevado para 6,95 nmol/h/mL, a
especificidade ndo se alteraria e a sensibilidade aumentaria 150%, passando a ser
de 90,9%.

Dessa forma, quando comparados entre si, o diagndstico bioquimico por
determinacao da atividade enzimatica em papel filtro tem desempenho inferior aos
demais, ja que apresenta valores menores de sensibilidade e especificidade mesmo

quando ajustado o valor de corte.

Curva ROC - Atividade em plasma

1,0

0,67

0,47

Sensibilidade

0,27

0,0 T !

I I I
00 02 04 06 08 10
1 - Especificidade

Figura 19: Curva ROC para diagndstico bioquimico de DF por atividade enzimatica da a-Gal A
em plasma. N=19, AUC= 0,926 (IC95% 0.784 — 1, p<0,005).

Os diagnésticos por atividade em leucécitos e plasma, quando ajustados os
valores de corte, se mostraram muito eficientes, ambos com sensibilidade de
aproximadamente 91%. Porém, a atividade em plasma obteve um nivel de
especificidade de 100%, enquanto em leucécitos esse valor foi de 87,5%. Portanto,

poderia ser considerado o método mais sensivel dentre os trés.

Além de sensibilidade e especificidade, o Valor Preditivo Positivo (VPP) e o
Valor Preditivo Negativo (VPN) de cada ensaio bioquimico também foram calculados

usando-se o diagnostico molecular como padrao ouro (Tabela 11). O VPP expressa
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a proporgao de verdadeiros positivos entre todos os individuos com teste positivo, ou
seja, a probabilidade de um teste com resultado positivo ser de fato positivo. O VPN
expressa a proporcao de verdadeiros negativos entre todos os individuos com teste
negativo, ou seja, a probabilidade de um teste com resultado negativo ser de fato
negativo (Waldman e Rosa, 1998). Os valores calculados para os valores de
referéncia e os valores ajustados pela analise da curva ROC estéo listados na tabela
abaixo.

Tabela 11: Comparacgéao entre os Valores Preditivos Positivos (VPP) e Valores Preditivos Negativos
(VPN) de diferentes testes bioquimicos em mulheres com suspeita de DF.

Valores de Referéncia Valores Corrigidos

Ensaio
VPP VPN VPP VPN
Atividade em papel filtro 70 0,50 0,83 0,41 0,88
Atividade em leucécitos 19 1,00 0,73 0,91 0,88
Atividade em plasma 19 1,00 0,53 1,00 0,83

A atividade em plasma foi o método que obteve melhores resultados quando
ajustados os valores de referéncia. Foi o Unico que se mostrou capaz de nao gerar
falso-positivos e gerou apenas 27% de falso-negativos. A atividade em leucdcitos
teve um aumento de 20% do VPN com o ajuste do valor de referéncia. Em
contrapartida, o VPP apresentou uma leve queda de 9%. A atividade em papel filtro
apresentou um pequeno aumento do VPN, que se alterou de 83% para 88%. Porém,
permaneceu com valores nao satisfatérios de VPP, o que representa uma margem

muito grande de falsos-positivos.

Em um estudo anterior (Tsao, 2007), a atividade enzimatica em papel filtro de
homens foi comparada a atividade em plasma. Amostras de 22 controles positivos e
124 controles negativos resultaram em sensibilidade de 100%, especificidade de
90,3% (IC 95%: 84,1 a 94,7%), valor preditivo positivo de 64,7% (IC95%: 48,6 a
80,2%) e valor preditivo negativo de 100%. Esses dados demonstram que, apesar
de ndo se adequar ao diagnéstico de mulheres, a atividade em papel filtro apresenta
acuracia suficiente para ser utilizado na triagem de homens com suspeita de doenca
de Fabry.

E importante ressaltar que o nimero de pacientes analisadas nos testes em
leucécitos e plasma (n=19) é de aproximadamente 3,5 vezes menor que o em papel
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filtro (n=70). Além disso, aproximadamente um tergco dessas pacientes era
pertencente a familia B8 e apresentava a mutacdo c.467C>A (p.A156D) em
heterozigose, o0 que pode gerar um viés nos resultados. Por isso, € necessario que a
analise de um nimero maior de pacientes seja realizada.
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5. CONCLUSOES

e O gene GLA foi analisado com sucesso em todas 301 amostras de pacientes
latino-americanos. Todos os éxons do gene foram seqlienciados nas 126
amostras de pacientes sem mutacao descrita na familia e nas 175 amostras
de pacientes com mutacdo descrita na familia, apenas o éxon afetado foi
sequenciado;

e Em 51 pacientes foram encontrados quatro polimorfismos ndo patogénicos:
c.-12G>A, ¢.370-77_81delCAGCC, c.-10C>T e p.A292D. Associacdes entre
eles também foram encontradas; sendo a mais comum c.-10C>T em
combinacao com ¢.370-77_81delCAGCC (n=9)

e Foram diagnosticados 64 pacientes com alteracbes patogénicas ou
possivelmente patogénicas. Ao total foram encontradas doze mutacoes
patogénicas ja descritas, sendo que nenhuma dessas alteracoes foi
encontrada em pacientes de mais de um dos trés paises analisados.

e A analise dos seqienciamentos revelou uma mutagdo nova c.467C>A
(p-A156D), diagnosticada em 14 individuos de uma familia de Sdo Paulo. Esta
mutacdo foi considerada como possivelmente patogénica pelo software
PolyPhen-2. Além disso, a atividade enzimatica em plasma e leucécitos ficou
abaixo dos valores de referéncia nas seis heterozigotas diagnosticadas e
muito abaixo em 2 homens sem diagnéstico genético, todos pertencentes a

familia em questao.

e Qs valores de sensibilidade e especificidade do diagndstico bioquimico de
sangue mulheres em papel filtro, leucécitos e plasma poderiam ser otimizados
alterando-se os pontos de corte dos ensaios para 3,45 nmol/h/mL, 31,5
nmol/h/mL e 6,95 nmol/h/mL, respectivamente.

e Em conseqliéncia da alteracdo do ponto de corte, os valores preditivos
negativos de todos os ensaios aumentariam, diminuindo o niumero de falsos
positivos. Em contrapartida, os valores preditivos positivos de atividade em
papel filtro e leucdécitos diminuiriam aproximadamente 20% e 10%,

respectivamente.
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e E necessaria analise bioquimica de um niimero maior de mulheres para que a
sensibilidade e especificidade desses ensaios, comparadas ao diagnostico

genético, sejam medidas com maior acuracia.
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